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RESUMO

Duarte AMRC. Aspectos Epidemiologicos da Maliria Humana e Simiana em
Area de Influéncia do Reservatério da Usina Hidrelétrica de Porto Primavera,
Municipio de Presidente Epiticio, Sdo Paulo, Brasil. Sdo Paulo; 2003

[Disserta¢do de Doutorado — Faculdade de Satide Publica da USP].

Objetivo: Verificar a prevaléncia de infec¢Ges maldricas, anticorpos contra formas
infectantes (esporozoitos) e anticorpos contra formas sangiiineas (assexuadas) de
plasmédios, nas populagdes humanas e de bugios (dlouatta caraya), que habitam a
regido do reservatério da UHE de Porto Primavera, no Municipio de Presidente
Epitacio, no Estado de S&o Paulo; area com historia de malaria autéctone. Comparar
os resultados encontrados em ambas populagSes e realizar andlise epidemiolégica
sobre o risco da re-introdu¢8io da malaria na regiio e a possibilidade do envolvimento
de bugios no ciclo de transmissfo.

Métodos: Amostras de sangue de 216 moradores de duas areas que se situam as
margens do reservatério, Campinal (4rea nativa) e Reassentamento Lagoa Sdo Paulo
(RLSP); e amostras de sangue de 239 bugios capturados nas matas ciliares das
margens correspondentes aos lados do de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul, por
ocasifio das inundag¢des do lago artificial. Foram realizados exame parasitolégico de
gota espessa e esfregago sangiiineo e reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR), com
“primers” correspondentes a regifio 18S rRNA género especifica de plasmédio e,
“primers” correspondentes ao gene da proteina circumsporozoita (CS) de
Plasmodium vivax, P. falciparum e P. malariae, para identificagio de infec¢des
maldricas. Foram realizados os seguintes testes sorolégicos para detecgio de
anticorpos da classe IgG: ELISA com peptideos sintéticos correspondentes a regido
repetitiva da proteina CS de P. vivax “classico (VK210) (Pvc), P. vivax “variante”
(VK247) (Pvk), P. vivax-like humano (Pvl), P. malariae/P.brasilianum (Pm/Pb) e P.



Sfalciparum (Pf), e Imunofluorescéncia Indireta (IFI) com antigenos de formas
sangliineas de P. vivax, P. falciparum e P. malariae.
Resultados: No exame parasitologico, foram encontradas formas semelhantes ao P.
vivax em 7 laminas de gota espessa (2,9%) de bugios, sendo 2 espécimes de Sdo
Paulo (SP) e 5 do Mato Grosso do Sul (MS). Na técnica de PCR, foram observadas
amplificagdes em 7 amostras de DNA de bugios (4 de SP e 3 do MS) com os
“primers” 18S rRNA género especifico (2,9%), sendo que destas, 4 amplificaram
também com os “primers” correspondentes ao gene CS de P. vivax, ¢ 2 com
- “primers” espécie especificos de P. falciparum (18S rRNA) . Ndo foram observadas
amplificagbes nas 7 amostras positivas testadas com os “primers” CS de P.
Jfalciparum e P. malariae. N3o foram identificadas infec¢des maléricas na populagéo
humana amostrada, por meio dos métodos utilizados. Na reagdo de ELISA
verificamos alta prevaléncia de anticorpos contra a proteina CS com os peptideos do
“Complexo vivax” na populagdo humana (17,6%). No Campinal a positividade foi de
22,3% , sendo a maioria dos soros positivos com o peptideo Pvc (11,5%), no RLSP a
positividade foi de 10,5%, sendo a prevaléncia maior para o peptideo Pvl (7,0%). A
prevaléncia com os peptideos Pm/Pb e Pf foi de 3,8% para ambos no Campinal, e de
2,3% e 7,0% no RLSP, respectivamente. Na reagdo de IFI com antigeno de P.vivax, a
positividade total foi de 20,8%, sendo 21,5% no Campinal ¢ 19,8% no RLSP. Os
soros humanos foram negativos com os antigenos de P. falciparum e P.malariae. Na
populagdo de bugios foi verificada também alta prevaléncia de anticorpos com os
peptideos do “Complexo vivax”, sendo 19,6% e 8,8% nos bugios de SP e MS,
respectivamente. Houve maior predominincia de soros positivos com peptideo Pvk
em ambas localidades. A positividade com os peptideos Pmv/Pb e Pf foi de 12,7% e
10,8% nos macacos de SP, respectivamente; ¢ 7,3% nos macacos de MS, para ambos
os peptideos. Na reagdo de IFI, foi observada alta prevaléncia de anticorpos contra
formas sangiiineas de P. vivax nos bugios (17,6%), sendo 15,7% ¢ 19,0% nos bugios
de SP e MS, respectivamente. Com o antigeno de P. falciparum a prevaléncia na
totalidade da amostra foi de 5,0%, sendo 5,9% e 4,4% nos bugios de SP e MS,
respectivamente. Com o antigeno de P. malariae a positividade foi de 13.4%, sendo

9.8% e 16.1% nos bugios de SP e MS, respectivamente.



Conclusdes: Ndo foi observada a circulagdo de plasmédios na populagdo humana,
entretanto foi verificada a presenca de P. vivax e P. falciparum nos bugios. A
prevaléncia de anticorpos contra esporozoitos (proteina CS) de plasmédios (P. vivax,
P. falciparum e P.malariae), indicou que ambas populagdes, humanas e de bugios da
area de estudo, entram em contatos com estes parasitos. A prevaléncia de anticorpos
contra formas sangiiineas indicou o desenvolvimento de infec¢des malaricas em ambas
populagdes, humanas e de bugios, sugerindo a ocorréncia de quadro assintomatico
entre humanos e confirmando a ocorréncia de infecgdo entre os macacos. A
comparagio dos resultados sugere a ocorréncia de um quadro de transmissdo na
populagdo de bugios, que possivelmente envolve a populago humana na situagéo
epidemiolégica atual. Em funcdo dos resultados das pesquisas entomolégicas
conduzidas paralelamente na mesma area de estudo, indicarem o aumento da
densidade de espécies vetoras, este quadro pode mudar, e com isso prevemos o

aumento do risco da re-introdug@o da maldria na populagdo humana.

Descritores: Malaria. Plasmodium.Epidemiologia. Macacos.



SUMMARY

Duarte AMRC. Epidemiological Aspects of Human and Simian Malaria in the
Influence Area of the Reservoir of the Hydroeletric Plant at Porto Primavera,
Municipality of Presidente Epitacio, State of Sio Paulo, Brazil. Sdo Paulo, 2003.
[Ph. H.D. Dissertation- Faculdade de Saide Publica — Universidade de SdoPaulo].

Objective: Verify the prevalence of malaria infections, anti-plasmodia infective forms
(sporozoite) antibodies and anti-blood forms (asexual) antibodies in human and
howler monkey (Adlouatta caraya) populations living in the region of the HP reservoir
at Porto Primavera, Municipality of Presidente Epitacio, State of Sdo Paulo, an area
known for autochtonous malaria in the past. Compare results obtained for both
populations and make and epidemiological analysis of the risk of re-introducing
malaria in the region and the possibility of involving howler monkeys in the
transmission cycle.

Methods: Blood samples from 216 people living in the two areas at the margins of
the reservoir, Campinal (native area) and Reassentamento Lagoa Sdo Paulo (RLSP)
as well as blood samples from 239 howler monkeys captured at the time of forest
flooding for the artificial lake, corresponding to both the margins at the S&o Paulo and
Mato Grosso do Sul sides. To identify malaria infection, thick and thin blood smears
were subjected to parasitological microscopic observations as well as polymerized
chain reactions (PCR) with the 18S rRNA Plasmodium genus specific primer and
primers for the circumsporozoite protein (CS) of Plasmodium vivax, P. falciparum
and P. malariae. To detect IgG antibodies the following serological tests were made:
ELISA with synthetic peptides corresponding to the repetitive region of the CS of P.
vivax "classic" (VK210) (Pvc), P. vivax "variant" (VK247) (Pvk), human P.vivax-like
(Pvl), P.malariaelP.brasilianum (Pmy/Pb) and P. falciparum (Pf) as well as Indirect



Immunofluorescence Assay (IFA) with blood form of P. vivax, P. falciparum and P.

malariae as antigens.

Results: On microscopic observation of the howler monkeys thick blood preparations
7 (2.9%) were found to have forms similar to P. vivax. Two of these were from Sdo
Paulo (SP) and 5 from Mato Grosso do Sul (MS). PCR with the 18S rRNA genus
specific primer amplified the DNA of 7 howler monkeys samples (4 from SP and 3
from MS); four of these were also amplified by primers corresponding to the CS gene
of P. vivax, and 2 by the P. falciparum specific primers (18S rRNA), none of the 7
positive samples were amplified by the CS P. falciparum and P. malariae specific
primers. No malaria infections were identified in the human population samples by the
above methods. A high prevalence of the anti-CS antibodies was found in ELISA with
the "Vivax Complex" peptides in the human population (17.6%). At Campinal
positivity was 22.3%, most of the sera testing positive with the Pvc peptide (11.5%).
At RLSP overall positivity was 10.5%, prevalence being higher for the Pvl peptide
(7.0%). With both the Pm/Pb and Pf peptides prevalence was 3.8% in Campinal, 2.2%
and 7.0% respectively in RLSP. In IFA reaction total positivity was 20.8%, 21.5% in
Campinal sera and 19.8% in those of RLSP. All human sera tested negative with the
P. falciparum and P. malariae antigens. High prevalence of antibodies against
peptides of the "Vivax complex" was also found in the howler monkey population,
19.6% and 8.8% in those of SP and MS respectively. Pvk peptide positive sera
predominated in both localities. Positivity with Pm/Pb and Pf peptides was 12.7% and
10.8% respectively in monkeys from SP and 7.3% for both peptides in MS monkeys.
High prevalence of IFA with anti blood forms antigen of P. vivax was found in howler
monkeys (17.6%), 15.7% and 19.0% in SP and MS monkeys respectively. With the P.
falciparum antigen total prevalence of the sample was 5.0%, 5.9% and 4.4%
respectively with SP and MS monkey sera. With the P. malariae antigen total
prevalence of the samples was 13.4%, 9.8% and 16.1% respectively with SP and MS
monkey sera.

Conclusions: No plasmodia were detected in the blood circulation of the human

population, however P. vivax and P. falciparum was detected in howler monkeys.



The prevalence of plasmodia anti-sporozoite protein antibodies (CS) (P. vivax, P.
falciparum and P. malariae) indicates that both the human and howler monkey
population in the area have contact with these parasites. The prevalence of anti
parasite blood form antibodies indicated the development of malaria infections in both
the human and howler monkey population, suggesting asymptomatic infections in
human beings and confirming infections in monkeys. Comparing results of tests
suggests the transmission of malaria infection in the monkey population which does
probably involve humans at the present epidemiological situation. Parallel
entomological research carried out in the same area indicates an increase in density of
vector species with possible changes the situation and we thus foresee an increased

risk of re-introducing malaria in the human population.

Descriptors: Malaria. Plasmodium. Epidemiology. Monkeys.
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ANEXOS



INTRODUCAO

1. Maldria: Aspectos Gerais

A maldria é uma doenga parasitiria causada por protozoarios do Filo
Apicomplexa do género Plasmodium, transmitida por mosquitos anofelinos (Dipteros
da familia Culicidae, género Anopheles). Seus principais sintomas sfio febre
intermitente, cefaléia, anemia e esplenomegalia.

Foram descritas aproximadamente 100 espécies de plasmédios, sendo que a
maioria infecta macacos, aves, répteis, aves e mamiferos; quatro sfo infectantes para
o homem: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale (REY, 1991).

Esta moléstia representa um dos mais graves problemas de satide publica
enfrentados pelos paises em desenvolvimento, onde é endémica, de dificil controle,
com altas taxas de morbidade e mortalidade, e apresentando grande potencial de
disseminagfo entre popula¢des rurais e urbanas (BRUCE-CHWATT, 1985).

Atualmente 40% da populagdo mundial que habita areas tropicais e sub-
tropicais vive sob o risco da maléria. Estima-se a ocorréncia de 300 a 500 milhdes de
casos clinicos e cerca de 1,5 a 2,7 milhdes de 6bitos a cada ano. A maioria dos casos
ocorre na Africa (80% de morbidade e 90% de mortalidade), atingindo
principalmente criangas abaixo de cinco anos de idade. Grandes dreas da Asia,
América Central e América do Sul contribuem consideravelmente com estes
nameros (WHO, 1996b).

Nas Américas, 21 paises apresentam transmissdo ativa da doenga: Brasil,
Bolivia, Peru, Suriname, Guiana Francesa, Colombia, Republica Dominicana, Belize,
Costa Rica, El Salvador, Equador, Argentina, Paraguaia, Haiti, Honduras, México,
Nicaragua, Panama, Guatemala, Honduras e Venezuela (PAHO, 1998).

O Brasil apresenta o maior numero de casos, 36% da incidéncia total nas
Américas (PAHO, 1998). Em 2000 foram registrados 615.245 casos, sendo que
613.239 ocorreram na Amazdnia Legal. A distribui¢8o dos casos por espécie, neste
mesmo ano, demonstrou um predominio de P. vivax (481.655 casos), seguido de P.
Salciparum (125.917) e P. malariae (937) (FUNASA, 2003).



2. A Maldria no Estado de Sio Paulo

A maléria esteve presente no Estado de S&o Paulo desde os periodos iniciais
de desenvolvimento s6cio-econdmico, ligada aos processos de ocupagéo do territorio
decorrente das atividades extrativistas e agricolas.

No inicio da colonizagdo até meados do século XVIII, o crescimento
demografico foi lento e provavelmente a maldria ocorria de forma epidémica.
Entretanto, no inicio do século XX com a expansdo da cultura cafeeira, os processos
de desmz;tamento, ocupacdo de territorio, constru¢do de ferrovias, associados aos
intensos fluxos migratdrios internos e externos possibilitaram a instala¢éo de quadros
endémicos da doenga, sendo freqiientes as referéncias de casos neste periodo
(BARATA, 1998).

Nas décadas de 40 e 50 a malaria era considerada um grave problema de
saide publica no Estado, pois a estabilizagdo do quadro endémico gerou drésticas
quedas na produgdo associada a significativa redugfio da capacidade de trabalho. A
regifio Oeste (Planalto Ocidental) apresentava a maior prevaléncia da doenga. Neste
periodo se alicergaram os estudos epidemioldgicos assim como as primeiras
intervengdes de controle e vigildncia que fundamentaram o modelo Técnico —
Campanhista, culminando com a Campanha de Erradicagdo da Maléria, a qual
abrangeu todos os Estados que apresentavam a doenga entre as décadas de 60 ¢ 70
(BARATA,1998).

O éxito da Campanha e as modifica¢des ambientais que ocorreram ao longo do
tempo, principalmente a devastagdo das matas em fungdo da atividade agricola e
pecudria, diminuiram drasticamente as densidades de anofelinos, o que tornou
invidvel a manutengo dos quadros endémicos da doenga.

Desde o final da década de 60, a maioria dos casos de malaria que ocorre no
Estado de Séo Paulo sdo importados da regiio Amazdnica, sendo reduzido o niimero
de casos induzidos e autoctones (SUCEN, 1995).

Apesar do baixo niimero de casos, a malaria se mantém presente em algumas
areas da Mata Atlantica Paulista, onde ocorrem anualmente casos autéctones com
sintomatologia atipica diagnosticados como P. vivax. Surtos epidémicos importantes

ocorreram em algumas areas do Planalto Ocidental (Presidente Epitacio, 1980 e 84;



Panorama, 1984) (SUCEN, 1995). De modo geral, verificamos que a maldria nfo
esta ausente em nosso Estado, sendo que a ocorréncia de casos estd associada a
situagGes epidemioldgicas particulares, como no caso do quadro da maldria autoctone
da Mata Atlantica que ainda nfio esta completamente elucidado, e alguns estudos

sugerem a participa¢fio de macacos no ciclo de transmissdo (CURADO et al., 1997).

3. Malaria Humana e Simiana: Similaridades e Aspectos Epidemiolégicos
3.1. Plasmédios Simianos e Seus Hospedeiros Naturais

Foram descritas vinte espécies de plasmodio que infectam primatas ndo
humanos. Dentre estas vinte, oito infectam os “grandes macacos” (Familia
Pongidae): P. schwetzi, P. reichenowi; P. pitheci, P. silvaticum, P. hylobati, P.
eylesi, P. youngi e P. jefferyi; e duas espécies infectam os lémures, ancestrais mais
remotos dos primatas (prossimios), P. lemuris € P. girardi. As dez espécies restantes
possuem caracteristicas biolégicas muito semelhantes aos plasmédios humanos. Oito
infectam macacos do Velho Mundo (familia Cercopithecidae): P. cynomolgi, P.
gonderi, P. coatneyi, P. fragile, P. fieldi, P. simiovale, P. inui e P. knowlesi; e duas
infectam macacos do Novo Mundo (familias Cebidae e Atelidae): P. brasilianum e
P. simium (Collins, 1988; Duarte 1998) (Tabela 1).

Algumas destas espécies sdo amplamente utilizadas em estudos
experimentais. Os plasmédios simianos da Asia e Africa se desenvolvem em um
grande nimero de espécies de primatas do Velho Mundo e somente em um pequeno
numero de macacos do Novo Mundo foram conseguidas infecgdes experimentais
com os mesmos (géneros: Aotus, Cebus, Saimiri, Callithrix). Os modelos
experimentais mais utilizados para os plasmédios simianos do Novo Mundo sdo:
macacos dos géneros Alouatta, Aotus, Ateles, Cebus, Lagothrix, Saimiri, Callithrix e
Saguinus, para o P. simium, e macacos dos géneros Aotus, Callithrix e Saguinus,

para o P. brasilianum (Collins, 1988).



As quatro espécies de plasmodio que infectam o homem (P. falciparum, P.
vivax, P. malariae e P. ovale), sdo igualmente utilizadas em estudos sobre
imunologia da malaria e quimioterapéutica, em um numero limitado de macacos.
Para o estudo da maldria humana alguns géneros do Novo Mundo sdo considerados
bons modelos experimentais (para P. falciparum e P. malariae - género Aotus; P.
vivax - géneros Aotus, Ateles, Saimiri e Saguinus) (Collins, 1988).

Como modelos biolégicos comparaveis ao P. falciparum sdo utilizados o P.
coatneyi e P. fragile. Para P. ovale sdo utilizados o P. simiovale e o P. fragile. Para
P. malarfae sdo utilizados o P. brasilianum e o P. inui. Finalmente, para P. vivax
utilizam-se o P. cynomolgi, o P. gonderi e o P. simium. O P. knowlesi, com peculiar
ciclo esquizogdnico de 24 horas, é considerado como um bom modelo biolégico
quando os principais critérios analisados sio infec¢do fulminante e morte (Collins,
1988).

O ciclo de vida dos plasmddios simianos é essencialmente igual ao dos
parasitos humanos. Até onde se sabe, todos sfo transmitidos por mosquitos do
género Anopheles. Os mosquitos injetam esporozoitos infectantes nos primatas, que
ao chegarem no figado ddo origem ao ciclo exoeritrocitico. Nesta fase, em algumas
espécies ocorrem formas persistentes, que sfo responsdveis por recaidas
(reaparecimento da parasitemia derivada do desenvolvimento secundirio de
esquizontes no figado). Esse fendmeno foi observado em P. cynomolgi, P. fieldi e P.
simiovale. A duragdo do ciclo exoeritrocitico é varidvel dentre as espécies de
plasmédio, sendo o menor deles observado em P. knowlesi, que completa seu
desenvolvimento em aproximadamente 112 horas; outros podem demorar mais dias
para adquirir maturidade e liberar merozoitos na circulagdo. O periodo pré-patente
(tempo entre a infecgfio e a primeira detecgdo dos estagios sangiiineos) é também
bastante varidvel entre espécies. Apds o inicio do estagio sangiiineo, os parasitos
completam o ciclo assexuado em 24, 48 ou 72 horas; sendo a periodicidade
denominada como cotidiana, ter¢d e quartd, respectivamente (Collins, 1988).

Infecgbes cronicas sdo caracterizadas por periodos parasitémicos negativos
intercalados com periodos moderados ou altos, que ocorrem ciclicamente com

crescimento dos intervalos negativos. Algumas infecgSes desaparecem dentro de

poucos meses, mas outras podem persistir por varios anos, como no caso de P. inui.



O estagio sexuado pode iniciar precocemente na infec¢do, durante ou
imediatamente apds a fase aguda. Alguns parasitos possuem ciclos que coincidem
com os picos de densidade dos anofelinos, o que certamente aumenta a probabilidade
dos mosquitos se infectarem com gametdcitos. O tempo de desenvolvimento
esporogdnico dos plasmodios simianos é bastante varidvel entre as espécies e
depende da temperatura especifica para cada uma delas. Ocorrem variagdes quanto a
suscetibilidade a infecgfio ¢ ao desenvolvimento do parasito entre diferentes espécies
de anofelinos. Algumas espécies sdo suscetiveis a certos plasmédios e refratarias a
outros. A quantidade de esporozoitos encontrados na gldndula salivar também ¢
bastante varidvel entre as diferentes espécies de anofelinos (Collins, 1988).

As descri¢Ges dos ciclos de vida de plasmédios simianos foram realizadas em
modelos experimentais, geralmente através de infecgdes induzidas em macacos
esplenectomizados, diretamente com cepas cultivadas “in vitro” ou por picadas de
anofelinos infectados em laboratdrio. Portanto, sdo poucas as informagdes a respeito
da dindmica das interagdes do parasito, do vetor e dos hospedeiros em condig¢Ses

naturais (Duarte, 1998).



Tabela 1 - Plasmédios simianos, seus hospedeiros naturais e origens geograficas.

Espécie de | Hospedeiro Natural Origem Geografica
Plasmodio

P. eylesi Gibao-Hylobates lar Malésia

P. hylobati Gibdo-Hylobates moloch Leste da Malasia

P. jefferyi Gibao-Hylobates lar Malasia

P. youngi Gibdo-Hylobates lar Malasia

P. schwetzi Chimpanzé-Pan troglodytes Camardes, Serra Leoa

Gorila-Gorilla gorilla

Zaire, Libéria. Rep. Dem. do

Congo

P. reichenowi

Chimpanzé-
Pan troglodytes
Gorila-Gorilla gorilla

Camardes, Serra Leoa

Zaire, Rep. Dem. do Congo

P. pitheci Orangotango- Leste da Malasia
Pongo pygmaeus
P. silvaticum Orangotango- Leste da Malasia
Pongo pygmaeus
P. cynomolgi Macacos do Velho Mundo India, Sri Lanka, Assam, Malasia,
Indonésia, Taiwan
P. gonderi Macacos do Velho Mundo Camardes, Zaire
P. coatneyi Macacos do Velho Mundo Malésia, Filipinas
P. fragile Macacos do Velho Mundo Sri Lanka, Sul da India
P. fieldi Macacos do Velho Mundo Malasia
P. simiovale Macacos do Velho Mundo Sri Lanka
P. inui Macacos do Velho Mundo Sri Lanka, India, Taiwan, Malasia,
Indonésia, Filipinas
P. knowlesi Macacos do Velho Mundo Malasia
P. girardi Lémures Madagascar
P. lemuris Lémures Madagascar

P. brasilianum

Macacos do Novo Mundo

Brasil, Venezuela, Peru, Colémbia,
Panami

P. simium

Macacos do Novo Mundo

Brasil

Fonte: COLLINS, 1988



O conhecimento sobre os hospedeiros naturais de plasmédios simianos é
bastante vasto, abrangendo aspectos da biologia e taxonomia dos grupos de macacos
do Velho e do Novo Mundo.

Os primatas neotropicais, também conhecidos como macacos do Novo
Mundo, pertencem a Infraordem Platyrrhini Os Platirrinos possuem as narinas
voltadas para os lados, em um nariz achatado ¢ um focinho curto. Notoriamente
diferentes, os representantes da Infraordem Catarrhini, que abrangem os macacos do
Velho Mundo e os “grandes macacos”, possuem as narinas voltadas para baixo em
um focinho longo (AURICCHIO, 1995).

Os Catarrinos, macacos do Velho Mundo e os “grandes macacos”, estfio
agrupados atualmente em 3 familias taxondmicas: a familia Cercophitecidae,
composta de 15 géneros de macacos, a familia Pongidae (“grandes macacos™),
composta de 5 géneros e a familia Hominidae, com o género Homo (AURICCHIO,
1995).

Os Platirrinos, macacos do Novo Mundo, estdo agrupados em quatro familias.
A familia Callitrichidae, composta por 4 géneros; Cebidae, com 7 géneros; Atelidae,
com 4 géneros e Callimiconidae, com 1 género. Os nomes populares e a distribuigio
dos géneros no territério brasileiro podem ser observados, respectivamente, na

Tabela 2 e na Figura 1.



Tabela 2 - Primatas brasileiros: familias, géneros e nomes populares.

Primatas Nome Popular

Familia e género

Cebidae

Saimiri Macaco-de-cheiro  (mdo-de-ouro, boca-preta,
caipussu, gasimiro, sapajou-aurora)

Cebus Macaco-prego (macaco-capuchinho, sahi-hu, caf)

Aotus Macaco-da-noite (cuti-cuti, marikina, duruculi)

Callicebus Zogue-zogue (uapuga, saua, saui, pruapd,

' orabassu, zocaio, guigo)

Pithecia Parauacu (macaco-voador, macaco-cabeludo,
saqui)

Chiropotes Cuxiu (macaco-preto)

Cacajao Uacari (preto, cara-negra, mono-feio, carauri),
uacari-branco (bic6, macaco-inglés), uacari-
vermelho

Atelidae

Ateles Macaco-aranha, coata

Alouatta Bugio (gritador), guariba

Lagothrix Macaco-barrigudo, macaco-peludo

Brachyteles Muriqui, mono-carvoeiro

Callitrichidae

Callithrix Sagiii-de-tufos-brancos,  sagiii-de-tufos-pretos,
sagiii-comum, sagiii-da-cara-branca,
Sagiii-da-serra,  sagiii-estrela,  sagiii-branco,
sagiii-da-cabega-preta, sagiii-de-Santarém,
Mico-estrela

Cebuella Sagiii-ledozinho, mico-ledozinho, macaco-ledo

Saguinus Sauim, sagiii-da-cara-suja, sagiii-imperador,
Sagiii-de-bigode, sagiii-da-boca-branca, sagiii-
morcego (sauim-de-coleira), sagiii-uma

Leontophitecus Mico-ledo-dourado (vermelho), mico-ledo-preto,
mico-ledo-da-cara-dourada, carinha-preta

Callimiconidae

Callimico Sagiii-de-Goeldi

Fonte: AURICCHIO, 1995,
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Figura 1 - Distribuicdo dos géneros de macacos no territorio brasileiro.

Fonte: DEANE, 1992.
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3.2. Plasmoédios Simianos e Macacos do Novo Mundo

Em contraste com o niimero elevado de espécies de plasmddios simianos que
infectam macacos da Afiica e Asia, até hoje somente duas espécies foram

encontradas em macacos do Novo Mundo, o P. brasilianum e o P. simium.

3.2.1. Plasmodium brasilianum (GONDER ¢ VON BERENBERG-GOSSLER,
1908)

Esta espécie de plasmédio foi encontrada no sangue de um macaco uakari,
Cacajao calvus, origindrio da Regifio Amazobnica, que havia sido enviado para
Hamburgo, Alemanha. Foi classificada por Gonder e von Berenberg-Gossler em
1908, que observaram grande semelhanga morfolégica entre o novo parasito
descoberto e o P. malariae, causador da febre quartd em humanos.

O parasito possui um ciclo assexuado de 72 horas. As heméacias infectadas
ndo apresentam granulagdes do tipo Schiiffner ou de qualquer outro tipo. O periodo
pré-patente varia entre 18 a 43 dias. N#o existem evidéncias a respeito de recaidas
(COLLINS, 1988).

Em estudos experimentais, os niveis parasitémicos apresentaram-se bastante
varidveis entre as espécies de macacos. Em hospedeiros naturais a parasitemia
freqiientemente € sub-patente, sendo a infec¢do considerada inaparente. O P.
brasilianum ¢ considerado um excelente modelo experimental devido as suas
similaridades biolégicas com P. malariae e por se desenvolver em diferentes
macacos do Novo Mundo (COLLINS, 1988).

O vetor natural do P. brasilianum nas regides Sudeste e Sul do Brasil foi
identificado como sendo o An. (Kerteszia) cruzii (DEANE et al., 1966; DEANE,
1969b,c; DEANE, 1992). Nas demais Regides da América onde este parasito ocorre,
ndo foram identificados os vetores competentes na transmissdo dos plasmédios

simianos.
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Sua distribui¢do geografica é ampla, pois foi encontrado na maioria das
espécies de macacos da familia Cebidae do Panama (CLARK, 1931; PORTER et al.,
1966; BAERG, 1971), Colombia (MARINKELLE e GROSE, 1968; DUNN e
LAMBRECHT, 1963), Venezuela (SERRANO, 1967), Peru (DUNN e
LAMBRECHT, 1963) e Brasil (DEANE et al., 1969b,c; DEANE, 1992).

3.2.2. Plasmodium simium (FONSECA, 1951)

O P. simium foi encontrado pela primeira vez em um macaco bugio, também
conhecido como guariba (dlouatta fusca), proveniente do municipio de Itapecerica
da Serra (SP), em 1939, quando estava sendo realizado um estudo de febre amarela
naquela drea (FONSECA, 1951).

Posteriormente, o parasito foi encontrado em bugios da regiio de Mata
Atlantica dos Estados de Santa Catarina (DEANE et al., 1969b) e Rio Grande do Sul
(DEANE e FERREIRA NETO, 1969b,c); sendo que no Estado do Espirito Santo o
parasito foi encontrado também no muriqui, Brachyteles arachnoides (DEANE et al.,
1968). Nestes Estados, o vetor natural é também o 4n. (Kerteszia) cruzii (DEANE et
al., 1970).

O parasito possui um ciclo assexuado de 48 horas e foi utilizado como
modelo biolégico para P. vivax e P. ovale. As hemicias parasitadas possuem
granulagdes do tipo Schiiffner (presentes em P. vivax). O periodo pré-patente varia
entre 12 a 38 dias. A parasitemia apresentou-se bastante variavel entre as diversas
espécies de macacos infectadas experimentalmente (COLLINS, 1988).

Devido as semelhangas biologicas e morfolégicas com o P. vivax, acredita-se
que ocorram recaidas, porém esta hipétese ainda nfo foi comprovada
experimentalmente (COLLINS, 1988).

Foi observado que o ciclo de desenvolvimento do P. simium no mosquito é
mais longo que o ciclo do P. vivax. Também foram feitas algumas tentativas de
infec¢do experimental em voluntarios humanos, a partir de formas sangiiineas, porém
todas falharam (COATNEY, 1971).
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Pouco se sabe sobre o curso natural da infec¢fio do P. brasilianum e do P.
simium. Em rela¢do aos niveis parasitémicos, foi observada nas espécies Saimiri
sciureus, Ateles paniscus, Lagothrix lagotricha e Alouatta fusca, parasitemia que se
apresentou sempre baixa tanto para P. simium quanto para P. brasilianum, sendo
mais persistente neste tltimo. Os sintomas mais comuns foram febre, apatia, perda de
apetite e anemia durante a esquizogonia, sendo a recuperacdo espontinea
(DEANE,1992).

3.3. Dados Epidemiolégicos da Malaria Simiana no Brasil

Os dados que dispomos sobre prevaléncia de malaria em macacos brasileiros
advém dos estudos do pesquisador Leonidas de Mello Deane. Seu interesse pelo
assunto despertou no final da década de 30, dentro de pesquisas associadas a
Campanha de Erradicagdo da Maldria, quando pdde observar que o P. malariae,
responsavel pela febre quartd benigna humana, era mais prevalente nas regibes de
floresta do que em cidades. Este fato, associado as similaridades existentes com o P.
brasilianum, sugeriu a existéncia de relagdo entre as maldrias e a possibilidade de
macacos agirem como reservatorio destes parasitos.

Entre as décadas de 60 e 70, Deane publicou iniimeros trabalhos sobre
infec¢es maldricas em macacos, os vetores envolvidos na transmissfo da mesma, e
também descreveu o tnico caso de infecgfo natural humana por plasmédio simiano
no Brasil.

Estes resultados foram agregados em uma revisfio bibliografica publicada em
1992 referentes aos estudos realizados entre 1937 e 1990 por ele e pesquisadores
associados (DEANE, 1976; ARRUDA, 1985; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1988,
1990 ¢ DEANE ef al., 1989).

A metodologia empregada nestes levantamentos foi basicamente andlise
morfoldgica dos parasitos por microscopia através de exame de ldmina de esfregaco

de sangue e gota espessa.
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Segundo os dados desta revisdo, a maldria simiana foi freqiiente na regido
Amazdnica, onde 10% dos macacos estavam infectados, sendo a infec¢do em 99%
dos casos por P. brasilianum. O P. simium ndo foi detectado nos macacos da regisio
Norte. Porém, Deane nfo descartou a possibilidade de ocorréncia deste ou de outros
plasmddios ainda ndo identificados, ja que em alguns esfregacos nio foi possivel a
identificagdo. Na Mata Atlantica das regides Sul e Sudeste, as positividades foram
respectivamente, 17,9% e 35,6%, sendo que no Sul, P. simium é o mais prevalente
(48,4%), seguido do P. brasilianum (33,3%); no Sudeste o mais prevalente é o P.
brasilianuhz (46,3%), seguido do P. simium (37,5%). Os macacos da regifio Nordeste
foram negativos para ambos os plasmédios, e os poucos macacos da regifio Centro—
Oeste incluidos no- estudo, apresentaram baixa prevaléncia para o P. brasilianum
(Tabela 3) (DEANE, 1992).

Tabela 3 - Plasmédios simianos no Brasil: freqiiéncia de acordo com regides, detectados
em esfregacos de sangue, 1937-1990" (Porcentagem entre parénteses).

RegiGes Primatas Total ¢/ P. brasi- P.
Examinados | Plasmodium | P. brasi P. lianumt | brasi- | P. sp
lianum | simium P. lianum
simium +P. sp
Norte 3.472 350 347 - - 3 -
(10,1) (99,1) (0,9)
Nordeste 146 - - - - - -
Sudeste 764 272 126 102 26 - 18
(35,6) (46,3) (37,5) (9,6) - (6,6)
Sul 184 33 11 14 6 - 2
(17,9) (33,3) (48,4) (18,2) - (6,1)
Centro- 67 5 5 - - - -
Oeste* (7,5) (7,5)
Total 4.585 655 484 116 32 3 20
(14,3) (73,9) (17,7) (4,9) 0,5) | (3,0)

a: de DEANE, 1976; ARRUDA, 1985; LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 1988, 1990; DEANE ez al. 1989.
* Regido Centro-Oeste: acrescentado os dados referentes a esta regido, descritos nos trabalhos

de DEANE ¢ FERREIRA NETO (1973) e TAUIL (1980).
FONTE: DEANE, 1992,
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Em relagdo a distribui¢do dos plasmddios nos diferentes géneros de macacos
brasileiros foi observada uma maior prevaléncia tanto do P. brasilianum quanto o P.
simium no género Alouatta. O P. brasilianum foi encontrado em todos os géneros de
macacos, exceto em Aofus, enquanto P. simium somente em Alouatta e Brachyteles
(DEANE, 1992).

O vetor associado a4 transmissio da maldria simiana nas Regites Sul e
Sudeste € o Anopheles (Kerteszia) cruzii, que desenvolve suas fases larvais nos
verticilos das bromélias, plantas extremamente abundantes na Mata Atlantica. Este
vetor possui também uma caracteristica muito peculiar, a distribuicio vertical,
permitindo que os anofelinos se alimentem tanto no nivel do solo quanto na copa das
arvores. Na regifio Amazodnica foram conduzidos estudos na tentativa de verificar
qual o principal vetor da malaria simiana, porém os dados obtidos foram
considerados inconclusivos (DEANE et al., 1970, 1971; DEANE, 1992).

Em um trabalho realizado no Estado de Goids por DEANE e FERREIRA
NETO (1973), foram examinados 37 animais de trés espécies diferentes (Callithrix
penicillata, Cebus apella libidinosus e Alouatta caraya) provenientes de sete
Municipios, dos quais trés bugios (guaribas) da espécic Alouatta caraya,
apresentaram P. brasilianum no esfregago; estes oriundos do Municipio de Monte do
Carmo, no Vale do Rio Tocantins. As capturas de mosquitos realizadas no local de
origem dos espécimes positivos foram insuficientes para indicar possiveis vetores da
maldria simiana. Foi a primeira vez que se assinalou maléria simiana em uma regisio
de cerrado, que, interessantemente, difere dos demais focos enzoéticos brasileiros
descritos na Floresta Amazdnica ¢ Mata Atlantica. Alguns anos depois, no Municipio
de Porto Nacional, foram encontrados bugios infectados com P. brasilianum naquela
regido (TAUIL, 1980). Estes resultados nfio foram incluidos na revisio de DEANE

(1992), no entanto estdo demonstrados na Tabela 3.



15

3.4. Similaridades e Homologias Parasitologicas e Imunolégicas

Do ponto de vista morfolégico e biologico, o P. brasilianum ¢é muito
semelhante ao P. malariae (COATNEY, 1971; DEANE, 1992) € o P. simium ao P.
vivax (FONSECA, 1951; SEED et al., 1976; DEANE, 1992).

Na literatura foram descritos somente dois casos de infec¢des naturais
humanas causadas comprovadamente por plasmédios simianos.

O primeiro ocorreu em um soldado americano que se infectou com P.
knowlesi | durante missdo nas florestas da Malasia (CHIN er al., 1965).
Posteriormente, WARREN (1970) descreveu o ciclo zoon6tico do mesmo, veiculado
através de An. maculatus e An. balabacensis introlatus, ressaltando o risco de
infecgdo a que se expunham os seres humanos que penetrassem na referida regido.

O segundo caso ocorreu em um guarda florestal que contraiu o P. simium
durante trabalhos de captura entomolégica de An. (Ker.) cruzii nas matas da Serra da
Cantareira, SP. O paciente apresentou baixa parasitemia e febre do tipo terc,
recusou medicagfio especifica, querendo colaborar com a pesquisa € seu quadfo
evoluiu em poucos dias para cura espontinea (DEANE et al. 1966; DEANE, 1992).

A transmissdo experimental de plasmoédios simianos em humanos foi
conseguida pela primeira vez em 1932, na Asia, através da inoculagiio de sangue
infectado com P. knowlesi (KNOWLES e DAS GUPTA, 1932). RODHAINI (1940),
apos concluir que o chimpanzé Pan troglodytes era o reservatério natural do P.
malariae, conseguiu com sucesso a inoculagio experimental no homem.

A transmissdio experimental de P. brasilianum foi realizada com sucesso por
CONTACOS et al. (1963) em 9 voluntérios, que desenvolveram a infec¢fo, porém
apresentando baixas parasitemias.

MOST (1973) induziu experimentalmente uma infecgdo por P. cynomolgi
(parasito de macaco Rhesus) em voluntdrio humano, que apresentou sintomas
brandos que foram gradualmente eliminados por administragfio de cloroquina.

Sdo inimeros os estudos que demonstraram a existéncia de reagSes

sorolégicas cruzadas entre antigenos de plasmédios humanos e simianos.
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TOBIE et al. (1962) observaram em Imunofluorescéncia Indireta (IFI),
reagdes cruzadas quando soros humanos positivos para P. vivax foram testados com
antigenos de P. cynomolgi.

COLLINS et al. (1966), através da reacdo de Imunofluorescéncia Indireta,
observaram ocorréncia de reagdes cruzadas entre antigeno de P. brasilianum e soros
de individuos infectados com P. malariae.

Em um estudo soroepidemiolégico conduzido em populagbes da Nigéria,
THOMAS et al. (1981) observaram alta prevaléncia de anticorpos anti-P.
brasilianulm, em criangas, através das técnicas de IFI e ELISA.

Foi realizado um estudo semelhante no Estado do Pard em duas tribos de
indios ao longo do Rio Xingu por ARRUDA et al. (1989), onde a prevaléncia de
anticorpos contra formas sangiiineas de P. brasilianum e P. falciparum foi alta na
populagdo humana, e surpreendentemente também, nos macacos mantidos como
animais de estimagdo e em macacos selvagens capturados proximo aos locais
estudados. P. brasilianum foi detectado em laminas de esfregago de dois espécimes
de macacos do género Alouatta e de dois do género Ateles. Estes dados sugeriram

interagdo zoondtica naquele local.

3.5. Proteina Circumsporozoita (CS) e as Relacdes entre os Plasmédios Simianos

e Humanos.

O esporozoito, forma infectante dos plasmédios, é uma célula uninucleada
decorrente do amadurecimento de um oocisto, estagio multinucleado que se
desenvolve no tubo digestivo dos anofelinos. Os esporozoitos apés romperem um
oocisto maduro, sdo carregados através da hemolinfa para a glindula salivar onde
permanecem até o momento do repasto sangiiineo, durante o qual sio introduzidos
no organismo do hospedeiro. Apos atingirem os hepatocitos geram milhares de
merozoitos que invadirdo as hemécias iniciando o ciclo eritrocitico (MENARD,
2000).
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Trés moléculas foram identificadas especificamente no esporozoito: a
proteina circumsporozoita (CS) (DAME et al., 1984; ENEA et al., 1984), TRAP
(“thrombospondin related anonymous protein”) (ROBSON er al., 1988) e
“sporozoite threonine and aspargine-rich protein” (FIDOCK et al.,1994). A CS e a
TRAP, que foram mais estudadas até o momento, participam dos processos de
desenvolvimento do esporozoito e¢ de invasdo dos mesmos nos hepatdcitos
(MENARD, 2000).

A proteina circumsporozoita (CS) recobre a maior parte da membrana dos
esporozoitlas maduros (NUSSENZWEIG e NUSSENZWEIG, 1984).

VANDERBERG er al. (1969) observaram que esporozoitos imaturos
encontrados no intestino médio de mosquitos vetores possuem pouca ou nenhuma CS
em suas membranas, o que indica a existéncia de uma correlagio temporal entre a
aquisi¢fo de infectividade e o aparecimento da CS na membrana do parasito.

A incubagdo dos esporozoitos com soros ou anticorpos monoclonais provoca
a chamada Reagdio de Precipitagfio Circumsporozoita (VANDERBERG et al., 1969;
NUSSENZWEIG et al., 1973), sendo que estudos de microscopia eletrdnica
confirmaram que o antigeno envolvido nesta reagfio estd uniformemente distribuido
ao longo da superficie da forma infectante (COCHRANE et al., 1976).

Sua estrutura apresenta uma regifio terminal altamente conservada entre as
espécies e uma regido central composta de aminoécidos repetitivos (epitopos
imunodominantes) (ARNOT et al., 1985; McCUTCHAN et al., 1985; MENARD,
2000).

Sabemos hoje que a proteina CS difere entre as espécies de plasmédios e
mesmo dentre os isolados geograficos de uma mesma espécie, sendo esta tdltima
situagdo observada em P. vivax, que apresenta variagSes tanto na regido repetitiva
quanto na regido conservada. As diferengas referem-se ao tamanho, seqiiéncia e
numero de regides repetitivas de aminoacidos (KEMP et al., 1987; QARI et al., 1991,
1992; MANN et al., 1994, 1995).

A diversidade génica e antigénica da proteina CS de P. vivax e P. falciparum
foi extensivamente estudada, em fungdo da sua possivel utilizagio em vacinas anti-
malaricas (LOCKYER e SCHWARZ, 1987; QARI et al., 1992)
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Foram descritas até o momento quatro diferentes composi¢des de
aminoacidos da regido repetitiva da proteina CS de P. vivax: o P. vivax “classico”
(VK210), o P. vivax variante (VK247), o P. vivax-like humano/P. simiovale ¢ uma
variagdo encontrada em isolados da Coréia do Sul, sem nomenclatura definida.

A primeira seqiiéncia da regidio repetitiva da CS descrita foi identificada em
trés linhagens “Belém”, “Sal-1” e “North Korean”, denominadas como P. vivax
“classico” (VK210) ou Tipo I (GDRA(D/A)GQPA) (ARNOT et al, 1985;
McCUTCHAN et al., 1985).

ROSENBERG et al. (1989) estudando casos de pacientes da Taildndia com P.
vivax verificaram heterogeneidade fenotipica na regido repetitiva da proteina CS,
pois esporozoitos obtidos de mosquitos infectados com estas cepas ndo foram
reconhecidos por anticorpos monoclonais contra a proteina CS de diferentes cepas de
P. vivax e de outras espécies de maldria humana e simiana. Esta variante foi chamada
entdo de P. vivax VK247, sendo que sua regifo repetitiva difere em 6/9 aminoacidos
[ANGA(G/D)(N/D)QPG] da seqiiéncia do P. vivax “classico” (VK 210), descrita até
entdo [GDRA(D/A)GQPA] (ARNOT et al., 1985; McCUTCHAN et al., 1985).

Através de metodologia semelhante, QARI ef al. (1993) identificaram um
parasito no sangue de pacientes da Papua Nova Guiné, que ¢é semelhante
morfologicamente ao P. vivax, porém possui a regifio repetitiva da proteina CS
idéntica aquela de P. simiovale [APGANQ(E/G)GGAA], um parasito de macaco
Rhesus, morfologicamente semelhante ao P. ovale humano. Entretanto, a identidade
desse novo parasito ndo ficou clara, ja que no foi obtida uma linhagem isolada de
humanos (WARHURST et al., 1993). N&o foi comprovado também se P. simiovale é
infectante para o homem (QARI et al., 1993), como também nfo estd claro se P.
vivax-like ¢ um membro da espécie P. vivax ou um novo parasito de maldria humana
(OLIVEIRA et al., 1995a).

LIM et al. (2001) encontraram uma quarta variagio em cepas obtidas de
pacientes da Coréia do Sul que apresentaram infec¢do por P. vivax, porém com
periodos pré-patentes mais longos (aproximadamente 1 ano). Ao analisar as
seqiiéncias génica e antigénica da CS dos mesmos, constataram diferenca na regido
conservada posterior, ndo observada nos demais isolados ja& descritos
(AGGNAANKKAEDAGGNA).
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Atualmente sabemos que as variantes encontram-se amplamente dispersas nas
dreas de ocorréncia de maldria vivax (QARI ef al., 1991; QARI et al., 1992; KAIN et
al., 1991).

No Brasil, KREMSNER et al. (1992), verificaram a ocorréncia de anticorpos
contra a variante VK247 em populagdes do Estado do Acre; posteriormente
MARRELLI et al. (1997), detectaram a prevaléncia contra o P. vivax-like humano na
mesma area, sendo esta ultima assinalada também em populagSes no Estado do Para
por OLIVEIRA et al. (1995b).

N6 que se refere a proteina CS de P. malariae, LAL et al. (1988a,b),
observaram que ndo existe diferenca entre a seqiiéncia génica que codifica a regifio
repetitiva da proteina CS de P. malariae e P. brasilianum (plasmédio que infecta
macacos do Novo Mundo); A regido central imunodominante de ambas espécies
consiste em 45 copias da seqiiéncia repetitiva (NAAG) e 6 cOpias da seqiiéncia
(NDAG).

COCHRANE et al. (1984) utilizando anticorpos monoclonais contra um
epitopo especifico da proteina CS do P. malariae, ja tinham observado que o mesmo
anticorpo reconhecia um epitopo semelhante no P. brasilianum, mas ndo reconhecia
nenhuma outra espécie de plasmddio. Tal evidéncia, segundo os autores, refor¢a a
hipétese de COATNEY (1971) segundo a qual P. brasilianum seria uma cepa do P.
malariae que se adaptou aos macacos do Novo Mundo.

De forma semelhante, BARNWELL (1986), observou que anticorpos
monoclonais contra a proteina CS de P. vivax reagiam com antigeno de P. simium, o
que lhe também sugeria existir uma proximidade entre estas espécies.

Somando-se a essa Ultima observagfio, outra similaridade surpreendente foi
observada por GOLDMAN et al. (1993). O gene CS de P. simium foi amplificado
por "primers" de P. vivax. A partir do produto do PCR de aproximadamente 1.2 Kb,
foram obtidos 9 clones, dos quais 7 apresentaram seqiiéncia repetitiva CS idéntica ao
P. vivax classico (GDRAA/DGQPA) correspondente as linhagens "Belem", "Sal 1" e
"North Korean" que designaram como PVCS type 1(old type), e 2 clones que
apresentaram  seqiiéncia  repetitiva idéntica ao P. vivax VK247
(ANGAG/DN/DQPG), designados como PVCS type 2.
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Apos a descrigdo da seqiiéncia do gene que codifica a regido repetitiva da
proteina CS do P. falciparum (DAME et al., 1984), LAL ¢ GOLDMAN (1991)
observaram que a regido repetitiva da proteina CS de P. reichenowi (NVNP), possui
grande similaridade com a de P. falciparum (NANP e NVDP).

ESCALANTE et al. (1995) fizeram um extenso estudo filogenético nas
porgdes terminais (regides ndo repetitivas) do gene que codifica a CS, analisando 12
espécies de plasmédios. Foi constatado que nestas porgdes P. malariae, P. vivax, € P.
vivax-like sfo indistingiiiveis de P. brasilianum, P. simium e P. simiovale,
respectivz;mente. Também foi observada uma grande proximidade filogenética entre
P. falciparum e P. reichenowi, parasito de chimpanzés (Pan troglodytes). De acordo
com estes resultados, os autores sugerem que hospedeiros simianos podem servir
como reservatério de plasmédios humanos. Também sugerem que as semelhancas
entre plasmodios simianos e humanos sdo fortes indicativos da ocorréncia de
processos de especiagdo, ou seja, ao longo do tempo, uma mesma espécie de
plasmddio se adaptou em dois hospedeiros diferentes.

Essas hip6teses corroboram com aquela proposta por COATNEY em 1971,
onde ele sugeriu que o P. vivax e o P. malariae foram transmitidos para os macacos
do Novo Mundo quando humanos chegaram as Américas.

Um melhor conhecimento dos plasmddios simianos possibilitara também uma
nova organizagdo do género Plasmodium, ja que tantas evidéncias nos mostram hoje
a proximidade evolutiva entre as varias espécies até entdio consideradas (WATERS,
1993; ESCALANTE et al., 1995).

LAL et al. (1988b), fazem uma interessante abordagem deste assunto.
Consideram que, embora a presenga de reservatérios animais seja provavelmente
insignificante em termos de satide publica, poderia exercer efeitos danosos no caso
de administragfio de vacina anti-maldrica em regides de floresta onde homens e
macacos estdo presentes. Caso a distribuigfio destes reservatérios simianos seja maior
que o atualmente esperado, e realmente ocorram situagdes epidemiologicas de
interagdo entres as malarias, a dinimica da vacinag¢fio, o controle e a erradicagfio

poderiam ser afetados.
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Um estudo epidemiolégico tentando compreender estas relagdes foi
conduzido no Gabdo, em éreas de ocorréncia de P. falciparum e P. malariae,
habitadas por chimpanzés, gorilas (macacos do Velho Mundo) ¢ populagio humana.
Os resultados dos exames parasitologicos (esfregagco e "PCR") nos macacos foram
negativos. Na sorologia foram detectados macacos positivos com anticorpos contra
CS de P. falciparum e na Imunofluorescéncia Indireta (IFI), uma prevaléncia muito
baixa para anticorpos contra formas sanguineas. Em fung¢fio destes resultados os
autores concluiram que a situagdo epidemiolégica da malaria humana naquela area
ndo pareéia ter a participagdo de macacos atuando como reservatérios (OLLOMO et
al., 1997).

A presenga de anticorpos contra proteina CS, MSP1, SPf66 de P. falciparum
foi observada em macacos (Saimiri sciureus macrodon) capturados na floresta
amazonica do Peru (GOZALO et al., 1997). A resposta para CS indica o contato com
mosquitos infectados com esporozoftos de P. falciparum. O antigeno recombinante
MSP1 representa parte de uma proteina dos merozoitos altamente conservada entre
as diversas cepas ja isoladas de P. falciparum (BLACKMAN et al, 1990). O
antigeno SPf66 também esta presente em formas assexuadas, portanto os resultados
observados neste trabalho indicam também a ocorréncia da infecgdo por P.
Sfalciparum. Os autores discutem a possibilidade de ocorréncia de casos
assintomaticos, ja que nenhum dos macacos apresentou sinais de maldria.

No Brasil alguns estudos sobre maléria autéctone humana foram conduzidos
em regides da Mata Atlantica, onde humanos, macacos e vetores estdo presentes.

CAMARGO (1992) estudou casos de "maléria vivax" autoctone no sul do
Estado de Sdo Paulo e aventou a possibilidade da ocorréncia de plasmédios simianos
ou mesmo de P. malariae ao homem em uma condigdo silenciosa, ndo detectavel por
meio da técnica hemoscdpica (gota espessa), que deixa a desejar em termos de
especificidade, principalmente em casos de baixas parasitemias (LOPEZ-
ANTUNANO e SCHUMIS, 1988).

CURADO et al. (1997) realizaram estudos sorolégicos em populagdes da
Serra do Mar e Vale do Ribeira, Estado de Sdo Paulo, verificando alta prevaléncia de
anticorpos contra proteina CS de P. vivax-like humano/P. simiovale ¢ P. malariae/P.

brasilianum, e também contra formas sangiiineas de P. vivax e P. malariae. Estes
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dados associados a presenga de vetores competentes para transmissdo de plasmodios
simianos e humanos, An. (Kerteszia) cruzii, e a ocorréncia de poucos casos
sintomaticos, refor¢am a hipétese de relagdo entre as maldrias humana e simiana nas
areas de Mata Atlantica.

Em regido de cerrado, DEANE e FERREIRA NETO (1973) detectaram pela
primeira vez P. brasilianum em bugios no Estado de Goids. Posteriormente, TAUIL
(1980) também detectou o mesmo parasito em bugios no municipio de Porto
Nacional.

Em amostras de soro de bugios capturados na area do reservatério da UHE de
Serra da Mesa (Goias) verificou-se alta prevaléncia de anticorpos contra CS de P.
vivax e suas variantes, P. malariae/P.brasilianum e P. falciparum, e em menor
propor¢io, respostas contra formas sangiiineas de P. vivax, P. malariae ¢ P.
falciparum. Os exames parasitologicos (gota espessa/esfregago ¢ PCR) foram
negativos, entretanto as evidéncias sorologicas sugeriram ocorréncia de episédios
passados de malaria nos macacos daquela regidio (DUARTE, 1998).

As pesquisas mais recentes sobre o assunto foram realizadas em érea de
Floresta Amazonica, na Guiana Francesa, por FANDEUR et al. (2000) e VOLNEY
et al. (2002).

FANDEUR et al. (2000) verificaram a presenca de P. brasilianum em
macacos capturados durante a constru¢do de uma UHE no Rio Sinnamary, por exame
direto de esfregaco ¢ PCR. Demonstraram também a grande proximidade taxondmica
entre P. brasilianum e P. malariae, corroborando com evidéncias que indicam se
tratar de uma tnica espécie (LAL et al., 1988ab; ESCALANTE et al., 1995). Os
autores sugeriram que os macacos da regifio atuam como reservatdrios naturais da
maléria humana e simiana.

Em trabalho posterior, realizaram um estudo soroepidemiolégico abrangendo
populagdo humana (indios e descendentes de escravos) e macacos da mesma area. Os
autores descreveram altos niveis de anticorpos contra formas sangiiineas de P.
malariae/P.brasilianum, P. falciparum e P. vivax, ¢ contra proteina CS de P.
malariae/P. brasilianum, P. falciparum, P. vivax e suas variantes, ressaltando que os

resultados dos bugios foram bastante significativos para a espécie presente naquela
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regido, Alouatta senicullus macconenelli, sugerindo também a participagdo dos
mesmos no ciclo de transmiss@io da maléria (VOLNEY et al., 2002).

Apesar de todo conhecimento ja acumulado, muitas duvidas permanecem
devido as dificuldades no estudo da doenga em macacos silvestres e a conseqiiente
inexisténcia de pesquisas que abordem as interagdes entre maldria simiana e humana,
nos niveis parasitologico, sorologico e vetorial. Conseqiientemente, ainda nfo se sabe
a real capacidade dos macacos do Novo Mundo atuarem como reservatérios para
plasmédios humanos e, portanto, gerarem algum risco de transmisséo da malaria para

popula¢Ges humanas.

3.6. Maldria, Usinas Hidrelétricas e Impacto Ambiental

A energia gerada por usinas hidrelétricas apresenta beneficios indiscutiveis
no nivel qualitativo, pois é limpa, invisivel, sem residuos ou contaminantes, e
quantitativo, porque atende a uma grande demanda energética. Em particular, para as
condigSes brasileiras ¢ ideal, j4 que o pais possui uma reserva hidrica de grande
magnitude.

Entretanto, apesar de suas atribuigdes positivas, as usinas hidrelétricas geram
inimeros impactos negativos nos A4mbitos ambientais e socio-econdmicos
(MULLER, 1995).

No que se refere a saide publica, as populagdes residentes nas areas de
barragens ficam expostas as enfermidades decormrentes dos diversos tipos de
impacto:

- Instabilidades psicologicas e sociais: construgio da barragem, contingente de
trabalhadores em condigSes precarias, transferéncias das familias para 4reas de
assentamentos, etc.

- Falta de saneamento ambiental, quanto as condigdes inadequadas das
disponibilidades de 4gua potavel, auséncia ou m4 disposigdo dos esgotos e lixo,

viabilizando a ocorréncia de enfermidades.
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- Os desequilibrios ambientais que o reservatério promove, afetando diretamente
todos os componentes da fauna e flora, especialmente populagdes de insetos,

favorecendo a proliferagdo de vetores de endemias (MULLER, 1995).

Com referéncia a proliferagcdo de culicideos, a formacdo de lagos artificiais
contribui de maneira significativa para a elevagdo das densidades dos mesmos,
aumentando consideravelmente o risco de ocorréncia de certas doengas (VAN
THIEL, 1962; HUNTER et al., 1982; WIJESUNDERA, 1988; ROUDY, 1989;
JUNK e NUNES DE MELLO, 1990; DEGALLIER et al., 1990; MUCCI, 1999).

Grandes reservatorios na Africa, Asia e Américas contribuiram para a formagéo
de criadouros de vetores da malaria (BAXTER, 1977; COOSEMANS ¢ MOUCHET,
1990; MENEZES, 1997).

No Brasil, foram descritas importantes situa¢des de transmissdo de maléria
associadas a construgéo de barragens.

Em Tucurui (Pard), a populagdo residente as margens do lago da usina
hidrelétrica (UHE) foi prejudicada com a alta proliferacdo de Mansonia sp
(GOODLAND, 1978) e acrescido ao fato a observagdo do aumento de casos de
maldria, sendo An. darlingi a espécie incriminada como principal vetor (TADEI,
1983). Macacos capturados durante o enchimento do reservatério, apresentaram alta
prevaléncia para P. brasilianum em exame parasitologico (ARRUDA, 1985).

Na UHE de Itaipu, foi observada a relagio entre o aumento da densidade de
An. darlingi e a incidéncia de casos autOctones, que cresceram paralelamente ao
aumento de casos importados na regifio, principalmente de trabalhadores originarios
do Estado de Rond6énia (CONSOLIM et al., 1991).

Dados obtidos em pesquisas fragmentadas sobre vetores de arboviroses e
malaria, em outras UHE como Balbina, Cachoeira Porteira, Ji-Parana e Carua-Una,
confirmaram a ocorréncia desequilibrada de culicideos devido & formagio de
criadouros ideais, que apresentam aguas rasas e quentes, indicando o aumento do
risco de ocorréncia destas doengas (TEODORO ef al., 1995; TADEI, 1983; JUNK ¢
NUNES DE MELO, 1990; DEGARLIER et al., 1990; TADEI et al., 1998).

LOURENCO DE OLIVEIRA e DEANE (1995) analisaram laminas de

esfregaco de sangue de macacos de diversos géneros, capturados nas barragens de



25

Balbina (Amazonas) ¢ Samuel (Rond6nia) registrando infec¢o por P. brasilianum
nos espécimes analisados.

Mais recentemente, na UHE de Serra da Mesa no Estado de Goias, 4
trabalhadores da barragem contrafram maléria. Esses casos foram considerados
autoctones e um estudo anofélico realizado pela FUNASA apontou como provéveis
vetores An. albitarsis e An. darlingi (SANTOS et al., 1997). A regifio apresentou, no
passado, quadros focais da doenca, associados & migracio de garimpeiros de zonas
endémicas. A transmissdo foi controlada ao longo do tempo, porém a doenca
reapareceﬁ em decorréncia das modificagdes ambientais ocasionadas pela construggio
da barragem (comunicagdo pessoal - Divisio Epidemiolégica FUNASA/Goids).
Como descrito no item anterior, amostras de sangue de macacos resgatados durante o
enchimento do reservatério de Serra da Mesa foram submetidas a testes sorolégicos
que evidenciaram a presenga de anticorpos contra formas sangiiineas e contra formas
infectantes de P. vivax e P. falciparum (DUARTE, 1998).

Em decorréncia dos diversos aspectos dos quadros epidemiolégicos discutidos
anteriormente, foi despertada a atengfio para a UHE de Sérgio Motta, conhecida
popularmente como “UHE Porto Primavera”, pois as caracteristicas de seu grande
reservatorio e a somatéria dos efeitos do impacto ambiental gerado pela obra indicam
uma situagfio potencial de instalagdo de futuros focos de maliria (NATAL et al.,
1998).

A conhecida maléria da barranca do Rio Parana, que acometeu por varios
anos as populagSes da margem paulista do Rio Paran4, no Municipio de Presidente
Epitécio, e da margem esquerda, no Estado do Mato Grosso do Sul, em periodo
anterior a formagdo do reservatério, praticamente desapareceu da regiio em
decorréncia das mudangas ambientais geradas pelas atividades humanas,
principalmente a agricultura e a pecudria, que diminuiram drasticamente as
populagdes de vetores, em concomitante as agdes dos programas de controle e
vigilancia.

No municipio de Presidente Epitécio o tltimo caso de maldria autéctone foi
notificado em 1993 (SUCEN, 2002) e os tiltimos surtos ocorreram em 1980 e 1984
(SUCEN, 1995). No entanto, a pesquisa entomoldgica conduzida pelo nosso grupo

nesta regido desde 1997, tem indicado aumento gradativo das densidades de espécies
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vetoras (4n. darlingi e An. albitarsis), principalmente nos periodos que sucederam as
inunda¢des da UHE, e atualmente, apds a estabilizagdo das dguas do reservatério
(janeiro de 1999, marco de 2001), sugerindo o aumento do risco de retorno da
maldria nesta area.

As informagdes epidemiolégicas de maldria na regifio vizinha, no Estado do
Mato Grosso do Sul, sdo escassas. No entanto, dados gerais da FUNASA indicam
uma tendéncia crescente no numero de casos nos Gltimos cinco anos (casos
confirmados: 86 em 1997, 94 em 1998, 63 em 1999, 238 em 2000 ¢ 233 em 2001)
(FUNASA 2002).

Em relagdio a4 malaria simiana, nenhum estudo foi realizado até o momento na
regidio do Planalto Ocidental Paulista. Na revisfio bibliografica de DEANE (1992),
somente macacos de dreas de Mata Atlantica Paulista foram estudados, portanto sdo
inexistentes os conhecimentos sobre infec¢des malaricas em macacos nesta regido ou
em éreas de transi¢@o para o Pantanal, no Estado do Mato Grosso do Sul.

A elucidagfio das relagdes epidemioldgicas entre os plasmédios humanos e
simianos e seus reservatérios é de crucial interesse, ja que semelhangas biolégicas
entre os mesmos indicam se tratar de espécies homologas. Comprovando a existéncia
de quadros peculiares onde exista uma interacfio entre a malaria humana e simiana,
medidas de controle e vigilancia deverfio ser reformuladas. Adicionalmente, com os
avancos das técnicas de biologia molecular, novos parasitos ou mesmo novas
linhagens poderdo ser identificados, implementando assim os conhecimentos de
filogenia e demonstrando a real distribui¢do de plasmédios simianos no territério

brasileiro.
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OBJETIVOS

Aproveitando a oportunidade da construgdo da UHE de Porto Primavera € a
conseqiiente formagdo do reservatdrio, que atingiu uma area com histéria de maldria
humana no Municipio de Presidente Epitacio, e o concomitante resgate de animais
silvestres nas regides inundadas; o presente estudo teve como objetivo geral
investigar aspectos epidemioldgicos da maldria humana e simiana e o potencial de

envolvimento de bugios (4louatta caraya) no ciclo de transmissdo da doenga.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Verificar a ocorréncia de anticorpos da classe IgG contra peptideos sintéticos que
mimetizam a regido repetitiva da proteina CS de P. vivax “classico” (VK210) ou
Tipo I; P. vivax variante (VK247) ou Tipo II, P. vivax-like humano/P. simiovale, P.
malariaelP. brasilianum e P. falciparum, por meio de reagio de ELISA; nos soros
dos habitantes das margens do reservatério e nos soros de bugios (4louatta caraya)
capturados em 4reas adjacentes. Com isso, observar em ambas as populagdes

resposta imunoldégica contra esporozoitos de plasmdédio.

2) Verificar a ocorréncia de anticorpos da classe IgG contra formas sangiiineas
(assexuadas) de P. vivax, P. falciparum e P. malariae, por meio de reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), nos soros dos habitantes das margens do
reservatdrio e nos soros de bugios (4louatta caraya) capturados em areas adjacentes.
Com isso, observar em ambas as populagdes resposta imunoldgica a infec¢do

malarica.
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3) Verificar possiveis diferengas nas prevaléncias dos anticorpos na amostra da
populagdio humana, segundo o sexo, faixa etdria, tipo de ocupagfio e tempo de

residéncia na 4rea.

4) Verificar possiveis diferengas nas prevaléncias dos anticorpos na amostra de

bugios, em grupos definidos por sexo e faixa etdria.

5) Detectar a ocorréncia de infecgdo por plasmoédios nas amostras de sangue de
humanos e macacos por meio dos seguintes métodos:

- Exame parasitolégico do sangue periférico (esfregago e gota espessa).

- Reagdo de Polimerizagio em Cadeia (PCR) com "primers" que amplificam
seqiiéncia género-especifica da regifio 18S do rRNA de plasmodio; e “primers”
correspondentes a seqiiéncia completa do gene da proteina CS de P. vivax, P.

malariae e P. falciparum.



29

MATERIAIS E METODOS

1. Area de Estudo

A érea de estudo situa-se & margem esquerda do lago formado pelo
represémento do Rio Parana, na regido do reservatério da Usina Hidrelétrica (UHE)
Engenheiro Sérgio Mota, conhecida popularmente como UHE Porto Primavera, no
Municipio 'de Presidente Epitacio, oeste do Estado de S&o Paulo (52°06°12”W /
21°45°34”S). Limita-se ao norte pelo tio do Peixe, ao sul pelo corrego do Veado, a
leste pelo corrego Agua Sumida e a oeste pelo rio Parand. O reservatério dista
aproximadamente 100 Km da barragem, que se localiza no municipio de Porto
Primavera (Figura 2).

A vegetagdo caracteriza-se como fragmento de Floresta Estacional
Semidecidual (FUNDACAO IBGE, 1998), e apresenta clima do tipo Aw-Tropical de
Inverno Seco, segundo o sistema de classificacdo de Kéeppen, atingindo temperaturas
médias entre 19°C e 26°C, nos meses frios e quentes, respectivamente. A precipitagdo
média anual oscila entre 1000 ¢ 1400 mm, com a média do més mais seco nio
excedendo os 30 mm de chuva (ALENCAR et al., 1976; PAULA, 2001).

Os solos sdo do tipo Latossolo Vermelho-Escuro/fase arenosa (LEa), de
pouca capacidade de infiltragdo das aguas de chuva (ALENCAR et al, 1976;
PAULA, 2001).

A érea de interesse compreende as partes de varzea da margem esquerda do
reservatorio, que no passado corresponderam a planicie de inundagdo do rio Parani e
apresentavam extensa mata ciliar com presenga de grande diversidade faunistica,
destacando-se populagdes de macacos. As populagdes humanas estabeleceram-se nos
ambientes terrestres mais altos adjacentes, fora da zona de influéncia fluvial direta

(ALENCAR er al., 1976; NATAL, 2001).
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Figura 2 — Localizacfio da UHE Porto Primavera e da drea de estudo (retingulo),
em relagio ao Estado de Sdo Paulo, sobre croqui cedido pela Companhia
Energética de Sio Paulo (CESP).

Fonte: PAULA, 2001.
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Estes ambientes compunham uma &rea de preservagio que, em época anterior
ao enchimento, era denominada Reserva Biolégica da Lagoa S3o Paulo
(52°05°W/21°47°S), iniciava-se ao sul nas proximidades da cidade de Presidente
Epitécio e ao norte expandindo-se além da desembocadura do rio do Peixe, cuja via
de acesso € a estrada asfaltada que liga a sede do Municipio ao distrito rural do
Campinal (NATAL, 2001).

A populagdo humana ocupa duas éreas distintas: Campinal e Reassentamento
Lagoa S&o Paulo (RLSP).

O Campinal ¢ habitado em sua maioria por nativos da regido. No ano de 2000
a populag@o totalizava 2.476 habitantes, segundo dados do Censo da Fundagio IBGE
(IBGE, 2000).

A regifio apresenta historia passada de malaria autoctone associada as épocas
de cheia do Rio Parana, conhecida popularmente como “malaria da barranca do rio”,
que teve declinio no quadro de transmissfio a partir de 1970. Os Wltimos surtos
ocorreram em 1980 e 1984 (SUCEN, 1995), e os ultimos casos autéctones em 1990 e
1993 (SUCEN, 2002).

As inundagdes do reservatério, ocorridas em dois periodos: janeiro de 1999 e
mar¢o de 2001, ndo atingiram diretamente esta area; entretanto alguns pontos do
Campinal distam apenas alguns metros das novas margens que se formaram apds o
ultimo enchimento.

O RLSP, vizinho ao Campinal, foi construido em 1980 sendo formado por 5
agrovilas. Reassentou inicialmente 516 familias que habitavam as areas de varzea da
antiga Reserva Biologica da Lagoa S@o Paulo e ilhas do rio Parani, areas que
atualmente estfio submersas.

Devido ao atraso na construgdo da UHE, intimeros posseiros e grupos de
“sem-terra” invadiram, ao longo do tempo, areas desocupadas do RLSP. Em fungéo
desta situagdio, a populagdo da 4drea é bastante heterogénea no que se refere a
procedéncia dos individuos e tempo de permanéncia dos mesmos na area. Existem
familias que moram no reassentamento hi muitos anos e outras que chegaram ha
pouco tempo. Néo foram encontrados dados populacionais especificos da area do

Reassentamento.
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2. Inquérito Epidemiologico, Defini¢io da Amostra e Coleta de Sangue da

Populagio Humana

Considerando as relevantes diferengas no perfil das duas localidades, Campinal
e RLSP, foi realizado um censo em setembro de 1999 com o intuito de obter dados
mais precisos sobre as comunidades da area de estudo. Foram considerados neste
inquérito apenas residentes maiores de 15 anos.

Esta atividade contou com a colaboragdo da equipe técnica da Secretaria
Municipal de Satde, funcionarios da CESP e funcionarios do Servico de Controle de
Vetores da Prefeitura de Presidente Epitécio.

Foram entrevistadas 861 pessoas que espontaneamente manifestaram interesse
em participar do inquérito. Os dados destas pessoas foram descritos em uma Ficha de
Investigagdo (Anexo 1). A amostra para a coleta de sangue foi calculada a partir deste
numero, resultando em 196 individuos, tendo sido adotados 5% de erro de 1®espécie
e 20% de erro de segunda espécie; considerando uma possivel recusa de 10%, a
amostra passou a ser 216 individuos.

Por meio de uma amostragem casual sistematica, realizou-se sorteio das 216
fichas, com intervalo amostral de tamanho 4, através do programa SPSS.

Um banco de dados foi ordenado no programa Excell considerando as
varidveis presentes na ficha de investigagfio: nome, idade, sexo, tempo de residéncia,
tempo de permanéncia, etc.

O projeto de pesquisa bem como o Termo de Consentimento (Anexo 2) foram
avaliados e aprovados pela Comissio de Etica desta Instituigdo em 25 de junho de
1999, Of. COEP/89/99 (Anexo 3).

Em janeiro de 2000, ap6s explicagdo dos objetivos da pesquisa e a
subseqiiente autorizagdo de cada individuo que concordou em participar da mesma as
amostras de sangue dos 216 individuos sorteados (130 residentes do Campinal e 86
do RLSP) foram coletadas por enfermeiras da Secretaria Municipal de Satde, sob

nossa supervisdo.
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Foram coletadas amostras de sangue venoso em tubos “Vacutainer” com e
sem anticoagulante (EDTA) de cada individuo. Concomitantemente foram preparadas
liminas de esfregago e de gota espessa de cada amostra. As mesmas foram
acondicionadas em porta-laminas.

As amostras de sangue foram transportadas em gelo até o Laboratoério de
Epidemiologia da Faculdade de Saude Publica, onde foram centrifugadas para
separagdo das hemécias (para extragdo de DNA) e dos soros (reacdes de ELISA e
Imunofluorescéncia Indireta). As hemacias, assim como os soros, foram congelados &
—20°C, sendo que em cada amostra de soro foi acrescentada glicerina tamponada
(volume/volume) antes do congelamento.

A distribuicdo dos domicilios da populagdo humana amostrada e dos locais de
captura dos macacos estd representada, respectivamente, por pontos azuis e
vermelhos (Figura 3), cujas posi¢Ses geograficas foram adquiridas com um receptor
GPS (Global Position System).
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Figura 3 — Composicio de Imagens LANDSAT TM345 de 09/03/97.
Area de Estudo: Municipio de Presidente Epiticio: Campinal e Reassentamento Lagoa
Séao Paulo (RLSP).
Pontos Azuis: locais de residéncia dos participantes da amostra.
Pontos Vermelhos: locais de captura dos bugios (4/ouatta caraya).
Area Azul Escura: leito original do Rio Parana.
Linhas Brancas: limites da inundagio.
Fonte: MUCCI, 1999.
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3. Coleta de Sangue de Macacos Capturados nas Areas de Inundacio da UHE

de Porto Primavera

Os macacos da amostra foram capturados pela equipe técnica da Divisio de
Resgate de Fauna da CESP (Companhia Energética de S&o Paulo), composta por
veterinarios, bidlogos e técnicos em Meio Ambiente, com autoriza¢io do Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA). As dreas envolvidas nesta atividade
corresponderam as regides alagadas das margens do Rio Parana, adjacentes aos
Estados de Sdo Paulo ¢ Mato Grosso do Sul. Os trabalhos de resgate de animais
ocorreram em dois periodos: maio de 2000 e entre mar¢o e maio de 2001.

Foram resgatados aproximadamente 2000 macacos, além de inimeros
exemplares de mamiferos, aves, répteis e anfibios. A grande maioria dos animais foi
realocada em grandes fazendas e édreas de preserva¢fio no Estado do Mato Grosso do
Sul.

Foram obtidas 239 amostras de sangue de bugios (dlouatta caraya), sendo
102 espécimes capturados nas matas ciliares que existiam ao longo do Rio Parani e
Rio do Peixe, no territério paulista, em &reas proximas ao Campinal e ao
Reassentamento; e 137 de espécimes capturados na margem oposta do rio, no lado do
Mato Grosso do Sul.

As amostras de sangue foram coletadas, na maioria pela veia femural, em
tubos “vacutainer” com e sem anticoagulante (EDTA), em macacos previamente
anestesiados com Ketamina, de acordo com a recomendagio ética do "CANADIAN
COUNCIL ON ANIMAL CARE (1980/84)". Os procedimentos foram realizados por
veterindrios das equipes de resgate.

Concomitantemente, foram confeccionadas laminas de esfregago e gota
espessa de cada animal. As mesmas ficaram acondicionadas em porta-liminas, até
serem coradas.

As amostras de sangue foram separadas no Laboratério da Divisdo de Meio
Ambiente da CESP, em Presidente Epitdcio, seguindo a metodologia descrita no item

3.2., e conservadas em freezer —20°C. O material biolégico obtido foi transportado
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em gelo seco até o Laboratério de Epidemiologia da Faculdade de Saide Publica, em
Séo Paulo. As amostras permaneceram conservadas a -20°C até o seu processamento.

As procedéncias dos macacos resgatados foram determinadas pelo nome da
area de captura (por exemplo: nome da Fazenda) e/ou pelas coordenadas obtidas com
receptor GPS. Os principais dados biologicos de cada espécime foram registrados em
uma planilha de cadastro (espécie, sexo, faixa etdria, local de captura, biometria, etc).

Uma cépia da mesma foi enviada juntamente com o material bioldgico.

4. Exame Parasitolﬁgico Direto — Teste de Gota Espessa e Esfregago Sangiiineo

A téenica de colorag8io e identificagdio de plasmoédios, gota espessa, seguiu a
metodologia preconizada pela Organiza¢io Mundial de Satide (OMS), descrita por
BRUCE-CHWATT (1985). Uma gota de sangue foi colocada em lamina de
microscopia € apds a secagem da mesma, a ldmina foi imersa em solugdo de Azul de
Metileno Fosfatado (para desglobinizagfo e pré-colora¢do). Em seguida, acrescentou-
se a lamina corante de Giemsa, que ap6s sete minutos, foi removido com 4gua
destilada. Apds sua secagem, esta foi examinada ao microscdpio 6ptico com objetiva
de imersdo (100x).

O esfregago sangiiineo consistiu em uma pequena gota extendida em ldmina de
microscopia. Apés a secagem, o material foi fixado com alcool metilico e corado por
20 minutos em Giemsa a 5%, previamente preparado em 4gua tamponada destilada,
pH 7,2. Ap6s a coloragdo, a lamina foi lavada e examinada ao microscépio 6ptico

com objetiva de imersdo (100x) (WHO, 1999).
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5. Biologia Molecular
5.1. Extracio de DNA Gendmico

O DNA genomico foi extraido de 300 pl de cada amostra de sangue (humano
ou de macaco) através do Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega-A-1125),
segundo o protocolo preconizado pelo fabricante (Anexo 4).

Apés o cumprimento das etapas de extragdo, as amostras de DNA foram
ressuspendidas em 50 pl de 4gua bidestilada estéril, e armazenadas a 4°C até a
realizac8o da técnica de “PCR”.

Para evidenciar possiveis contaminagdes, concomitantemente foram extraidos
DNA de amostras de sangue humano nfio parasitado, que serviram como controles

negativos para os ensaio de extragfio e para a reagdo de “PCR”.

5.2. Reac¢do de Polimerizacgio em Cadeia — “PCR”

A fim de se fazer uma triagem inicial (presenga ou auséncia de parasitas do
género Plasmodium), nas amostras de sangue humanas e de macacos, foram
utilizados os “primers” que amplificam uma sequéncia género-especifica da regido
18S rRNA de plasmédios (OLIVEIRA ef al., 1995a):

ALBIO01 - 5’ ATC AGC TTT TGA TGT TAG GGT ATTG 3’
ALSS3 -8’ TCC TAT TAATCG TAA CTA AGC 3

As amostras que apresentaram fragmentos amplificados com o marcador

género especifico, foram testadas entdo com os seguintes “primers”:
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- AL60 e AL61: “primers” que amplificam a seqiiéncia completa do gene CS de P.
vivax (QARI et al, 1993). Os produtos amplificados com este marcador foram
hibridizados com sondas especificas para diferenciacio das variantes: P. vivax
“classico” Tipo 1 (VK210), P. vivax (VK247) e P. vivax like-humano/P. simiovale.
AL60 -5’ GTC GGA ATT CAT GAA GAACTT CATTCTC 3’

AL61 -5 CAG CGG ATC CTT AAT TGA ATA ATG CTAGG 3

- AL62 e AL63: “primers” que amplificam a seqiiéncia completa do gene CS de P.
malariae/P. brasilianum (cedido juntamente com protocolo da reagfio, pelo Dr.
Shoukat Qari, da Divisdo de Doengas Parasitarias do Centro de Controle de Doengas,
CDC, Atlanta, Georgia, USA).

AL62 - 5 GTC GGA ATT CAT GAA GAA GTT ATCTGT CITA 3

AL63 - 5° CAG CGC ATC CTT AGT CAA AGA GTATTAAGAC?®

-ALF1 e ALF2: “primers” que amplificam a regido central do gene CS de P.
Jalciparum (RANJIT e SHARMA, 1999)

ALF1 -5’ AGA GAT GGA AAT AAC GAA GAC AACGAC 3

ALF2 -5 GTC ATT TGG CAT CAT TAA GTG ACC TTG TCC 3’

Os “primers” foram sintetizados pela Invitrogen do Brasil.

S.2.1. Descricio da Técnica

Foram utilizados 5 ul de DNA de cada amostra acrescidos de 1 pl de cada
primer (100 ng/pl), 5 pl de Tampdo de Reagdo da Taq Polimerase (10x), 0,5 pl de
dNTP mix (20 mM), 0,5 pl de Taq Polimerase (2,5 U/ul) e 37 pl de 4gua bidestilada
estéril, perfazendo 50 pl de volume final.

As amostras preparadas foram incubadas no Termo-Ciclador Genius
(Techne).
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Para amplifica¢fio de fragmentos correspondentes a regido género-especifica
18S rRNA: Desnaturagdo inicial de 94°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de
94°C durante 1 minuto (desnaturagfo), 42°C durante 50 segundos (alinhamento) e
72°C durante 90 segundos (extensdo). Finalizando com 72°C durante 10 minutos e 4°
C.

Para amplifica¢do de fragmentos correspondentes a seqiiéncia do gene CS de
P. malariae/P. brasilianum e P. vivax: Desnaturagio inicial de 94°C durante 5
minutos, seguida de 35 ciclos de 93°C durante 45 segundos (desnaturagdo), 42°C
durante 45 segundos (alinhamento) e 72°C durante 2 minutos (extensdo). Finalizando

com 72°C durante 10 minutos e 4°C.

Para amplificag¢dio de fragmentos correspondentes & seqiiéncia do gene CS de
P. falciparum: Desnaturagfo inicial de 94°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos
de 94°C durante 1 minuto (desnaturagfo), 58°C durante 1 minuto (alinhamento) e

72°C durante 1 minuto (extensfo). Finalizando com 72°C durante 10 minutos e 4°C.

Em todas as reagdes, foram incluidos dois controles negativos distintos: um
tubo contendo todos os reagentes do PCR e amostra de DNA humano ou de macaco
ndo parasitado, e um tubo com todos os reagentes menos DNA. Como controles
positivos foram incluidos DNA de plasmédio correspondentes a cada par de
‘;primers” utilizado, originalmente de sangue de pacientes (P.vivax e P.falciparum) e
de cultura de P. falciparum (fornecidos pelo Laboratério de Maldria da
Superintendéncia de Controle de Endemias SUCEN/SP). Com isso, foi possivel

controlar possiveis contaminac¢des e falhas no método.
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5.2.2. Eletroforese em Gel de Agarose

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,4% em tampdo TBE
(0,089M Trizma base, 0,089M Acido Bérico, 0,5mM EDTA). A cada 10 pl de cada
produto obtido foi adicionado 2 pl de tamp#o de amostra (Ficoll 400 15%, Azul de
Bromofenol 0,25%, EDTA 5mM). A corrida eletroforética foi feita no mesmo tampéo
TBE, por 1 hora 4 80 V (EPS 200 Power Supply PHARMACIA BIOTECH). Como
padrdo de Peso Molecular foi utilizado 6 pul de DNA do 100 bp Ladder (1pg/pl)
(GIBCO). O gel foi corado com Brometo de Etidio (0,5 pg/ml), visualizado em

transiluminador de U.V., e documentado no Sistema Labworks (UVP).

6. Testes Imunolégicos

As amostras de soros humanos e de macacos foram submetidas 3 reagio de
ELISA com peptideos sintéticos que mimetizam a porgdo repetitiva da Proteina
Circumsporozoita (CS) e & reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) com

antigenos de formas sangiiineas de plasmédios.

6.1. Reaciio de ELISA (Enzyme Linked-Immunosorbent Assay)

A reacg@io para detecg@io de anticorpos da classe IgG em soros humanos e de
macacos foi baseada na metodologia de ZAVALA et al. (1986), com pequenas
mo'diﬁcagﬁes (CURADO 1995; CURADO et al., 1997, DUARTE, 1998).

Os peptideos sintéticos utilizados no estudo mimetizam a regifio repetitiva

especifica da Proteina Circumsporozoita (CS) de plasmodio.
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As seqiiéncias de amino4cidos dos mesmos sio as seguintes:

P. vivax Tipo I (clissico) (GDRADGQPA), (GDRAAGQPA), (GDRADGQPA):
peptideo com 45 aminoacidos, com 9 amino4cidos repetitivos (ARNOT et al., 1985;
McCUTCHAN et al., 1985). (Pvc)

P. vivax Tipo II (VK247) (ANGAQNQPG),: peptideo com 36 aminoacidos,
contendo 9 aminoécidos repetitivos (ROSENBERG et al., 1989). (Pvk)

P. vivax-like humano (APGANQEGGAA),: peptideo com 33 aminoécidos,

contendo 11 aminoécidos repetitivos (QARI et al., 1993). (Pvl)

P. malariae/P. brasilianum [(NAAG)4ls: peptideo contendo 4 bragos com 16
aminoacidos cada ﬁm, com regides repetitivas de 4 aminodacidos (LAL et al,
1988a,b). (Pm/Pb)

P. falciparum (NANP)s: peptideo contendo 4 bragos com 16 aminoécidos cada um,
com regides repetitivas de 4 aminoacidos (ZAVALA et al., 1986). (Pf)

Os peptideos foram sintetizados pela Research Genetics (Invitrogen do
Brasil).

6.1.1. Descricio da Reaciio

Placas de Poliestireno Maxisorp/NUNC foram sensibilizadas com 100
ul/cavidade dos peptideos Pm/Pb, Pvc, Pvk, Pvl e Pf & concentragdo de 10 pg/ml. Os
peptideos foram diluidos em PBS 0,15 M pH 7,2 (solugfio salina tamponada com
fosfatos 0,01 M).

" As placas foram sensibilizadas durante a noite 3 4°C. Apés 6 lavagens com
PBS 7,2 + Tween 20 0,05% (PBS-T), foram bloqueadas com PBS-T-Leite 5% por 2
horas em cdmara \imida & temperatura de 37°C; a seguir a solugfio de bloqueio foi
retirada para a coloca¢8o das amostras de soro diluido.

Os soros foram diluidos & 1:10, para teste dos soros de macacos ou 1:50 para

os humanos, em PBS-T-Leite 2,5% e acrescentados no volume de 100 ul/cavidade,
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permanecendo por 1 hora em cAmara timida a 37°C. Ap6s 6 lavagens com PBS-T,
seguiu-se a segunda incubagfio por 1 hora com soro anti-IgG de Macaco (Rhesus)
(Sigma A-2054) ou humano (Sigma A-8419) conjugados com peroxidase, diluidos em
PBS-T-Leite 2,5% respectivamente & 1:500 e 1:1000. Novamente foram feitas 6
lavagens seguidas de uma lavagem final somente com PBS pH 7,2. As rea¢des foram
reveladas adicionando-se 100 pl/cavidade de substrato ABTS.

Ap6s 30 minutos, as reagbes foram interrompidas com SDS a 10% (50
ul/cavidade). As absorbancias (ABS) foram obtidas por leitura a 414 nm em leitor de
ELISA (Multiskan MCC/340 P).

Em todas as reagdes acrescentamos soros controles positivos e negativos.

Os soros humanos e de macacos utilizados como controles positivos e
negativos para cada peptideo foram testados anteriormente e, portanto, apresentavam

absorbéncias conhecidas (CURADO et al. 1997; DUARTE, 1998).

6.2. Reacio de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Foram utilizados antigenos de formas assexuadas de P. vivax, P. malariae e
P. falciparum obtidos respectivamente de pacientes primo - infectados, de macacos
infectados experimentalmente e de cultura do parasita.

As laminas de P. vivax e P. falciparum foram cedidas pelo Laboratério de
Malaria do Instituto Evandro Chagas de Belém/Pard. As ldminas de P. malariae
foram fornecidas pelo Dr. William Collins da Divisdo de Doengas Parasitarias do

Centro de Controle de Doengas, CDC, Atlanta, Georgia, USA.
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6.2.1. Descriciio da Reaciio

A reacdo foi realizada segundo protocolo de FERREIRA e SANCHEZ
(1988), com os antigenos de P. malariae, P. vivax e P. falciparum para pesquisa de
anticorpos da classe IgG. Algumas adaptagbes foram efetuadas para realizagdo dos
testes com soros de macacos (DUARTE, 1998).

Os soros humanos e de macacos foram diluidos a razdo 2, a partir de 1:40 em
PBS pH 7,2 contendo Tween 80 a 1%.

Uma aliquota de 10 pl de cada dilui¢do do soro foi depositada em cada orificio
da lamina com o antigeno, seguindo-se incubagfio em cdmara imida por 30 minutos a
37°C. Apbs a primeira incubago, as ldminas foram lavadas 2 vezes por 10 minutos
com PBS pH 7,2 e posteriormente secas. Em seguida, cada orificio foi recoberto com
Soro anti-IgG de Macaco (Sigma F-3893) ou anti-IgG Humano (Biolab) conjugados
com Isotiocianato de Fluoresceina-FITC, diluidos em solu¢io de Azul de Evans. As
laminas foram incubadas durante 30 minutos em cimara timida & 37°C. As mesmas
foram novamente lavadas 2 vezes por 10 minutos em PBS pH 7,2 para remog¢fo do
excesso de conjugado, secas e montadas com glicerina pH 9,5.

Em todas as reagdes foram incluidos soros controles positivos e negativos em
diluicbes conhecidas. Os resultados foram expressos em titulos, correspondendo a

reciproca da ultima dilui¢8o do soro com reagdo positiva.
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7. Analises Estatisticas

Os dados epidemiolégicos foram organizados em um banco de dados no
programa Microsoft Excel (2000).
As varidveis consideradas para as andlises estatisticas foram as seguintes:
- Amostragem humana: local, sexo, idade, ocupagéo e tempo de residéncia.

- Amostragem de macacos: local, sexo, idade.

Os dados estdo apresentados em tabelas simples e de dupla entrada. Foram
apresentadas as proporgdes de resultados positivos, calculadas pela razdo entre o
nimero de testes positivos € o numero de testes realizados, com os respectivos
intervalos aproximados de confianga de 95%.

Para a verificagfo da existéncia de associagfo entre as varidveis explanatdrias
e o resultado da sorologia em ambas popula¢des (humana e de macacos), foi utilizado
o teste de associagdo pelo qui-quadrado de Pearson. A comparagdo entre os
resultados das rea¢bes de ELISA e IFI foi realizada utilizando o teste de associagéo
de MacNemar. Para a tomada de decisfo utilizou-se o valor descritivo do teste (valor
de p< 0,05) (BERQUO et al., 1981).

Os dados foram analisados pelo programa estatistico STATA (Stata Corp.,
2001).

Os valores obtidos em ELISA (absorbincias) foram analisados pelo teste néo
paramétrico de Mann-Whitney para comparagéio dos diferentes grupos, no programa

SIGMASTAT (Jandel Scientific Sofiware, versdo 1.0.3.1).
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RESULTADOS

Os principais resultados das andlises, obtidos a partir do inquérito
parasitologico e soroldgico, da populagdo amostrada humana e de bugios (Alouarta

caraya) estdo apresentados separadamente a seguir.
1. Caracteristicas Demograficas e Ocupacionais da Amostra Humana

Na amostra do Campinal, foi observado que 51,5% (67/130) dos individuos
pertenceram ao sexo feminino, enquanto 48,5% (63/130) pertenceram ao sexo
masculino. Em relagdo a idade, houve maior predominincia nas primeiras duas
categorias, sendo 27,7% de individuos entre 15-24 anos e 22,3% de individuos entre
25-34 anos (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicdo por faixa etiria e sexo dos participantes da amostra do sub-
distrito Campinal, janeiro de 2000.

SEXO

IDADE Feminino Masculino TOTAL %

15-24 18 18 36 27,7
25-34 18 11 29 22,3
35-44 12 11 23 17,7
45-54 08 06 14 10,8
55-64 05 04 09 6,9
65-74 04 08 12 9,2
>75 02 05 07 5,4
TOTAL 67 63 130 100
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A amostra do RLSP apresentou na sua distribuigdo, 43% (37/86) de
individuos do sexo feminino e 57% (49/86) do sexo masculino, sendo observado

maior nimero de individuos na primeira faixa de idade (15-24 anos) (Tabela 5).

Tabela 5 - Distribui¢io por faixa etiria e sexo dos participantes da amostra do
Reassentamento Lagoa Sio Paulo (RLSP), janeiro de 2000.

SEXO

IDADE Feminino Masculino TOTAL %

15-24 07 14 21 24,4
25-34 05 10 15 17,4
35-44 10 06 16 18,6
45-54 03 07 10 11,6
55-64 06 07 13 15,1
65-74 04 01 05 5,9
>75 02 04 06 7,0
TOTAL 37 49 86 100,0

A Tabela 6 apresenta as principais atividades econdmicas desenvolvidas pela
populagdo do Campinal. A maioria dos participantes da amostra ndio desenvolviam
nenhuma atividade externa, permanecendo em suas residéncias e realizando tarefas
domésticas (aposentados, donas de casa, desempregados). Estas pessoas foram
agrupadas na categoria “Lar”, que representou 51,5% (67/130) da amostra. A
segﬁnda categoria que se destacou foi “Agricultor”, com uma freqii€ncia de 23,1%
(30/130).
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Tabela 6 — Perfil ocupacional dos participantes da amostra do sub-distrito

Campinal, janeiro de 2000.

Ocupacio Freqiiéncia %

Lar* 67 51,5
Agricultor 30 23,1
Servigos Gerais 19 14,6
Estudante 13 10,0
Pescador 01 0,8
TOTAL 130 100,0

* - donas de casa, aposentados, desempregados

No RLSP, a categoria “Agricultor” apresentou maior freqiiéncia com 53,5%

(46/86), seguido dos participantes inseridos na categoria “Lar”, com 30,2% (26/86)

(Tabela 7).

Tabela 7 -

Perfil ocupacional dos participantes da amostra do
Reassentamento Lagoa Sdo Paulo (RLSP), janeiro de 2000.

Ocupacio Freqiiéncia %

Agricultor 46 53,5
Lar* 26 30,2
Estpdante 07 8,1
Pescador 04 4,7
Servigos Gerais 03 3,5
TOTAL 86 100,0

* - donas de casa, aposentados
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Finalizando este item, a populagdo amostrada de ambas localidades,
Campinal ¢ RLSP nfio relataram deslocamentos para areas endémicas. Algumas
familias sdo originarias de cidades vizinhas dos lados de S&o Paulo e Mato Grosso do
Sul e de Estados do Nordeste e Sul (Bahia, Pernambuco, Parand). A populagéo do

Municipio, em geral, é nativa da regido.

1.2. Resultado do Exame Parasitolégico de Gota Espessa e Esfregaco da

Amostra Humana

Os resultados das laminas das 216 pessoas que participaram da amostra foram
negativos, tanto em gota espessa quanto em esfregago, portanto nfo foi identificado

nenhum caso de malaria durante o periodo de coleta de sangue (Janeiro de 2000).

1.3. Resultados da Reacfio de Polimerizagiio em Cadeia (PCR) com Amostras de
DNA da Populacio Humana

Devido aos resultados negativos no exame parasitologico (gota
espessa/esfregaco), e a auséncia de casos notificados nos ultimos sete anos, foram
testadas em PCR as amostras que apresentaram resultados positivos em ELISA e/ou
IFI (54/216) e 30% das amostras negativas nos testes sorologicos (48/162).

As 102 amostras de DNA (54+48) ndo amplificaram com os “primers”
correspondentes a4 seqiiéncia género-especifica de plasmodio 18S rRNA,
confirmando a auséncia de infecgdes malaricas, ja verificada no exame
parésitolégico de gota espessa e esfregaco, no momento da coleta de sangue (janeiro
de 2000).
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1.4. Resultados da Sorologia da Amostra Humana

1.4.1. Determinagio dos Limiares de Reatividade (“cut-off”’) na Reacdo de

ELISA para Cada Peptideo

Os limiares de reatividade para discrimina¢@io dos soros positivos (“cut-off)
foram obtidos testando-se previamente os cinco peptideos (Pvc, Pvk, Pvl, Pm/Pb e

Pf) com soros humanos sabidamente negativos.

Controles negativos humanos: 50 soros do Banco de Sangue da Fundagfo
Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo (FH-HCFMUSP).

Os limiares de reatividade foram determinados acrescentando-se as médias
aritméticas das absorbdncias dos soros negativos humanos, 3 desvios-padrio,
obtendo-se assim os valores dos calculos demonstrados na Tabela 8 (banco de
sangue). Estes valores foram considerados como “corte” em uma primeira triagem
dos soros.

Para evitar a considerago de soros falso-positivos, apés a primeira triagem,
um novo “cut-off” foi determinado para cada peptideo a partir das absorbancias
obtidas de 50 soros da amostra humana (Tabela 8 — area de estudo).

As variagGes das absorbéncias dos soros negativos testados (“banco de
sangue” e “drea de estudo”) estdo demonstradas na mesma tabela.

Portanto, a positividade para cada peptideo e por conseqiiente, a determinagfo
da prevaléncia na amostra humana foi determinada considerando-se o valor do “cut-

" off” da 4rea de estudo.
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Tabela 8 - Limiares de reatividade (“cut-off’) para as reacdes de ELISA com os 5
peptideos. Amostras do Banco de Sangue do HC-FMUSP (n=50), e amostras negativas da
irea (n=50). Dilui¢fio do soro: 1:50, conjugado anti-IgG Humano: 1:250. Valores expressos
em absorbéncia (414 nm).

Soros Banco de Sangue Area de Estudo
Peptideos Média D.P. "Cut-off" Média D.P. "Cut-off"
{10 pg/ml] M+3DP M+3DP

Pm/Pb* 0.049 0.019 0.106 0.043 0.028 0.127
(0.018-0.091) (0.006-0.093)

Pvc* 0.039 0.023 0.108 0.048 0.029 0.135
(0.003-0.100) (0.007-0.107)

Pvk* 0.059 0.020 0.119 0.064 0.029 0.151
(0.035-0.100) (0.012-0.114)

Pvi* 0.091 0.032 0.167 0.083 0.032 0.179
(0.028-0.155) (0.034-0.157)

Pr* 0.041 0.022 0.107 0.062 0.020 0.122
(0.010-0.087) (0.002-0.099)

* Pm/Pb - P.malariae/P.brasilianum
Pvc - P.vivax Tipo |
Pvk - P.vivax Tipo 11
Pvl - P.vivax-like humano
Pf- P.falciparum
DP=Desvio-Padrio
( ) - Absorbiincias minimas e maximas dos soros negativos (variaciio)

1.4.2. Resultados das Reacdes de ELISA na Amostra Humana

Do ndimero total de integrantes da amostra (n=216), 130 residentes do

Campinal e 86 do RLSP, 38 soros foram reativos na pesquisa de anticorpos da classe

IgG contra a regifio repetitiva da proteina circumsporozoita (CS) de plasmédio,
correspondendo a uma soropositividade de 17,6%, CI (95%) (12,8-23,3%).
Destes soros, 19,2% (25/130) e 15,1% (13/86) foram positivos para um ou

mais peptideos, nas localidades de Campinal e RLSP, respectivamente.

No total da amostra, 82,4% (178/216) dos soros foram negativos com todos
os peptideos em reagdo de ELISA, sendo 80,8% (105/130) do Campinal ¢ 84,9%
(73/86) do RLSP (dados ndo demonstrados).

Os resultados das freqiiéncias de resultados positivos para cada peptideo estdo

demonstrados na Tabela 9.
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No total, a prevaléncia de reagdes positivas para o “Complexo vivax”
(somatoria dos resultados positivos para Pvc, Pvk e Pvl) foi de 17,6% (38/216),
sendo 7,9% (17/216) para Pvc, 7,4% (16/216) para Pvl e 2,3% (5/216) para Pvk. Para
Pfe Pm/Pb, a positividade foi de 5,1% (11/216) e 3,2 (7/216), respectivamente.

Na amostra dos residentes do Campinal, a prevaléncia para o “Complexo
vivax” foi de 22,3% (29/130), sendo 11,5% (15/130) para Pve, 7,7% (10/130) para
Pvl e 3,1% (4/130) para Pvk. Para Pm/Pb e Pf, a porcentagem de positivos foi de
3,8% (5/130).

No RLSP, a positividade observada no “Complexo vivax” foi de 10,5%
(9/86), sendo 7,0% (6/86) para Pvl, 2,3% (2/86) para Pvc e 1,2% (1/86) para Pvk. A
prevaléncia para Pf foi de 7,0% (6/86) e para Pm/Pb de 2,3% (2/86).

Tabela 9 ~ Freqiiéncia de resultados positivos para anticorpos da classe IgG contra
a regido repetitiva da Proteina Circumsporozoita (CS) de plasmédio em reacio de
ELISA com peptideos sintéticos, nas amostragens dos residentes do sub-distrito
Campinal e do Reassentamento Lagoa Sdo Paulo, Presidente Epiticio, janeiro de
2000.

Campinal Reassentamento Lagoa TOTAL

(n=130) Sio Paulo (n=86) (n=216)
Proteina CS - IeG Pos. (%) Pos. (%) Pos. (%)
Pvc* 15 (11,5) 2 (2,3) 17 (7,9)
Pvk* 4 (3,1) 1 (1,2) 5 (2,3)
Pvl* 10 (7,7) 6 (7,0) 16 (7,4)
Complexo vivax** 29 (22,3) 9 (10,5) 38 (17,6)
Pm/Pb* 5 (3,8) 2 (2,3) 7 (3,2)
Pf* 5 (3,8) 6 (7,0) 11 (5,1)

*Pve — P. vivax classico (Tipo 1)
Pvk - P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl - P. vivax-like humano/P, simiovale
Pm/Pb — P. malariae/P. brasilianum
Pf— P. falciparum
**Complexo vivax — total de positivos para a espécie P. vivax
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Apesar de haver uma aparente diferenca numérica entre a prevaléncia de
reagbes positivas para as duas localidades, a mesma ndo foi estatisticamente
significante para os peptideos utilizados (p>0,05).

Na amostra humana, 13 soros reagiram com mais de um peptideo,
representando 34,2% (13/38) dos soros positivos em ELISA; sendo 10 soros do
Campinal (10/25=40,0%) e 3 do RLSP (3/13=23,1%). Na Tabela 10, estdo
demonstradas as combinagdes observadas nos soros que reagiram com mais de um
peptideo.

o nﬁmero de soros que apresentaram respostas isoladas (positivo apenas com

1 peptideo) foi de 15 e 10 nas amostras do Campinal e RLSP, respectivamente.

Tabela 10 — Niimero de soros positivos que reagiram com mais de um peptideo CS
de plasmédio na reagiio de ELISA, dentre os residentes do sub-distrito Campinal e
do Reassentamento Lagoa Sdo Paulo, Presidente Epitacio, janeiro de 2000.
Anticorpos da classe IgG.

Proteina CS - IgG Campinal (n=25) RLSP (n=13)
Pvc, Pvk, Pvl, Pf* 1 . 0

Pve, Pvk, Pvi* 1 0
Pvk,Pvl, Pf* 1 1

Pve, Pvl* 3 1

Pvk, Pvl* 1 0

Pvc, Pf* 2 0

Pve, Pm/Pb* 1 0

Pvl, Pf* 0 1
TOTAL 10 (40,0%) 3 (23,1%)

*Pve — P. vivax classico (Tipo 1)
Pvk — P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl ~ P. vivax-like humano/P, simiovale
Pm/Pb — P. malariae/P. brasilianum
Pf—P. falciparum
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A distribuigdo das absorbincias na amostra humana (n=216), na reagdo de
ELISA com os 5 peptideos esta demonstrada na Figura 4. Foram considerados como
limiares de reatividade, os valores obtidos no calculo dos soros negativos da 4rea de
estudo, conforme descrito na Tabela 8 do item1.4.1. '

Na figura 5, pode-se observar a distribui¢do das absorbancias dos soros dos
residentes do Campinal (n=130) e do RLSP (n=86).

As absorbancias dos soros positivos oscilaram entre 0.2 e 0.4. Somente um
soro (Campinal) foi altamente reativo para Pm/Pb atingindo uma absorbincia de
1.085.

Nas 2 localidades, Campinal e RLSP, nio se observou diferenca
estatisticamente significante na analise comparativa das médias das absorbancias
obtidas com os peptideos Pvc, Pvk, Pm/Pb e Pf (p>0,05). Houve diferenga

estatisticamente significante com o peptideo Pvl (p<0,0001).
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Humanos (n=216)

bel °

Absorbéncia (414 nm)

Pvc Pvk Pvi Pm/Pb Pf

peptideo

Figura 4 - Distribuicdo das absorbancias dos soros humanos para anticorpos
da classe IgG contra a regifio repetitiva da proteina CS de P. vivax “classico”
Tipo I (Pvc), P. vivax VK247 Tipo II (Pvk), P. vivax like- humano (Pvl), P.
malariaelP. brasilianum (Pm/Pb) e P. falciparum (Pf), na reaciio de ELISA.
Limite superior das barras — limiares de reatividade (média+3 desvios-
padrio): Pve=0.135, Pvk=0.151, Pvi=0.179, PovPb=0.127, P£=0.122.

Campinal (n=130) RLSP (n=86)
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Figura § - Distribuicdo das absorbincias dos soros humanos do Campinal e do
RLSP para anticorpos da classe IgG contra a regifio repetitiva da proteina CS
de P. vivax “classico” Tipo I (Pvc), P. vivax VK247 Tipo II (Pvk), P. vivax like-
humano (Pvl), P. malariael/P. brasilianum (Pm/Pb) e P. falciparum (Pf), na
reagio de ELISA. Limite superior das barras — limiares de reatividade
(média+3 desvios-padrio): Pve=0.135, Pvk=0.151, PvI=0.179, Pm/Pb=0.127,

P£=0.122.
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1.4.3. Determinacio dos Limiares de Reatividade (“cut-off’) na Reacio de

Imunofluorescéncia Indireta (IFI) para cada Antigeno

Os limiares de reatividade para discrimina¢fo dos soros positivos (“cut-off”)
foram obtidos testando-se previamente os trés antigenos (P. vivax, P. falciparum e P.

malariae) com soros humanos sabidamente negativos.

Controles negativos humanos: 50 soros do Banco de Sangue da Fundagfo
Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo (FH-HCFMUSP).

O limiar de reatividade determinado, expresso pela reciproca da diluigéo, foi
de 1:40 para os 3 antigenos, uma vez que os todos soros negativos humanos se

mantiveram sempre abaixo deste titulo.

1.4.4. Resultados das Reag¢des de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) na Amostra

Humana

As freqiiéncias de resultados positivos na amostra humana com os antigenos
de P. vivax e P. falciparum na reagdo de IFI estdo demonstradas na Tabela 11.

Do niimero total de integrantes da amostra (n=216), 45 soros foram reativos
para anticorpos da classe IgG contra formas sangiliineas de P. vivax, que
correspondeu a uma soropositividade de 20,8%, CI (95%) (15,3-27,7%).

No total, 79,2% (171/216) dos soros foram negativos para o antigeno de P.
vivax, sendo 78,5% (102/130) do Campinal e 80,2% (69/86) do RLSP.

A positividade para o antigeno de P. vivax foi de 21,5% (28/130) e 19,8%
(17/86) dentre os moradores do Campinal e RLSP, respectivamente (Tabela 11).

Os titulos dos soros positivos oscilaram entre as diluicdes de 1:40 a 1:80,
sendo que somente 3 foram positivos até 160 (dados nfio demonstrados).

Todas as 216 amostras foram negativas para anticorpos da classe IgG contra o

antigeno de P. falciparum.
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Tabela 11 - Freqiiéncia de resultados positivos para anticorpos da classe IgG contra
formas sangiiineas de P. vivax e P. falciparum na reagio de Imunofluorescéncia Indireta
(IFI) nas amostras dos residentes do sub-distrito Campinal e do Reassentamento Lagoa
Sdo Paulo, Presidente Epiticio, janeiro de 2000.

Campinal Reassentamento Lagoa TOTAL
{(n=130) Sdo Paulo (n=86) (n=216)
Antigeno - IgG Pos. (%) Pos. (%) Pos. (%)
P. vivax 28 (21,5) 17 (19,8) 45 (20,8)
P. falciparum 0 (0) 0 (0 0 (0

Apesar de haver uma aparente diferenga numérica entre a prevaléncia de
reages positivas para as duas localidades, a mesma ndo foi estatisticamente

significante para os antigenos utilizados (p>0,05).

Em fungio nmimero limitado de lAminas com o antigeno P. malariae e pela
impossibilidade de obtengdo do mesmo em tempo hébil para apresentacdo nesta
dissertagdo, foram testadas apenas 30% da amostra total humana (n=216), ou seja, 65
amostras, escolhidas aleatoriamente e, adicionalmente, as amostras positivas em
ELISA com o peptideo de Pm/Pb.

Das sete amostras positivas para anticorpos CS de Pm/Pb (5 do Campinal e 2
do RLSP), apenas 1 (36 RLSP) foi positiva para presenca de anticorpos da classe IgG
contra formas sangiiineas de P. malariae, até o titulo de 160, as demais amostras
foram negativas com este antigeno. Estes resultados nfo foram incluidos nas analises

estatisticas.

1.4.5. Resultados das Reagdes de ELISA e IFI na Amostra Humana de Acordo

com o Sexo

A diferenca em ELISA, na prevaléncia de anticorpos contra CS para
“Complexo vivax” entre mulheres e homens do Campinal, 20,9% e 23,8%,
respectivamente, nfio foi estatisticamente significativa. A positividade para os

peptideos Pvc, Pvk e Pvl foi semelhante em ambos os grupos. Para Pf foi observada
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positividade maior no sexo masculino (7,9%-5/130). Os resultados positivos em IFI
com o antigeno de P. vivax foram semelhantes para ambos os sexos (Tabela 12).

No RLSP, verificou-se uma maior freqiiéncia no sexo feminino maior, tanto
para o peptideo Pvl do “Complexo vivax” quanto para o Pf, sendo, respectivamente
21,6% (8/37) e 13,5% (5/37), em relagdo ao sexo masculino 2,0% (1/49) para os
mesmos. Observou-se também, maior freqiiéncia no sexo feminino com o antigeno
de P. vivax (29,7%-11/37) (Tabela 12).

Apesar das diferengas numéricas, na andlise comparativa das freqiiéncias em
ELISA e fFI de acordo com o sexo na amostra do Campinal e do RLSP, ndo foi

observada nenhuma diferenca estatisticamente significante, (p>0,05).

Tabela 12 - Freqiiéncia de resultados positivos, segundo o sexo, para anticorpos
da classe IgG contra a regifio repetitiva da Proteina Circumsporozoita (CS) de
plasmédio na reagiio de ELISA e contra formas sangiiineas de P. vivax e P.
Jalciparum na reagiio de IFI. Amostra dos residentes do sub-distrito Campinal e
do Reassentamento Lagoa Séo Paulo, Presidente Epiticio, janeiro de 2000.

Campinal Reassentamento Lagoa Sao
(n=130) Paulo (n=86)
Fem. Masc. Fem. Masc.
(n=67) (n=63) (n=37) (n=49)
Pos. (%) Pos. (%) Pos. (%) Pos. (%)
Proteina CS - IgG
Pvc* 8(11,9) 7 (1L,1) 2 (54 0 (0,0)
Pvk* 2 (3,0) 2 (3,2) 1 (2,7) 0 (0,0)
Pvl* 4 (6,0) 6 (9,5 5 (13,5) 1 (2,0)
Complexo 14(20,9) 15 (23,8) 8 (21,6) 1 2,0)
vivax**
Pm/Pb* 3 4,5 2 (3,2 0 (0,0 2 (4,1)
Pf* 0 (0,0) 5 (1,9 5 (13,5) 1 (2,0)
Antigeno — IgG
P. vivax 14 (20,9) | 14 (22,2) 11 (29,7) 6 (12,2)
P. falciparum 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0)

*Pvc — P. vivax classico (Tipo 1)
Pvk — P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl - P. vivax-like humano/P. simiovale

Pm/Pb ~ P. malariae/P. brasilianum
Pf— P. falciparum eu
**Complexo vivax — total de positivos para a espécie P. vivax
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1.4.6. Resultados das Reac¢des de ELISA e IFI na Amostra Humana de Acordo

com a Faixa Etaria

Observou-se que os participantes da amostra do Campinal, categorizados nas
faixas 14-24, 25-34 e 35-44 e 55-64 anos, apresentaram positividade maior para
anticorpos contra CS do “Complexo vivax”, nas proporg¢des de 22,2%, 20,7%, 26,1%
e 33,3% respectivamente, em relagdo as demais. As freqiiéncias para os peptideos
Pvc e Pvl nas primeiras trés faixas foi maior em relagfio as demais faixas e ao
peptideo Pvk. A positividade para os peptideos Pm/Pb e Pf foi baixa em todas as
faixas. No que se refere aos resultados positivos em IFI, com o antigeno de P. vivax,
a positividade verificada na faixa mais jovem (14-24) apresentou-se mais expressiva
(30,6%-11/36), seguida da faixa 65-74 (25,0%-3/12) e 75-94 (42,9%-3/7) (Tabela
13).

Tabela 13 - Freqiiéncia de resultados positivos, segundo a faixa etdria, para anticorpos da
classe IgG contra a regifio repetitiva da Proteina Circumsporozoita (CS) de plasmbdio na
reagiio de ELISA e contra formas sangiiineas de P. vivax e P. falciparum na reagio de IFL
Amostra dos residentes do sub-distrito Campinal, Presidente Epiticio, janeiro de 2000.

Campinal (n=130)

Proteina CS - IgG Antigeno - IgG

Pos. (%) Pos.(%)
Idade Pve* Pvk* Pvl* | Comp.vivax** | Pm/Pb* Pf* P. vivax**
14-24 5(139 | 12,8 | 2(,6) 8(22,2) 1(2,8) 2 (5,6) 11 (30,6)
(n=36)
25-34 4(13,8) [ 0(0,0) | 2(6,9) 6 (20,7) 1(3,5) 0(0,0) 4 (13,8)
(n=29)
35-44 313,001 144 | 28,7 6 (26,1) 1(4,4) 1(4,4) 3(13,0)
(n=23)
45-54 0(0,0) | 0(0,0) 1(7,1) 1(7,1) 2(14,3) | 0(0,0) 3(21,4)
(n=14)
55-64 1L | 1LY | 1(1L1) 3(33,3) 0,00 | 1LY 1(1L1)
(n=9)
65-74 183) | 000,0) | 0(0,0) 1(8,3) 0(0,0) 0(0,0) 3 (25,0)
(n=12)
75-94 1(14,3) | 1(14,3) | 2(28,6) 4 (57,1) 00,00 | 1(14,3) 3(42,9)
(n=7)

*Pve — P. vivax classico (Tipo 1)
Pvk — P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl - P. vivax-like humano/P. simiovale
Pm/Pb — P. malariae/P. brasilianum
Pf— P. falciparum ,**Complexo vivax — total de positivos para a espécie P. vivax
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Na amostra do RLSP, a analise das freqiiéncias para anticorpos CS, com os
peptideos do “Complexo vivax”, Pf e Pm/Pb ndo demonstrou diferencas
significativas nas 5 primeiras categorias. Nas faixas correspondentes a 65-74 e 75-94
anos, a porcentagem de positivos para o “Complexo vivax” foi maior (60,0% e
50,0%, respectivamente). Em relagdo ao antigeno de P. vivax em IFI, foi observado
maior positividade na faixa 75-94 (66,7%-4/6), seguida das faixas 65-74 (40,0%-
2/5), 45-54 (30,0%-3/10) e 35-44 anos (18,8%-3/16) (Tabela 14).

Tabela 14 - Freqiiéncia de resultados positivos, segundo a faixa etiria, para anticorpos da
classe IgG contra a regiio repetitiva da Proteina Circumsporozoita (CS) de plasmédio na
reagiio de ELISA e contra formas sangiiineas de P. vivax e P. falciparum na reacido de IFL
Amostra dos residentes do Reassentamento Lagoa Sio Paulo, Presidente Epitdcio, janeiro de
2000.

Reassentamento Lagoa Sfio Paulo (n=86)

Proteina CS — IsG Antigeno - IgG

Pos. (%) Pos.(%)
Idade Pvc* Pvk* Pvl* | Comp.vivax** | Pm/Pb* Pf* P. vivax**
14-24 000,00 | 0(0,0) | 0(0,0) 0 (0,0) 00,00 | 1 48 2 (9,5)
(n=21)
25-34 1671 000,00 | 167 2 (13,3) 0(0,0) | 0(0,0) 1 (6,7)
(n=15)
35-44 00,00 | 000,0) | 000,00 0(0,0) 000,0) | T (63) 3 (18,8)
(n=16)
45-54 00,00 | 000,00 | 0(0,0) 0 (0,0 1 (10,0) | 1 (10,0) 3 (30,0
{n=10)
55-64 00,00 | 000,00 | 1 (7,7 1 (7,7) 0(0,0) |2 (1549 2 (15,4)
(n=13)
65-74 0(0,0) | 1 (20,0) 2 (40,0 3 (60,0) 000,00 |1 (20,0 2 (40,0)
(n=5)
75-94 1 (16,7) | 0 (0,0) {2 (33,3) 3 (50,0) 1 (16,7) | 0(0,0) 4 (66,7)
(n=6)

*Pvc — P. vivax classico (Tipo 1)
Pvk - P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl - P. vivax-like humano/P. simiovale
Pm/Pb — P. malariae/P. brasilianum
Pf- P, falciparum

**Complexo vivax — total de positivos para a espécie P. vivax
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Apesar das diferengas numéricas, ndo foi observada nenhuma diferenca
estatisticamente significante na analise comparativa das freqii€ncias em ELISA de
acordo com a idade dos residentes na amostra do Campinal e do RLSP (p>0,05).

Observou-se diferenca estatisticamente significante, nas amostras do
Campinal e do RLSP, na analise comparativa das freqiiéncias em IFI de acordo com

a idade dos residentes (p<0,0001).

1.4.7. Resultados das reagdes de ELISA e IFI na Amostra Humana de Acordo

com a Ocupagiio

A positividade para anticorpos contra CS na amostra do Campinal, de acordo
com a ocupag¢do, foi maior dentre as pessoas incluidas na categoria “Agricultor”,
onde a freqii€ncia observada para o “Complexo vivax” foi de 26,7% (8/30), seguida
da categoria “Lar” que apresentou 23,9% (16/67). A freqiiéncia para os peptideos
Pvc e Pvl foi maior na categoria “Lar” (10,5 e 9,0%, respectivamente). Em relagfio
aos resultados da IFI com o antigeno de P. vivax, as categorias “Lar”, “Agricultor” e
“Estudante” destacaram-se com as freqiiéncias de 20,9% 23,3% e 38,5%,

respectivamente (Tabela 15).
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Tabela 15 - Freqiiéncia de resultados positivos, segundo a ocupacio, para anticorpos da
classe IgG contra a regidio repetitiva da Proteina Circumsporozoita (CS) de plasmédio na
reagiio de ELISA e contra formas sangiiineas de P. vivax e P. falciparum na reagiao de IFL
Amostra dos residentes do sub-distrito Campinal, Presidente Epitacio, janeiro de 2000.

Campinal (n=130)

Proteina CS - IgG Antigeno - IgG
Pos. (%) Pos.(%)
Idade Pvc* Pvk* Pvi* | Comp.vivax** | Pm/Pb* Pf* P. vivax**
Lar' 7 (10,513 (4,5 | 6 (9,0 16 (23,9) 2360|105 14 (20,9)

{(n=67)

Agricultor | 4 (13,3) [1 (3,33)]3 (10,0)| 8 (26,7) |1 (3,33) |3 (10,0) 7 (23,3)
(=30)

Ser. Geral’| 2 (10,5) | 0 (0,0) [ 1 (5,3) 3 (15,8) 1(53) | 0 (0,0 2 (10,5)
(n=19)

Estudante | 2 (15,4) | 0 (0,0) | 0 (0,0) | 2 (15,4) 10 |10 5 (38,5)
(n=13) -

Pescador | 0 (0,0) | 0 (0,0) | 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) | 0 (0,0) 0(0,0)
(n=1)

*Pvc ~ P. vivax classico (Tipo 1)
Pvk — P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl - P. vivax-like humano/P. simiovale
Pm/Pb — P. malariae/P. brasilianum
Pf- P. falciparum
**Complexo vivax — total de positivos para a espécie P. vivax
1 - Lar — donas de casa, aposentados, efc.
2 — Servigo Geral: pintura, aux. de obras, cargos piblicos, emp. domésticas, etc,

No RLSP, a positividade para CS na categoria “Agricultor” se destacou em
relagdo as outras, apresentando no “Complexo vivax” 14,9%, sendo 8,5% para Pvl e
4,3% para Pvc. Na IFI com o antigeno de P. vivax, a categoria de “Agricultor”

também se destacou apresentando freqiiéncia de 19,2% (Tabela 16).
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Tabela 16 - Fregiiéncia de resultados positivos, segundo a ocupacdo, para anticorpos da
classe IgG contra a regiio repetitiva da Proteina Circumsporozoita (CS) de plasmédio na
reacio de ELISA e contra formas sangiiineas de P. vivax e P. falciparum na reagio de IFL
Amostra dos residentes do Reassentamento Lagoa Sio Paulo, Presidente Epitdcio, janeiro de
2000.

Reassentamento Lagoa Sio Paulo (n=86)

Proteina CS - IgG Antigeno - IgG

Pos. (%) Pos.(%)
Idade Pvc* Pvk* Pvl* | Comp.vivax** | Pm/Pb* Pf* P. vivax**
Agricultor 243 112D 485 7 (14,9) 243 ({23 9 (19,2)
(n=47) .
Lar! 100|000 |2 @7 2 (1,7 0 (0,0) |4 (154 6 (1,7)
(n=26)
Estudante 0 (0,00 | 0 (0,0) | 0 (0,0 0 (0,0) 0 0,0) | 0 (0,00 0 (0,0
(n=7)
Pescador 0 (0,00 | 0 (0,00 | 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0) | 0 (0,0 1 (250)
(n=4)
Ser. Geral” | 0 (0,0) | 0 (0,0) | 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) | 0 (0,0 1 (33,3)
(n=3)

*Pve — P. vivax classico (Tipo 1)
Pvk — P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl — P. vivax-like humano/P. simiovale
Pm/Pb - P. malariae/P. brasilianum
Pf— P. falciparum
**Complexo vivax — total de positivos para a espécie P. vivax
1 — Lar — donas de casa, aposentados, etc.
2 —Servigo Geral: pintura, aux. de obras, cargos piiblicos, emp. domésticas, etc,

Apesar das diferengas numéricas, na amostra do Campinal e do RLSP, nio foi
observada nenhuma diferenca estatisticamente significante na andlise comparativa

das freqiiéncias em ELISA e IFI de acordo com a ocupagdo dos residentes (p>0,05).
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1.4.8. Resultados das reagdes de ELISA e IFI na Amostra Humana de Acordo

com 0 Tempo de Residéncia na Area

A andlise da presenga de anticorpos contra proteina CS e contra formas
assexuadas, na amostra dos residentes do Campinal, demonstrou relagdo direta entre
0 tempo na drea e freqii€ncia de soros positivos (Tabela 17).

Considerando a contagem de tempo a partir do ano de realizagfo da coleta de
sangue (jang:iro de 2000), no Campinal, observou-se auséncia de resultados positivos
para o “Coxhplexo vivax” (Pvc, Pvk e Pvl) e para Pf nos habitantes, residentes na
drea hd menos de um ano. Entretanto, dois moradores apresentaram resultados
positivos para Pm/Pb e um individuo apresentou anticorpos contra formas sangiiineas
de P. vivax.

Nas faixas de 2-5 e 6-10 anos observou-se semelhante positividade, para o
“Complexo vivax” (33,3% e 30,0%, respectivamente), sendo semelhante também a
prevaléncia para Pvc e Pvl e a auséncia de positivos para Pvk em ambas faixas. Para
Pm/Pb e Pf ndo foram observados resultados positivos. Em IFI para detecgio de
anticorpos contra formas sangiiineas de P. vivax, somente o soros de um individuo
foi reativo na faixa de 2-5 anos, enquanto que na faixa de 6-10 anos, observou-se
positividade de 60% nesta reago.

Nas tltimas duas faixas, 11-20 e >21 anos, a positividade para o “Complexo
vivax” foi de 15,8 e 27,4%, respectivamente.

Na faixa de 11-20 anos observou-se um aumento de positivos para Pvc
(13,2%) e Pvl aparece presente em apenas um individuo; a resposta para Pvk
continua ausente nesta faixa. A prevaléncia para Pm/Pb e Pf foi de 5,3%. A
positividade para o antigeno P. vivax foi de 21,1%.

~ Na faixa >21 anos, destacou-se a presenga de anticorpos contra CS para o
peptideo Pvk, nfio observada nas faixas anteriores. A positividade dentre os
moradores desta faixa foi maior para os peptideos Pve (9,7%), Pvl (11,3%) e Pf
(4,8%), e maior também, em relagdo as demais faixas com o antigeno de P. vivax
(19,4%). |
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Tabela 17 - Freqiiéncia de resultados positivos, segundo o tempo de residéncia (anos), para
anticorpos da classe IgG contra a regido repetitiva da Proteina Circumsporozoita (CS) de
plasmédio na reacio e ELISA e contra formas sangiiineas de P. vivax e P. falciparum na
reagiio (lle IFL. Amostra dos residentes do sub-distrito Campinal, Presidente Epiticio, janeiro
de 2000,

Campinal (n=130)

Proteina CS — IgG Antigeno - IgG
Pos. (%) Pos.(%)
Anos Pvc* Pvk* Pvl* | Comp.vivax** | Pm/Pb* Pf* P. vivax**
<1 00,00 | 0 (0,00 | 0 (0,0 0 (0,0) 2 (18,2) | 0 (0,0 1 91
(n=11)
2-5 22221 0,0 |1 LD 3 (33,3) 0 (0,0) | 0 (0,0) 1 (11,1)
(n=9)

6-10 2 (20,00 | 0 (0,0) | L (10,0) | 3 (30,0) 0 (0,0) | 0 (0,0) 6 (60,0
(n=10)

1120 |5 (13,2) | 0 (0,0) | 1 26) | 6 (158 | 2 (53) | 2 (53.3) 8 2L1)
(n=38)

>21 6 0,0 | 465 | 7 (11,3) 17 (27.4) 13,6) | 3 @38 12 (19,4)
(n=62)

1 — a partir da data de coleta de sangue — Janeiro de 2000
*Pve — P. vivax classico (Tipo 1)

Pvk — P. vivax variante VK247 (Tipo 2)

Pvl - P. vivax-like humano/P. simiovale

Pm/Pb — P. malariae/P. brasilianum

Pf- P. falciparum
**Complexo vivax — total de positivos para a espécie P. vivax

No RLSP, dentre os residentes com menos de um ano, foi observada auséncia
de resultados positivos para anticorpos contra CS para o “Complexo vivax” e para
Pf, sendo que somente um individuo apresentou resposta positiva para Pm/Pb.
Também ndio foram observadas respostas positivas em IFI para anticorpos contra
formas sangiiineas de P. vivax (Tabela 18).

Na faixa de 2-5 anos houve apenas um individuo apresentou resultado
positivo em IFI para o antigeno de P. vivax. A faixa de 6-10 anos apresentou um
indiyiduo positivo no “Complexo vivax” (Pvl) e um outro em IFI, com o antigeno de
P. vivax.

Na faixa 11-20 anos, a prevaléncia de anticorpos contra CS no “Complexo
vivax” foi de 4,2%, sendo todos positivos para o peptideo Pvl. A prevaléncia para
Pm/Pb e Pf foi de 2,1% e 10,4%, respectivamente. Nesta faixa se destaca o maior

nimero de resultados positivos, em IFI, para o antigeno de P. vivax (22,9%).
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Na ultima faixa, >21 anos, o resultado que se destacou foi a presenga de
resposta positiva para o peptideo Pvk, em um individuo que reside ha mais de 20

anos no local.

Tabela 18 - Freqiiéncia de resultados positivos, segundo o tempo de residéncia (anos), para
anticorpos da classe IgG contra a regifio repetitiva da Proteina Circumsporozoita (CS) de
plasmddio na reagiio de ELISA e contra formas sangiiineas de P. vivax e P. falciparum na
reagiio de IFL. Amostra dos residentes do Reassentamento Lagoas Sio Paulo, Presidente
Epitacio, janeiro de 2000

Reassentamento Lagoas Sio Paulo (n=86)

Proteina CS - IgG Antigeno - IgG

Pos. (%) Pos.(%)
Anos Pve* Pvk* Pvl* | Comp.vivax** | Pm/Pb* Pf* P. vivax**
<1 0(0,0) 0 (0,0) | 0 (0,0) 0 (0,0 1 (20,0) | 0 (0,0) 0 (0,0)
(n=5)
2-5 00 | 0,0 {0 (0,0 0 (0,0 0 (0,0) | 0 (0,0) 1 (25,0)
(n=4)
6-10 000 | 0@©0 |1 (50,0 1 (50,0) 0 (0,00 | 0 (0,0 1 (50,0)
(n=2)
11-20 000 | 00 |22 2 (4,2) 121 |5 (104) 11 (22,9)
(n=48)
>21 2 (7,4 13,7 |3 QL 6 (22.2) 00,0 | 1 3,7 3 (14,9)
®=27)

1 - a partir da data de coleta de sangue — Janeiro de 2000
*Pvc — P. vivax classico (Tipo 1)

Pvk - P. vivax variante VK247 (Tipo 2)

Pvl - P. vivax-like humano/P. simiovale

Pm/Pb — P. malariae/P. brasilianum

Pf-P. falciparum
**Complexo vivax — total de positivos para a espécie P. vivax

- Houve diferenca estatisticamente significante na andlise comparativa das
freqiiéncias em ELISA e IFI de acordo com o tempo de residéncia dos residentes na

amostra do Campinal e do RLSP (p<0,0001).

Nio foram relatados deslocamentos para areas endémicas de maléria dentre
os 83 individuos positivos nos testes de ELISA e IFI de ambas localidades, indicando

que as respostas apresentadas se referem a contatos locais com plasmédios.
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1.4.9. Comparagiio entre os Resultados Positivos para Anticorpos Contra

Proteina CS (ELISA) e Contra Formas Assexuadas (IFI) de P. vivax

Na Tabela 19 estdo demonstradas 19 amostras positivas que apresentaram
anticorpos contra a proteina CS, na rea¢do de ELISA, e contra formas sangiiineas de
P. vivax, na reagdo de IFI, sendo 12 do Campinal e 7 do RLSP.

Todas as amostras se referem a moradores que estdo na regido ha mais de 10

anos.

Tabela 19 - Comparagio entre os resultados das reagdes de IFI e ELISA com
amostras positivas de individuos do Campinal ¢ do Reassentamento Lagoa Sio
Paulo.

IFI - IsG ELISA - IeG

Amostra Antigeno - P. vivax Peptideos — “Complexo vivax*”
N°. (Titulo) (Absorbancia — 414 nm)
Campinal

72 40 Pvl (0.197)

109 40 Pvk (0.227), Pvl (0.267)

110 40 Pvc (0.176)

111 40 Pvc (0.244), Pvk (0.236), Pvl (0.222)

112 40 Pvc (0.183)

115 40 Pvc (0.166)

116 40 Pvi (0.209)

123 40 Pvc (0.172)

126 40 Pvc (0.174)

154 40 Pvk (0.176), Pvl (0.229)

165 80 Pvc (0.291)

169 40 Pvc (0.390)
RLSP

05 160 Pvk (0.197), Pvl (0.210)

06 160 Pvc (0.149)

28 80 Pvc (0.144), Pvl1 (0.179)

- 65 80 Pvl (0.230)

91 40 Pv1 (0.221)

99 40 Pvl (0.187)

104 40 Pv1 (0.189)

*Pvc — P. vivax classico (Tipo 1)
Pvk - P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl - P. vivax-like humano/P. simiovale
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2. Perfil Populacional da Amostra de Bugios

Na distribuicdo por faixa etaria e sexo dos bugios (dlouatta caraya)
capturados no lado de Séo Paulo (SP), 41,2% (42/102) dos espécimes foram fémeas e
58,8% (60/102) machos, sendo que observamos uma maior predominincia de

espécimes na fase adulta em ambos os sexos 70,6% (72/102) (Tabela 20).

Tabela 20 - Distribui¢io por faixa etiria e sexo da amostra de bugios (4louatta
caraya) resgatados no lado de Sio Paulo, nos periodos de maio de 2000 e marco a
maio de 2001.

SEXO
Faixa etdria Fémea Macho TOTAL %
Juvenil 07 09 16 15,7
Adulto 34 38 72 70,6
Senil 01 13 14 13,7
TOTAL 42 60 102 100,0

Dos bugios capturados no lado do Mato Grosso do Sul (MS), 38,0% (52/137)
de espécimes foram fémeas e 62% (85/137), machos, sendo que a amostra

apresentou predominincia de adultos em ambos os sexos 69,4 (95/137) (Tabela 21).

Tabela 21 - Distribuicio por faixa etiria e sexo da amostra de bugios (Alouatta
caraya) resgatados no lado do Mato Grosso do Sul, maio de 2000 e marco & maio

de 2001.

| SEXO

Faixa Etiria Fémea Macho TOTAL %
Juvenil 03 11 14 10,2
Adulto 47 48 95 69,4
Senil 02 26 28 20,4
TOTAL 52 85 137 100,0
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2.1. Resultado do Exame Parasitologico de Gota Espessa e Esfregaco da

Amostra de Bugios (4louatta caraya)

Das 239 amostras obtidas de bugios (dlouatta caraya), 7 (2,9%) foram
positivas na gota espessa. A parasitemia foi extremamente baixa (2-3
parasitos/ldmina). As formas observadas apresentaram semelhan¢as morfolégicas
com P. vivax, entretanto, como as ldminas de esfregago correlatas foram negativas
ndo foi possivel afirmar que o agente etiolégico seja P. vivax ou P. simium.

As7 \am\ostras positivas originaram-se de:

- Bugios capturados no lado de Sdo Paulo: 61 € 178 (2).
- Bugios capturados no lado do Mato Grosso do Sul: 119, 121, 137,145 ¢ 244 (5).

Para confirmagfio destes resultados, contamos com o auxilio das técnicas
especializadas em diagn(’)sticb do Laboratério de Malaria da Superintendéncia de
Controle de Endemias (SUCEN).

Foram utilizados dois sistemas para a foto-documentag¢fo das imagens dos
parasitos encontrados em gota espessa.

As figuras 6,7 ¢ 8 se referem as imagens fotograficas feitas no sistema
Axiosphoto-Zeiss, do Laboratério de Imunopatologia do Instituto de Medicina
Tropical de Sdo Paulo. Devido a baixa parasitemia associada a qualidade da
coloragdo, que em alguns casos nfo foi boa o suficiente, as mesmas nfio forneceram
as informagdes morfologicas necessdrias para a correta identificagfo da espécie. Vale
ressaltar que as imagens observadas diretamente ao microscOpio permitiram uma
melhor visualizag@o que a imagem fotografica, o que permitiu a detecgfio das formas
de plasmédio. Néo foi possivel obter fotos melhores que as abaixo demonstradas

mesmo utilizando diferentes filtros de tempos de exposigio.



Figura 6 — Gota espessa corada pelo GIEMSA. Gametécito de
Plasmodium sp. encontrado em bugio (4louatta caraya) (Amostra
145), capturado na regido do Reservatorio da U.H.E de Porto
Primavera (1000x). Microscopio Axiosphoto-Zeiss.
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Figura 7 — Gota espessa corada pelo GIEMSA. Gametécito de
Plasmodium sp. encontrado em bugio (4louatta caraya) (Amostra
121), capturado na regido do Reservatorio da U.H.E de Porto
Primavera (1000x). Microscopio Axiosphoto-Zeiss.
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Figura 8 — Gota espessa corada pelo GIEMSA. Trofozoito de
Plasmodium sp. encontrado em bugio (4louatta caraya) (Amostra
119), capturado na regiio do Reservatério da U.H.E de Porto
Primavera (1000x). Microscopio Axiosphoto-Zeiss.

Com o objetivo de melhorarmos esta avaliagdo, foi utilizado também o
Sistema de Captura de Imagem Computadorizado PIXERA, do Laboratério de
Patologia da Faculdade de Medicina/USP. Este sistema apresentou pouca melhora na
qualidade da imagem em relagdo a fotografia. No entanto, a visualizag&o de algumas
formas foi otimizada, gragas aos recursos de ampliagdo e ajustes (contraste, brilho,
filtros) na imagem computadorizada. Na Figura 9 observa-se a melhor imagem
obtida neste sistema, um gametécito, com micleo diferenciado, tamanho comparavel

ao de P. vivax.



71

o

Figura 9 - Gota espessa corada pelo Giemsa. Gametécito de
Plasmodium sp. encontrado em bugio (Alouatta caraya) (amostra 137)
capturado na regiio do Reservatério da U.H.E de Porto Primavera.
(1000x). Sistema de Captura PIXERA.

As anilises morfologicas ndo foram conclusivas, sendo que alterages nos
tamanhos das formas, ndo correspondentes aos padrdes encontrados nas infecgdes
humanas por P. vivax, foram observadas e confirmadas pela equipe de diagndstico da
SUCEN (gametdcitos maiores com pigmentos malarico, trofozoitos menores). Seria
necessdaria uma quantidade maior de laminas de cada espécime para tornar possivel a

identificagdo baseada no exame morfologico.
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2.2. Resultados da Reaciio de Polimeriza¢do em Cadeia (PCR) com Amostras de

DNA de Bugios (Alouatta caraya)

Os resultados positivos encontrados no exame parasitologico da amostra de
bugios indicaram a presen¢a de plasmodios circulando naquela populagéo.

Na tentativa de detectar infecgdes sub-patentes por qualquer espécie de
plasmddio e estimar prevaléncia da malaria nos macacos da regido estudada, todas as
239 amostras de sangue dos bugios foram submetidas a extragdo de DNA e a técnica
de PCR com os “primers” ALBIO1 e AL553 que amplificam seqii€éncia género
especifica 18S rRNA de plasmodio.

Destas amostras, 7 amplificaram com estes “primers” (2,9%), sendo que 4
pertencem a macacos capturados no lado de S. Paulo (102, 103, 105, 107) e 3 no lado
do Mato Grosso do Sul (157, 191, 199).

Entretanto as amostras positivas no exame parasitologico (gota espessa) (61,
178, 119, 121, 137,145 e 244) ndo amplificaram com 18S rRNA, portanto néo houve
correlagdo entre os dois métodos de detecgdo de infecgéio por plasmodio.

Na figura 10, estdo demonstrado os produtos amplificados de 5 amostras de
DNA amplificadas com “primers” 18S rRNA. O controle positivo (10) da reagdo e a
amostra 157 (2) apresentaram fragmentos com o tamanho esperado, com 678 bp.
Entretanto as amostras 103 (4), 105 (5) e 107 (6) apresentaram duas bandas, com
tamanhos diferentes: 1 Kb e 800 bp. A amostra 102 (3) apresentou apenas um
fragmento de 1 Kb, a amostra 108 (7) apresentou um rastro, porém nenhuma banda
especifica (resultado negativo). O controle negativo (8) e o “blank” (9) da reagdo ndo

apresentaram bandas, conforme o esperado.



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

678 bp

Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose 1,4%. Produtos de PCR
amplificados com “primers” ALBIO1 e AL553, correspondentes a regifio 18S
de rRNA género especifica de plasmédio (678 bp). Amostras de DNA de
Bugios (Alouatta caraya).1-Peso molecular 100bp DNA ladder (Amersham
Pharmacia); 2-Amostra 157 (678 bp); 3-Amostra 102 (+/-1 Kb); 4-Amostra
103 (+/-1 Kb e +/-800 bp); 5- Amostra 105 (+/-1 Kb e +/-800 bp); 6- Amostra
107 (+/-1 Kb e +/-800 bp); 7- Amostra 108 (negativa); 8-Controle negativo
(DNA humano); 9-“Blank” (todos os reagentes menos DNA); 10-Controle
Positivo: P. falciparum (paciente).
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Na figura 11, observam-se 2 amostras de DNA amplificadas com os
“primers” ALBIO1 e AL553. O controle positivo (4) da reagdo e a amostra 199 (2)
apresentaram fragmentos com o tamanho esperado, com aproximadamente 700 bp.
Observou-se também que a amostra 191 (3) apresentou fragmento de 800 bp.

678 bp

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 1,4%. Produtos de PCR
amplificados com “primers” ALBIO1 e ALS553, correspondentes a regidio 18S
de rRNA género especifica de plasmédio (678 bp). Amostras de DNA de
Bugios (Alouatta caraya). 1-Peso molecular 100bp DNA ladder (GIBCO); 2
Amostra 199 (+/-700 bp); 3-Amostra 191 (+/-800 bp); 4—-Controle Positivo:
P. falciparum (paciente).
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O DNA das 7 amostras que amplificaram com os “primers” 18S rRNA, foi
submetido a reag@io com os “primers” que amplificam a seqiiéncia completa do gene
CS de P. vivax, P. malariae e P. falciparum. Cinco destas amplificaram fragmentos
de tamanhos variados com os “primers” AL60 e AL61 foram positivas para CS de P.
vivax (Bugios de SP: 103, 105, 107 e do MS: 191 € 199).

As mesmas 7 amostras foram negativas com os “primers” ALF1 e ALF2 de
P. falciparum e AL62 e AL63 de P. malariae.

Os produtos amplificados com “primers” AL60 e AL61 também
demonstraram variagdo no tamanho do fragmento correspondente a CS de P. vivax,
como observado com os “primers” ALBIO1 e AL553, 18S rRNA género espécifico.
O tamanho esperado seria de 1,2 Kb, As amostras 191 (2) e 199 (3) apresentaram
fragmentos com 2 bandas cada, 400 e 600 pb (figura 12).

1,2 Kb

Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose 1,4%. Produtos de PCR amplificados
com “primers” AL60 e AL61, correspondentes a por¢do terminal do gene CS de P.
vivax (1.2 Kb). Amostras de DNA de Bugios (Alouatta caraya). 1-Peso molecular
100bp DNA ladder (GIBCO); 2-Amostra 191 (+/-400 bp e +/-600 bp), 3-Amostra
199 (+/-400 bp e +/- 600 bp); 4, 5 e 8Controle positivo (P. vivax obtido de
pacientes); 6-Controle negativo (DNA humano) e 7-“blank” (todos os reagentes
menos DNA).



76

Na figura 13, pode-se visualizar os produtos amplificados referentes ao DNA
das amostras 103 (2), 105 (3) e 107 (4) com os “primers” AL60 e AL61 de P. vivax.

1,2Kb

Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose 1,4%. Produtos de PCR
amplificados com “primers” Al60 e ALG61, correspondentes a porgio
terminal do gene CS de P. vivax (1.2 Kb). Amostra de Bugios (dlouatta
caraya). 1 - Peso molecular 100bp DNA ladder (Amersham Pharmacia); 2-
Amostra 103 (+/-400 bp e +/- 600 bp);3-Amostra 105 (+/-400 bp e +/- 600
bp); 4-Amostra 107 (+/-400 bp e +/- 600 bp); 5-Controle Positivo (P. vivax
obtido de paciente); 6-Controle negativo (DNA humano)e 7-“blank” (todos
os reagentes menos DNA).
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Com a finalidade de confirmar os resultados obtidos no exame parasitologico
(gota espessa/esfregaco) e das reagSes de PCR com os “primers” utilizados neste
estudo, foi solicitada ao Laboratério de Malaria da SUCEN a realizagdo de Nested-
PCR, com os “primers” utilizados em diagnéstico e em pesquisas de maléaria da
Instituig¢do.

As amostras de DNA correspondentes aos 14 espécimes de bugios que
apresentaram resultado positivo quanto a presenga de plasmddio, 7 positivos na
reacdio de PCR com os “primers” 18S rRNA e 7 positivos no exame de gota espessa,
foram testaidas em dois métodos: “Nested PCR” segundo Snounou et al. (1993) e
Kimura et al, (1997), respectivamente. Em ambos métodos, é feita uma primeira
reacdo que amplifica regides conservadas de DNA ribossémico (SSUTRNA) e, uma
segunda onde ocorre a amplificagdio com “primers” espécie especificos.

Na Tabela 22, estdo apresentados os resultados das amostras positivas no
exame parasitologico e na reagdo de PCR, ja descritos anteriormente, com também,
os resultados das reagdes realizadas no Laboratério de Malaria da SUCEN.

Constatou-se que as amostras positivas no exame de gota espessa nio
amplificaram com nenhum dos “primers” género especificos, seja o utilizado na
pesquisa quanto os aplicados no Laboratério de Malaria da SUCEN.

Das 7 amostras amplificadas com os “primers” 18S género especifico
(ALBIOle AL553), todas foram negativas no “Nested-PCR” preconizado por
Snounou et al. (1993), e 3 amostras amplificaram com os “primers” espécie

especificos na reagdo “Nested-PCR” pelo método de Kimura et al., 1997).
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Tabela 22 — Comparagio entre os resultados das reacdes de PCR com os “primers” utilizados

no estudo e os “primers” utilizados no Laboratério de Malaria da SUCEN.

Amostra Exame 18S rRNA CS P. vivax | NestedPCR Nested PCR
Parasitol. | Género especifico | (AL60/AL61) | (SSUrRNA) (SSUrRNA)
(GE/Esfre)# | (ALBI0O1/ALS553) (1200 pb) (Snounou et (Kimura et al., 1997)
(678 bp) al., 1993)
(SUCEN) * (SUCEN) *
PCR ()
102 SP Neg 1000 Neg Neg Neg
103 SP Neg 800 e 1000 600 e 400 Neg Neg
105 SP Neg 800 e 1000 600 e 400 Neg Neg
107 SP Neg 800 e 1000 600 e 400 Neg Neg
157 MS Neg 700 Neg Neg P. vivax**
191 MS Neg 800 e 1000 600 e 400 Neg P. falciparum**
199 MS Neg 800 600 e 400 Neg P. vivaxeP.
falciparum™*
G. Espessa (+)
61 SP Pos Neg Neg Neg Neg
178 SP Pos Neg Neg Neg Neg
119 MS Pos Neg Neg Neg Neg
121 MS Pos Neg Neg Neg Neg
137 MS Pos Neg Neg Neg Neg
145 MS Pos Neg Neg Neg Neg
244 MS Pos Neg Neg Neg Neg

# Gota Espessa e Esfregaco

* Resultados fornecidos pelo Lab de Maliria, confirmades em uma repetigio da
reagio, gel de agarose das amostras testadas foi realizado no Lab. de Maliria SUCEN e

nfio foi documentado.

**Tamanhos dos fragmentos de acordo com o esperado (Pv e Pf: 100 bp),

A amostra de DNA do bugiol157 (MS), quando submetida ao PCR com os
“primers” AL553 e ALBIO1 (18S rRNA), amplificou fragmento género especifico de

700 pb, de acordo com o esperado, e foi negativa com os “primers” CS (Pv, Pf, e

Pm), e positiva na reagdo pelo método de “Kimura” com o “primer” correspondente

ao P. vivax (resultado nfio demonstrado).

A amostra 191 (MS), quando submetida ao PCR com “primers” ALBIO1 e

ALS53, apresentou fragmentos de tamanhos maiores que o esperado (800 e 1000 bp),

sendo positiva com os “primers” CS de P. vivax (AL60 e AL61), e também foi

positiva na reagdo pelo método de “Kimura” com o “primer” correspondente ao P.

Jalciparum (resultado nfio demonstrado).
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A amostra 199 (MS), quando submetida ao PCR com “primers” AL553 ¢
ALBIO1, apresentou fragmento maior que o esperado (800 bp), sendo positiva com
os “primers” CS de P. vivax (AL60 e AL61), e também foi positiva na reagdo pelo
método de “Kimura” com os “primers” correspondentes ao P. vivax e P. falciparum
(resultado ndo demonstrado).

As amostras de DNA dos bugios 102 (SP), 103 (SP), 105 (SP) e 107 (SP),
foram positivas somente nas reagdes de PCR com os “primers” ALBIO1 e AL553,
género especificos e os “primers” CS AL60 e AL61 de P. vivax; nfo apresentando
relacdo com os resultados observados nas reagdes de “Snounou” e “Kimura”.

Em etapa posterior, as amostras de DNA de bugios testadas com os “primers”
utilizados neste estudo e que apresentaram resultados negativos (225 amostras,
exceto as 14 amostras demonstradas na tabela 22), foram submetidas também &
técnica de PCR preconizada por Kimura et al. (1997) (Anexo 5). Os resultados
negativos se repetiram, confirmando aqueles descritos anteriormente.

Os produtos amplificados serdo futuramente submetidos a reagfio de
seqiiénciamento de DNA para comparagio com as seqiiéncias de DNA de plasmédio

disponiveis no “Genebank”.
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2.3. Resultados da Sorologia da Amostra de Bugios (Alouatta caraya)

2.3.1. Determinagiio dos Limiares de Reatividade (“cut-off’) na Reacdo de
ELISA para cada Peptideo

Os limiares de reatividade para discriminagéo dos soros positivos (“cut-off*)
foram obtidos testando-se previamente os cinco peptideos (Pve, Pvk, Pvl, Pm/Pb e

Pf) com soros de macacos sabidamente negativos.

- Controles negativos de macacos: 40 soros negativos; sendo que dentre estes, 7
soros foram coletados de macacos nascidos em cativeiro do Centro Nacional de
Primatas/Pard: 3 amostras de espécimes do género Saimiri (macaco-de-cheiro), 2
amostras de dotus (macaco-da-noite) e 2 amostras de Cebus (macaco-prego); e 43
soros negativos testados por ocasifio da minha dissertagfio de mestrado: 20 soros de
espécimes do género Alouatta e 13 amostras de Cebus (DUARTE, 1998).

Os limiares de reatividade foram determinados acrescentando-se as médias
aritméticas das absorbancias dos soros negativos de macacos, 3 desvios-padrio,
obtendo-se assim os valores dos calculos demonstrados na tabela 22 (cativeiro).
Estes valores foram considerados como “corte” em uma primeira triagem dos soros
de macacos da érea de estudo.

Para evitar a consideragio de soros falsos-positivos, um novo “cut-off” foi
determinado para cada peptideo a partir das absorbancias obtidas de 50 soros da
amostra de bugios, apés a primeira triagem (tabela 23 — 4rea de estudo).

As variagGes das absorbancias dos soros negativos testados (“cativeiro” e
“drea de estudo”) estdo demonstradas na mesma tabela.

Portanto, a positividade para cada peptideo e por conseqiiente, a determinagdo
da prevaléncia na amostra de bugios foi determinada considerando o valor do “cut-

off” da érea de estudo.
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Tabela 23 - Limiares de reatividade (“cut-off’) para as reacdes de ELISA com os 5
peptideos. Amostras de macacos de cativeiro (N=40) e amostras negativas da drea de
estudo (N=50). Dilui¢do do soro: 1:10, conjugado anti-IgG de macaco: 1:3000. Valores
expressos em absorbéncia (414 nm).

Soros Cativeiro Area de Estudo
Peptideos Média D.P. "Cut-off" Média D.P. "Cut-off"
[10pg/ml) DO M+3DP DO M+3DP
Pm/Pb* 0.066 0.042 0.192 0.076 0.049 0.223
(0.034-0.133) (0.008-0.082)

Pve* 0.062 0.018 0.116 0.067 0.027 0.148
(0.011-0.078) (0.023-0.075)

Pvk* 0.092 0.048 0.236 0.103 0.047 0.244
(0.041-0.188) (0.018-0.110)

Pvl* 0.150 0.039 0.267 0.116 0.045 0.251
(0.067-0.194) (0.013-0.121)

P 0.104 0.049 0.251 0.090 0.057 0.261
(0.036-0.203) (0.008-0.105)

* Pm/Pb - P.malariae/P.brasilianum
Pvc - P.vivax Tipo I
Pvk - P.vivax Tipo II
Pvl - P.vivax-like humano
Pf - P.falciparum
M=média das absorbancias; DP=Desvio-Padrio
() - Absorbincias minimas e maximas dos soros negativos (variagiio)

2.3.2. Resultados das Reag¢des de ELISA na Amostra de Bugios

Do nimero total da amostra de soros coletados de bugios (4louatta caraya)
que compde a amostra (n=239), 56 soros foram reativos para anticorpos da classe
IgG contra a proteina circumsporozoita (CS) de plasmédio, que corresponde a uma
soropositividade de 23,4%, CI (95%) (13,3-15,8%).

Enquanto que 29,4% (30/102) da amostra de macacos de Sfo Paulo (SP)
foram positivos, a amostra do Mato Grosso do Sul (MS) resultou em 19,0% (26/137)
de soropositividade.

No total da amostra, 76,6% (183/239) dos soros foram negativos com todos
os peptideos na reagfio de ELISA, sendo 70,6% (72/102) de macacos do lado de SP e
81,0% (111/137) do lado do MS.

Os resultados das freqiiéncias para cada peptideo estio demonstrados na
tabela 24,
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No total, a prevaléncia de reagdes positivas para o “Complexo vivax” foi
13,4% (32/239), sendo 3,8% (9/239) para ambos Pvc e Pvl e 5,9% (14/239) para Pvk.
A positividade para Pm/Pb e Pf foi de 9,6% (23/239) e 8,8% (21/239),
respectivamente.

Nos macacos capturados no lado de SP, a prevaléncia foi de 19,6% (20/102)
para o “Complexo vivax”, sendo 5,9% (6/102) para ambos Pvc e Pvl e 7,8% (8/102)
para Pvk. Com os peptideos Pm/Pb e Pf a porcentagem de positivos foi de 12,7%
(13/102) e 10,8% (11/102), respectivamente.

Os ﬁacacos capturados no lado do MS, apresentaram positividade de 8,8%
(12/137) para o Complexo vivax, sendo 2,2% (3/137) para ambos Pvc e Pvl e 4,4%
(6/137) para Pvk. Com ambos os peptideos de Pm/Pb e Pf a prevaléncia foi de 7,3%
(10/137).

Tabela 24 — Freqiiéncia de resultados positivos para anticorpos da classe IgG contra a
regidio repetitiva da Proteina Circumsporozoita (CS) de plasmédio na reacio de
ELISA, na amostra de bugios (Alouatta caraya) capturados nas margens do rio
Paran4, correspondentes aos lados de Sdo Paulo ¢ Mato Grosso do Sul, regisio de
Presidente Epiticio, abril de 2000 a maio de 2001.

Sdo Paulo Mato Grosso do Sul TOTAL

(n=102) (n=137) (n=239)
Proteina CS - IgG Pos. (%) Pos. (%) Pos. (%)
Pvc* 6 (5,9) 3 (2,2) 9 (3,8)
Pvk’ 8 (7.8) 6 (4,4) 14 (5,9)
Pvi* 6 (5.9 3 (2,2) 9 (3,8
Complexo vivax** 20 (19,6) 12 (8,8) 32 (13,4)
Pm/Pb* 13 (12,7) 10 (7,3) 23 (9,6)
Pf* 11 (10,8) 10 (7,3) 21 (8,8)

*Pve — P. vivax clissico (Tipo 1)
Pvk — P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl — P. vivax-like humano/P, simiovale
Pm/Pb — P. malariae/P. brasilianum
Pf—P. falciparum
**Complexo vivax — total de positivos para a espécie P. vivax

Apesar de haver uma aparente diferenca numérica entre a prevaléncia de
reagles positivas para as duas localidades, a mesma nfio foi estatisticamente

significante entre os peptideos utilizados (p>0,05).
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Na amostra de bugios, 17 soros reagiram com mais de um peptideo,

representando 30,3% (17/56) dos positivos em ELISA; sendo 11 soros de macacos de
SP (11/30=36,7%), e 6 soros de macacos do MS. (6/26=23,1%). Na tabela 25, estido

demonstradas as combinag¢des observadas nos soros que reagiram com mais de um

peptideo.

O namero de soros que apresentaram respostas isoladas (positivo apenas para

1 peptideo) foi de 19 na amostra de SP e 20 na amostra do MS.

Tabela 25 — Nimero de soros positivos que reagiram com mais de um peptideo
CS de plasmédio na reagiio de ELISA, dentre os macacos capturados no lado de
Sao Paulo e no Mato Grosso do Sul. Anticorpos da classe IgG.

Bugios (4louatta caraya)
Proteina CS - IgG

Sio Paulo (n=30)

M.Grosso do Sul (n=26)

Pvc, Pvk, Pm/Pb*

Pvk,Pm/Pb, Pf*

Pve, Pf*

Pvk, Pvl*

Pvk, Pm/Pb*

Pvk, Pf*

Pvl, Pn/Pb*

Pm, Pf*

DI G bt | [ bt | et | e [ BD

SO WINO|-~O|IS

TOTAL

11 (36,7%)

6 (23,1%)

*Pvc — P. vivax classico (Tipo 1)

Pvk — P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl — P. vivax-like humano/P. simiovale
Pm/Pb — P, malariae/P. brasilianum

PI—P. falciparum

A figura 14 demonstra a distribui¢do das absorbancias na reagfio de ELISA,

com os 5 peptideos, nas amostras de soros dos bugios (n=239). Foram considerados

como limiares de reatividade os valores obtidos no calculo dos soros negativos da

“area de estudo”, como descrito na tabela 23 do item 2.3.1.

Na figura 15, pode-se observar a distribuigdo das absorbéncias dos soros dos
bugios capturados no lado de SP (n=102) € no lado do MS (n=137).
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Figura 14 - Distribui¢io das absorbincias dos soros de macacos (4louatta caraya)
para anticorpos da classe IgG contra a regido repetitiva da proteina CS de P.
vivax “classico” Tipo I (Pvc), P. vivax VK247 Tipo II (Pvk), P. vivax like- humano
(®vD), P. malariaelP. brasilianum (Pm/Pb) e P. falciparum (Pf) na reaciio de
ELISA. Limite superior das barras — limiares de reatividade (média +3 desvios-
padrio): Pvc=0.148, Pvk=0.244, Pvi=0.251, Pm/Pb=0.223, P=0.261.
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- Figura 15 - Distribuicfio das absorbancias dos soros de macacos (Alouatta caraya)
capturados no lado de Sdo Paulo e do Mato Grosso do Sul para anticorpos da
classe IgG contra a regiio repetitiva da proteina CS de P. vivax “cldssico” Tipo I
(Pve), P. vivax VK247 Tipo II (Pvk), P. vivax like- humano (Pvl), P. malariae/P.
brasilianum (Pm/Pb) e P. falciparum (Pf) na reacio de ELISA. Limite superior
das barras — limiares de reatividade (média +3 desvios-padrio): Pvc=0.148,
Pvk=0.244, Pvi=0.251, Pm/Pb=0.223, P£=0.261.
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Nota-se ampla dispersdo nas absorbéncias dos soros de bugios positivos, que
oscilaram entre 0.2 e 1.1. Vérios soros apresentaram apresentando absorbancias altas.
Somente o peptideo Pvl apresentou menor absorbéncia (0.6).

A anélise comparativa das médias das absorbincias obtidas com os peptideos
Pve, Pvk, Pvl e Pm/Pb nos macacos capturados no lado de SP e MS n#o demonstrou
diferenca estatisticamente significante (p>0,05).

Houve diferenca estatisticamente significante com o peptideo Pf (p=0.0099).

2.3.3. Determinagiio dos Limiares de Reatividade (“cut-off”) na reacio de

Imunofluorescéncia Indireta (IFI) para cada Antigeno

Os limiares de reatividade para discriminagdio dos soros positivos (“cut-off”)
foram obtidos testando previamente os trés antigenos (P. vivax, P. falciparum e P.
malariae) com soros de macacos sabidamente negativos. Foram utilizados os
mesmos soros controles negativos descritos no item 4.8.1.

O limiar de reatividade determinado, expresso pela reciproca da diluigfio, foi
de 1:40 para os 3 antigenos, uma vez que os todos soros negativos de macacos se

mantiveram sempre abaixo deste titulo.

2.3.4. Resultados das Reacies de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) na Amostra

de Bugios

Do namero total de bugios capturados nas duas localidades (n=239), 76 foram
soros reativos em IFI, para anticorpos da classe IgG contra formas sangiiineas de
plasmédio, que corresponde a uma soropositividade de 31,8%, CI (95%) (21,4-
35,6%).

A prevaléncia de anticorpos para os antigenos de P. vivax, P. malariae e P.
Jalciparum foi de 17,6% (42/239), 13,4% (32/239) e 5,0% (12/239), respectivamente
(tabela 26).
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No total, 163 soros foram negativos para ambos os antigenos, sendo 80 de
macacos capturados no lado de SP e 83 no lado do MS.

Na IFI, a positividade para P. vivax foi de 15,7% (16/102) e de 19,0%
(26/137) nos bugios de SP e MS, respectivamente. Estes soros apresentaram titulos
baixos, sendo que 3 soros apresentaram positividade até o titulo de 80 e os demais
até 40 (dados nfio demonstrados).

Com o antigeno de P. malariae, a prevaléncia foi de 13,4% (32/239), sendo
9,8% (10/102) e 16,1% (22/137) nos macacos de SP e MS, respectivamente. Os
titulos dos ;:oros positivos variaram entre 40 e 320 (17 amostras reativas até o titulo
de 40, 09 até 80, 3 até 160 e 3 até 320 - dados nfio demonstrados). 7

Com o antigeno de P. falciparum, a positividade foi de 5,9% (6/102) na
amostra de macacos de SP e de 4,4% (6/137) nos macacos do MS, sendo que os

soros positivos ndo ultrapassaram o titulo de 1:40 (dados ndo demonstrados).

Tabela 26 — Freqiiéncia de resultados positivos para anticorpos da classe IgG contra
formas sangiiineas de P. vivax, P. malariae ¢ P. falciparum na reagio de
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) nas amostras dos bugios capturados nas margens
do rio Paran4, correspondentes aos lados de Sio Paulo e Mato Grosso do Sul, regiio
de Presidente Epitacio, abril de 2000 a maio de 2001.

Sio Paulo Mato Grosso do Sul TOTAL
(n=102) (n=137) (n=239)
Antigeno Pos. (%) Pos. (%) Pos. (%)
P. vivax 16 (15,7) 26 (19,0) 42 (17,6)
P. malariae 10 (9,8) 22 (16,1) 32 (13,4)
P. falciparum 6 (5,9 6 4,9 12 (5,0)

Apesar de haver uma aparente diferenga numérica entre os antigenos
utilizados, a prevaléncia de reagdes positivas para as duas localidades ndo foi

estatisticamente significante (p>0,05).
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2.3.5. Resultados das Reagdes de ELISA e IFI na Amostra de Bugios de Acordo

com o Sexo

A distribui¢do da soropositividade em ELISA para os peptideos CS na
amostra de macacos de SP, de acordo com o sexo, demonstrou que houve diferenca
siginificante apenas para o peptideo Pf, sendo 16,7% (10/102) para fémeas e 2,4%
(1/102) para machos, enquanto que para os peptideos do “Complexo vivax” ¢ Pm/Pb,
a soropositividade foi semelhante. Em IFI, a positividade para o antigeno de P.
malariae fo& maior nos machos (19%-8/42), com antigenos de P vivax e P.
Jfalciparum ndo se observou distingdo entre as freqiiéncias (Tabela 27).

Na amostra de bugios do MS, a positividade para anticorpos contra o
“Complexo vivax™ se concentrou nas fémeas (11,8%-10/137) em relagfio aos machos
(3,8%-2/137). O mesmo ocorreu com os peptideos Pm/Pb (10,6%-9/137) e Pf (9,4%-
8/137) em relagéio aos machos (1,9%-1/137 e 3,8%-2/137), respectivamente.

Em IFI com o antigeno de P.vivax, novamente as f8meas capturadas no lado
de MS se destacaram apresentando 21,2% (18/137) de positividade em relagfio aos
machos (15,4%-8/137). Com o antigeno de P. malariae, ao contrario, os machos
apresentaram maior prevaléncia (34,6%-18/52) em relagfio as fémeas (4,7%-4/85). A
prevaléncia para P. falciparum foi de 4,7% (4/137) para as fémeas e 3,8% (2/137)

para os machos (Tabela 27).
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Tabela 27 - Freqiiéncia de resultados positivos, segundo o sexo, para anticorpos
da classe IgG contra a regifio repetitiva da Proteina Circumsporozoita (CS) de
plasmédio na reagio de ELISA e contra formas sangiiineas de P. vivax, P.
malariae e P. falciparum na reacio de IFI. Amostras de bugios capturados nas
margens do rio Paran4, correspondentes aos lados de Sio Paulo e Mato Grosso
do Sul, regido de Presidente Epiticio, abril de 2000 a maio de 2001.

Séo Paulo Mato Grosso do Sul
(n=102) (n=137)
Fémea Macho Fémea Macho
(n=60) (n=42) ' (n=85) (n=52)
Pos. (%) Pos. (%) Pos. (%) Pos. (%)
Proteina CS—IgG
Pve* 3 (5,0) 3 (7,1 2 (2,4 1 (1,9)
Pvk* 4 (6,7 4 (9,5 5 (5,9 1 (1,9)
Pvl* 3 (5,0) 3 (7,1 3 (3,5) 0 (0,0)
Complexo 10 (16,7) 10 (23,8) 10 (11,8) 2 (3,8
vivax**
Pm/Pb* 7 (11,7) 6 (14,3) 9 (10,6) 1 (1,9)
Pf* 10 (16,7) 1 (2,4) 8 (9,4) 2 (3,8)
Antigeno - IgG
P. vivax 7 (11,7) 9 (21,4) 18 (21,2) 8 (154
P. malariae 2(3,3) 8 (19,0) 4 4,7 18 (34,6)
P. falciparum 4 (6,7) 2 (4,8) 4 (4,7 2 (3,8)

*Pve — P. vivax classico (Tipo 1)
Pvk — P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl - P. vivax-like humano/P. simiovale

Pm/Pb — P. malariae/P. brasilianum

Pf—P. falciparum

**Complexo vivax — total de positivos para a espécie P. vivax

Apesar das diferengas numéricas, nfo foi observada nenhuma diferenca

estatisticamente significante na andlise comparativa das freqiiéncias em ELISA e IFI,

na amostra de bugios capturados no lado de SP e MS, de acordo com o sexo

(p>0,05).
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2.3.6. Resultados das reagdes de ELISA e IFI na Amostra de Bugios de Acordo

com a Faixa Etaria

A positividade em ELISA, de acordo com a faixa etéria, nos macacos adultos
de SP, foi maior com os peptideos do “Complexo vivax” (19,4%-14/102) em relagéio
aos jovens e senis, sendo que para Pvc e Pvk a mesma foi de 6,9% (5/102) e de 5,6%
(4/102) para Pvl. Com os peptideos Pm/Pb e Pf, a positividade também foi maior
dentre os adultos em relagdo aos jovens e senis (11,1%-8/102 e 12,5%-9/102,
respectivaménte).

Em IFI com o antigeno P. vivax e P. falciparum, a prevaléncia também foi
maior entre os espécimes adultos (16,7%-12/102 e 5,6%-4/102, respectivamente).
Com o antigeno de P. malariae foi maior entre senis e adultos (14,3%-2/14 € 9,7%-

7/72, respectivamente).

Tabela 28 - Freqiiéncia de resultados positivos, segundo a faixa etdria, para anticorpos da classe
IgG contra a regido repetitiva da Proteina Circumsporozoita (CS) de plasmédio na reacio de
ELISA e contra formas sangiiineas de P. vivax, P. malariae e P. falciparum na reacio de IFL
Amostra dos bugios capturados nas margens do rio Parand, correspondentes ao lado de Sdo

Paulo, regifio de Presidente Epitacio, abril de 2000 a maio de 2001.

Séo Paulo (n=102)

Proteina CS - IgG Antigeno - IgG
Pos. (%) Pos.(%)

F.etaria| Pve* Pvk* Pvl* | C.vivax* | Pm/Pb* pe* Pv* Pm* Pf*
Juvenil| 0 (0,0) | 2 (125 | 1 (6,3) | 3 (188) |2 (125 |2 (125 |2 (125 | 1(63) | 0 (0,0)
(n=16)

Adulto | 5 (6,9 5 (6,9 4(56) | 14 (194) 18 (1L, |9 (12,5 |12(06,Y}) 79,7 4 (5,6)
(n=72)

Senil 1 (7Y 1 (7D 17,1 3R2L4) |13Q14H}1000 §2043) 20143) | 2343
(n=14)

*Pve — P. vivax classico (Tipo 1)
Pvk — P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl - P. vivax-like humano/P. simiovale
Pm/Pb — P. malariae/P. brasilianum
Pt~ P. falciparum

**Complexo vivax — total de positivos para a espécie P. vivax

*Pv - P. vivax/Pm — P. malariae | Pf- P. falciparum
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Na andlise das freqiiéncias para anticorpos CS nos macacos do MS,
estratificada por faixa etdria observou-se também maior prevaléncia para os
peptideos do “Complexo vivax™ (10,5%-10/137) entre os espécimes adultos, sendo
5,3% (5/137) para Pvk, 3,2% (3/137) para Pvc e 2,1% (2/137) para Pvl. Com os
peptideos Pf e Pm/Pb, a positividade também foi maior dentre os adultos, 8,4%-
8/137 e 7,4%-7/137, respectivamente.

Em IFl, as prevaléncias foram maiores dentre os adultos em relagiio aos
jovens e senis, sendo 21,1% (20/95) para P. malariae, 16,8% (16/137) para P. vivax
& 6,3% (6/137) para P. falciparum (Tabela 29).

Tabela 29 - Freqiiéncia de resultados positivos, segundo a faixa etdria, para anticorpos da classe
IgG contra a regidio repetitiva da Proteina Circumsporozoita (CS) de plasmédio na reac¢do de
ELISA e contra formas sangiiineas de P. vivax, P. malariae e P. falciparum na reaciio de IFL
Amostras de bugios capturados nas margens do rio Parani, correspondentes ao lado do Mato
Grosso do Sul, regifio de Presidente Epiticio, abril de 2000 a maio de 2001.

Mato Grosso do Sul (n=137)

Proteina CS - IgG Antigeno - IgG
Pos. (%) Pos.(%)

F.etiria | Pvc* Pvk* Pvl* }C.vivax* Pm/Pb* Pf* Pv* Pm* Pr*
Juvenil | 0 (0,0) | 0 (0,0) ] 0 (0,0) | 2 (14,3) 1 (7,1 |3 21,4 ] 00,0 17D |1 @30
(n=14)

Adulto |3 G2 |5G3) 2D [10105 ]| 774 |8 @34 |[16(168)] 20211 ]6 6,3)
(n=95)

Senil 000136613661 27D 1 (3,6) 1 (36) 17250 ] 1(3,6) | 00,0
(n=28)

*Pve — P. vivax clissico (Tipo 1)

Pvk - P. vivax variante VK247 (Tipo 2)

Pvl - P. vivax-like humano/P. simiovale

Pm/Pb - P. malariae/P. brasilianum

Pf-P. falciparum
**Complexo Pv — total de positivos para a espécie P. vivax
*Pv - P. vivax/Pm - P. malariae | Pf - P. falciparum



91

Apesar das diferengas numéricas, nfo foi observada nenhuma diferenca
estatisticamente significante na analise comparativa das freqiiéncias em ELISA e IFI
de acordo com faixa etdria, na amostra de bugios capturados no lado de SP e MS
(p>0,05).

2.3.7. Comparagiio entre os Resultados Positivos para Anticorpos contra
Proteina CS (ELISA) e Contra Formas Assexuadas (IFI) de P. vivax, P. malariae

eP. falciparﬁm na amostra de bugios

Na tabela 30, estio demonstradas 13 amostras positivas que apresentaram
anticorpos contra a proteina CS e contra formas sangiiineas para uma mesma espécie
de plasmédio, sendo 5 amostras de bugios de SP e 8 do MS. Duas destas amostras
reagiram contra duas espécies de plasmddio. A amostra 142 SP reagiu com os
antigenos de Pf (40) e Pm (80) e com os peptideos Pf (1.013) e Pm/Pb (0.487),
respectivamente. A amostra 240 MS reagiu com os antigenos Pv (40) ¢ Pm (80) e

com os peptideos Pvl (0.250) e Pm/Pb (0.857), respectivamente.
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Tabela 30 — Comparaciio entre os resultados positivos para a mesma espécie de
Plasmodium, nas reagdes de IFI e ELISA, das amostras de bugios capturados nas
margens do rio Parani correspondentes aos lados de Siio Paulo e do Mato Grosso do
Sul, regifio de Presidente Epiticio, abril de 2000 a maio de 2001.

IFI - IgG ELISA - IgG
Amostra Antigeno — Formas sangiiineas* Proteina CS**
N°. (Titulo) (Absorbincia — 414 nm)
Sio Paulo
19 Pv (40) Pvk (1.002)
43 Pv (40) Pvc (0.857)
90 Pv (40) Pvc (0.171)
142 Pf (40) Pf (1.013)
Pm (40) Pm/Pb (0.487)
111 Pm (80) Pm/Pb (0.232)
Mato
Grosso
do Sul
51 Pv (40) Pvl (0.255)
67 Pv (40) Pvk (0.487)
213 Pv (40) Pvec (0.161)
240 Pv (40) Pv1 (0.250)
Pm (80) Pm/Pb (0.857)
79 Pf(40) Pf (0.772)
26 Pm (80) Pm/Pb (0.312)
29 Pm (160) Pm/Pb (1.526)
211 Pm (80) Pm/Pb (0.243)

* Pv -~ P. vivax, Pm - P. malariae e Pf- P. falciparum
**Pve ~ P. vivax classico (Tipo 1)

Pvk — P. vivax variante VK247 (Tipo 2)

Pvl - P. vivax-like humano/P. simiovale

Pm/Pb — P. malariae/P. brasilianum

Pf- P. falciparum
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2.3.8. Comparacio entre os Resultados Positivos para Anticorpes Contra
Proteina CS (ELISA) e Contra Formas Assexuadas (IFT) de P. vivax, P. malariae
e P. falciparum na Amostra Humana e de Bugios Capturados no lado de Sio

Paulo

Considerando a grande proximidade entre a populagio humana do Campinal
e a populagdo de bugios que habitava a mata ciliar do Rio do Peixe (SP) antes das
inundagGes i)ara formagéo do reservatdrio, neste item, encontram-se comparadas as
freqiiéncias dos resultados positivos para proteina CS e para formas assexuadas em
ambas amostras, humana e de bugios, capturados no lado de S3o Paulo.

Quanto a prevaléncia para anticorpos contra proteina CS, em ELISA, ambas
amostras, humana ¢ de macacos, apresentaram porcentagem semelhante para o
“Complexo vivax” (22,3% e 19,6%, respectivamente), ndo apresentando grandes
diferencas nas respostas para Pvc, Pvk e Pvl. Para o peptideo Pm/Pb a prevaléncia foi
maior nos bugios, em relagdio aos humanos (12,7% e 3,8%, respectivamente), o

mesmo ocorreu com o Pf(10,8% e 3,8%, respectivamente) (Tabela 31).



Tabela 31 — Comparacfo entre a prevaléncia de anticorpos da classe IgG contra
proteina CS na reagio de ELISA e contra formas sangiiineas em rea¢do de IFI
na amostra humana do Campinal (n=130) e dos bugios capturados no lado de
Sao Paulo (n=102).

Humanos — Campinal Bugios — Sio Paulo

(n=130) (n=102)

Pos. (%) Pos. (%)
Proteina CS-IgG
Pvc* 15 (11,5) 6 (5,9)
Pvk* 4 (3,1) 8 (7,8)
Pvl* 10 (7,7) 6 (5,9
Complexo vivax** 29 (22,3) 20 (19,6)
Pm/Pb* 5 (3,8 13 (12,7)
Pf* 5 (3,8) 11 (10,8)
Antigeno - IsG
P. vivax® 28 (21,5) 16 (15,7)
P. malariae® ** 10 (9,8)
P. falciparum’ 0 (0,0) 6 (5,9

*Pvc — P. vivax classico (Tipo 1), Pvk — P. vivax variante VK247 (Tipo 2)
Pvl - P. vivax-like humano/P. simiovale
Pm/Pb — P. malariae/P. brasilianum

Pf—P. falciparum

**Complexo vivax — total de positivos para a espécie P. vivax
*Pv — antigeno P. vivax/Pm- P. malariae | Pf— P. JSalciparum
4 ¢ Dados incompletos: apenas 30% da amostra humana foi submetida ao teste com este

antigeno.
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28 A . Yy

Comparando a freqiiéncia de anticorpos contra formas sangiiineas entre as
duas amostras, foi observada que a prevaléncia para o antigeno de P. vivax foi maior
tanto em humanos quanto macacos (21,5% e 15,7%, respectivamente) em relagfo ao
antigeno de P. falciparum (0,0% e 5,9%, respectivamente). Ndo foi possivel efetuar
comparagdo entre a prevaléncia de anticorpos contra o antigeno de P. malariae entre
as duas populagdes (humana/Campinal e bugios/SP), pois o teste de IFI foi realizado
com apenas 30% da amostra humana (Tabela 31).

Na Figura 16 comparamos a distribui¢do das absorbancias dos soros positivos
humanos do Campinal e dos macacos capturados no lado de S3o Paulo com os 5
peptideos. Verificou-se uma maior dispersdo nas absorbancias dos soros positivos de
macacos em relagéo aos soros humanos, apresentando maiores absorbincias para os
peptideos Pvc, Pvk e Pf comparadas as absorbancias encontradas nos soros positivos
humanos, que foram menores com uma discreta dispersdo.

Vale ressaltar que a prevaléncia para os peptideos Pf e Pvk foi maior na
amostra de macacos, em relagdo & amostra humana, além dos mesmos apresentarem

maior dispersdo, atingindo absorbincias maiores que 1.0.
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Bugios {SP) x Humanos {Camp-SP)

Absorbancia (414 nm)
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Figura 16 — Comparacio entre a distribuicio das absorbancias, na reacdo de
ELISA, para anticorpos da classe IgG contra a regifio repetitiva da Proteina CS
nos soros da amostra de bugios capturados no lado de Siio Paulo e da amostra
humana do Campinal/SP. Limite superior da barra: limiar de reatividade

(M+3DP):
Macacos : Pve = 0.148, Pvk = 0.244, Pvl = 0.251, Pm/Pb = 0.223 ¢ Pf= 0.261
Humanos: Pvc = 0.135, Pvk = 0.151, Pvl = 0.179, Pm/Pb = 0.127 e Pf= 0.122

Na amostra humana e de bugios capturados no lado de SP, nio foi observada
nenhuma diferenca estatisticamente significante na analise comparativa das médias
das absorbincias obtidas com o peptideo Pm/Pb (p>0,05). Houve diferenga
estatisticamente significante com os peptideos Pve (<0,0001), Pvk (p<0,0001), Pvl

(p<0,0001) e Pf (p<0,0001).
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DISCUSSAO

No exame parasitolégico efetuado na populagdo humana amostrada, nio
detectamos plasmédio nas laminas de gota espessa/esfregaco, confeccionadas
durante a coleta de sangue em janeiro de 2000, confirmando a auséncia de um quadro
de transmissgo de malaria nas 4reas do Campinal e do RLSP.

Os resultados do exame morfolégico das ldminas de bugios capturados nos
lados de Sdo Paulo (SP) e Mato Grosso do Sul (MS) demonstraram a presenga de
plasmodios semelhantes ao P. vivax. A baixa parasitemia, o reduzido niimero de
laminas por espécime e dificuldades na foto-documentagdo das imagens nido
permitiram que os resultados obtidos fornecessem informagdes mais objetivas a
respeito da morfologia destes plasmodios. No entanto, apds exaustivas leituras das
laminas, com auxilio da equipe técnica de diagnéstico da SUCEN, confirmamos
conjuntamente a presenga de parasitos semelhantes ao P. vivax.

Os mesmos visualizados nas liminas apresentaram, em sua maioria,
diferengas no tamanho em relagio as formas de P. vivax, apresentando trofozoitos
pequenos e gametocitos com tamanhos irregulares. As ldminas que apresentaram
formas duvidosas, em decorréncia de ma confecgdo das mesmas e/ou artefatos na
coloragdo, foram consideradas negativas.

O encontro de formas semelhantes a gametdcitos nas ldminas positivas dos
bugios da 4rea de estudo sugeriu a ocorréncia de infecgfio malérica que pode ter
evoluido até o estigio de transmissdo vetorial, situagio que os tornaria,
potencialmente, fontes de infecgo.

Alguns trabalhos relataram a presenga de variagSes morfologicas em
plasmédios de diferentes isolados humanos. EMIN (1914) identificou formas do
parasito no sangue de peregrinos da Asia e Africa, que foram classificados como P.
vivax var. minuta. Stephens (1914, 1915), descreveu o P. tfenue, isolado em pacientes
da India, que apresentava semelhangas ao P. falciparum. Em recente pesquisa
realizada em pacientes de Myanmar, foram identificados 2 tipos de P. malariae-like,
um morfologicamente similar ao P. vivax var. minuta e outro ao P. tenue. Realizando

andlises das seqiiéncias dos genes das subunidades de rRNA e do gene que codifica a
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proteina CS, foi verificada identidade génica ao P. malariae, apesar das semelhangas
com as duas espécies citadas (KAWAMOTO et al., 2002).

Esses resultados demonstraram a existéncia de variabilidade morfologica
entre diferentes isolados geogréficos de P. malariae, o que, certamente, dificultou a
identificagdo de muitos casos de maldria e sugeriram a classificagio de isolados
variantes como novas espécies.

Dados sobre infecgGes maldricas em macacos brasileiros, abrangendo o
periodo de 1937 a 1990, indicaram o P. brasilianum como a espécie geograficamente
mais disperéa, infectando abundantemente macacos das Regides Norte, Sudeste e
Sul; o P. simium, secundariamente, apresentando uma dispersdo mais discreta,
ocorrendo apenas em macacos das Regi6es Sudeste e Sul (DEANE, 1992).

Devido as semelhangas biologicas entre P. brasilianum e P. malariae
(TALIAFERRO, 1932; COCHRANE ét al., 1985; LAL et al.,1988a) e, P. simium e
P. vivax (DEANE 1964; SEED et al., 1976), alguns autores sugeriram tratar-se dos
mesmos parasitos sendo apenas encontrados em hospedeiros diferentes (COATNEY,
1971; DEANE, 1992). Os recentes estudos taxondmicos moleculares demonstraram
que P. malariae e P. brasilianum sio uma mesma espécie, apenas isoladas em
hospedeiros diferentes. (LAL et al., 1988a, LAL e GOLDMAN, 1991,
ESCALANTE et al., 1995); quanto ao P. simium ainda nfo existem evidéncias
suficientes que comprovem sua identidade com o P. vivax.

O trabatho mais recente sobre infecgio maldrica em macacos foi realizado por
FANDEUR et al. (2000) em uma érea de inundagfio no Rio Sinnamary, na Guiana
Francesa, onde foi verificada prevaléncia de 5,6% (12/214) de P. brasilianum nos
macacos capturados (dlouatta seniculus e Saguinus midas), por meio de exame
parasitolégico Estes resultados corroboram com as observagdes feitas por ARRUDA
(1985), ARRUDA et al. (1989) e DEANE (1992) sobre o encontro de P. brasilianum
em macacos da Amazénia. E importante ressaltar que, tanto neste estudo como no
realizado por DEANE (1992), alguns parasitos nfio foram identificados
(considerados apenas como Plasmodium sp.). DEANE ndo descartou a possibilidade
da ocorréncia de outras espécies de plasmédios ainda nfio identificadas na Floresta

Amazodnica.
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Pesquisa semelhante foi realizada com macacos capturados na drea do
reservatério da UHE de Serra da Mesa (Goias) e macacos capturados em dareas de
Mata Atlantica, porém nfio foram encontrados macacos infectados no exame
parasitologico (DUARTE, 1998).

A detecgio de plasmédios em macacos que habitam 4reas de transigdo entre
Mata Atlantica e Cerrado, complementa o conhecimento da malédria simiana no
territoério brasileiro, no entanto a elucidagdo dos aspectos morfologicos pendentes
nesta pesquisa, devera advir de novas tentativas de identificagdo destes parasitos;
confeccionando um maior mimero de ldminas para cada novo espécime coletado e

com isso aumentando a possibilidade de localizagdo e documentagfio dos mesmos.

Na técnica de PCR, nfio ocorreram amplifica¢Ses nas amostras de DNA da
populagdo humana com os “primers” correspondentes a seqiiéncia género especifica
de 18S rRNA (ALBIO1 e AL553), confirmando o resultado observado no exame
parasitologico de gota espessa/esfregaco.

A ocorréncia de infecgdio nos bugios foi confirmada pela amplificagdo de
fragmentos de DNA com os “primers” ALBIO1 e AL553 género especifico, nas
amostras de DNA de bugios capturados nos lados de SP e MS. Entretanto, como
descrito anteriormente, os fragmentos apresentaram tamanhos maiores que os
esperados.

Situacdio semelhante ocorreu com amostras de DNA de bugios que
apresentaram fragmentos amplificados com os “primers” CS de P. vivax (AL60 e
ALG61), porém menores que o esperado.

E comum que fragmentos amplificados apresentem uma pequena variagdo no
tamanho, entretanto os resultados observados mostraram uma variagio maior que a
normalmente esperada, principalmente nos produtos amplificados com os “primers”
CS de P. vivax (AL60 e AL61), que poderiam sugerir amplifica¢des inespecificas.
No entanto, somente a realizagdo do seqiienciamento de DNA destes produtos de
PCR, em etapa futura, possibilitard a verificagdo do grau de similaridade com as

seqiiéncias de plasmodio ja descritas.
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Os “primers” utilizados na presente pesquisa, ja testados em trabalho anterior
da mesma autora, foram submetidos a reagdes com diferentes temperaturas de
alinhamento (“anneling™), onde observamos que pequenas varia¢des crescentes ndo
possibilitaram a amplificagdo de DNA de controles positivos e das amostras positivas
de bugios da 4rea de estudo, portanto as reagbes foram efetuadas com as
temperaturas preconizadas nos respectivos métodos, exceto na reagdo com o0s
“primers” 18S rRNA (ALBO1 e AL553), na qual foi possivel utilizar a temperatura
de 45°C, se;ndo que os fragmentos obtidos com 42°C, de acordo com o método
original, foram obtidos e confirmados 4 45°C.

Adicionalmente, a utilizagdo dos “primers” CS de P. vivax permitem que os
produtos amplificados sejam utilizados na técnica de hibridizacdo com sondas
especificas para a diferencia¢éio das variantes de P. vivax (Pvc, Pvk e Pvl), segundo
metodologia preconizada por Qari et al. (1993).

Com o intuito de cértiﬁcarmos os resultados positivos obtidos no exame
parasitolégico e na técnica de PCR, as amostras de DNA correlatas foram submetidas
aos métodos preconizados por SNOUNOU et al. (1993) e KIMURA et al. (1997) no
Laboratério de Malaria da SUCEN.

No método de “SNOUNOU” nenhuma amostra apresentou amplificagdo. No
método de “Kimura” as amostras 157 MS, 191 MS e 199 MS, positivas com os
“primers” 18S rRNA (ALBO1 e ALS553), amplificaram na primeira rea¢do com os
“primers” género-especifico, e na segunda reagdo, com os espécie-especificos, sendo
positivos para P. vivax, P. falciparum e P. vivax+P. falciparum (infec¢do mista),
respectivamente.

Curiosamente, as amostras de DNA correspondentes as amostras positivas no
exame de gota espessa, ndo amplificaram com os “primers” género especificos
(ALBIO1 e ALS553) e também nos método de “Kimura” e “Snounou”. Estes
resultados negativos poderiam ser discutidos segundo duas situagSes: 1 - baixa
parasitemia “versus” baixa sensibilidade dos “primers”; 2 — modificagdes na
seqiiéncia do gene correspondente ao 18S rRNA, embora saibamos que as seqiiéncias
de DNA ribossdmico s3io altamente conservadas, ndo podemos descartar a

possibilidade da ocorréncia de uma espécie nova ou uma “variante”.
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Vale ressaltar que apenas a amostra a 157 MS apresentou fragmentos
amplificados de tamanhos absolutamente coerentes nas reagdes de PCR, com os
“primers” 18S rRNA (ALBO1 e AL553), com aproximadamente 700 pb e, no método
de “Kimura” com os “primers” espécie-especificos de P. vivax (100 pb).

Considerando que um método serviu como testemunho do outro, e apés
submetermos todas as 239 amostras de DNA de bugios ao método de “Kimura”,
elegemos como resultados verdadeiramente representativos para o nosso estudo
aqueles apresentados pelas amostras positivas em ambos os testes (amostras 157MS,
191MS e 199MS).

Apesar das restrigSes encontradas nos métodos utilizados, conseguimos
atingir o objetivo proposto ‘dentro de um contexto epidemiolégico, ou seja, a
“visualizagio” de infecges por plasmédios em uma populagdo de bugios a partir de
marcadores de DNA gendmico de plasmddios humanos. Talvez as diferengas
observadas nos fragmentos amplificados obtidos e a grande porcentagem de
resultados negativos associada & discordincia com os resultados observados no
exame parasitologico, correspondam a ineficiéncia destes marcadores na detqcc;?io de
plasmédios simianos, a despeito das similaridades genémicas ja descritas.

Na continuidade da pesquisa, serdo necessarios esforgos para otimizar o
método de PCR, levando em consideragdio: 1) o tipo de método utilizado e sua
relagdo com a especificidade e sensibilidade (Nested-PCR, Multiplex, etc.); € 2) o
tipo de marcador mais adequado para identificar a natureza destes parasitos.

Na anilise epidemiolégica que podemos inferir mediante aos resultados
obtidos por meio da técnica de PCR somado aos do exame parasitolégico, sugerimos
a ocorréncia de um quadro de transmissdo de maldria na populagdo de bugios da area
de estudo, cujo agente (s) etiolégico (s) ainda nio pode ser objetivamente
identificado, porém os resultados observados sugeriram a presenca de P. vivax e P.
falciparum.

O envolvimento de P. falciparum em um ciclo de transmissdo entre macacos
do Novo Mundo foi anteriormente abordado por GOZALO et al. (1997), que
encontraram respostas sorologicas contra os antigenos CS (NANP), MSPI e SPf66,
em soros de soros de macacos silvestres do género Saimiri, na regiio de floresta

amazonica do Peru, sugerindo que os mesmos poderiam naturalmente se infectar
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com este plasmédio. Resultados semelhantes foram observados também por
ARRUDA et al. (1989).

Sabemos das similaridades e da proximidade filogenética entre o P.
Jalciparum € o P. reichenowi, plasmédio que infecta chimpanzés (macaco do Velho
Mundo). A regido repetitiva da proteina CS de P. reichenowi (NVNP) difere em
apenas um aminoacido em relagdo a de P. falciparum (NANP e NVDP) (LAL e
GOLDMAN, 1991) e; a analise filogenética da regifio conservada do gene CS das
duas espécies também indicou grande proximidade entre as mesmas (ESCALANTE
et al. 1995).

Estes resultados se somaram as andlises anteriormente feitas no DNA
ribossbmico das duas espécies que indicaram que as mesmas sdo monofiléticas,
sugerindo que o P. falciparum esteve associado aos ancestrais humanos desde a
divergéncia com os grandes macacos (ESCALANTE e AYALA, 1994).

Estamos a frente de uma situagio epidemiolégica complexa e desconhecida,
onde os seus diferentes componentes somente serio elucidados a partir da
continuidade da pesquisa, envolvendo diferentes marcadores moleculares para
detecgdo de plasmédios em seus hospedeiros humanos e simianos e nos vetores
envolvidos neste ciclo de transmiss3o.

A presenga de P. simium j4 havia sido anteriormente notificada em 4reas de
Mata Atlantica no Estado de S#io Paulo (DEANE, 1992), no entanto é de
fundamental interesse a identificagio molecular do plasmoédio(s) presente(s) nos
bugios de nossa 4rea de estudo. Relembramos que futuramente os produtos
amplificados serdio submetidos &s técnicas de seqiienciamento de DNA, juntamente
com a técnica de hibridizagdo com sondas especificas para diferenciacdo das
variantes de P. vivax (Pvc, Pvk e Pvl), que ser4 utilizada concomitantemente, com o

objetivo de identificar as semelhangas e homologias entre o P. simium e o P. vivax.
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A reagio de ELISA, com peptideos sintéticos que mimetizam a porgio
repetitiva da Proteina Circumporozoita (CS), em uma pesquisa epidemiolégica,
permite a observago de resposta sorolégica ao esporozoito, forma infectante do
parasito e, portanto, indica se a populacdo alvo estd ou esteve em contato com
anofelinos infectados por plasmddios.

Porém, vale ressaltar que um resultado positivo para proteina CS ndo indica
necessariamente que o individuo desenvolveu a doenga, pois, para seu
prosseguimento € necessario que um nimero minimo de esporozoitos consiga atingir
0s hepatééitos, segundo a literatura, em condigdes experimentais, seria de
aproximadamente 100 formas (NUSSENZWEIG e NUSSENZWEIG, 1984).

Por se tratar de uma proteina com propriedades imunogénicas, o contato entre
0 homem (ou macaco) e mosquitos infectados, mesmo com uma carga parasitaria
abaixo do que chamariamos de “carga infecciosa”, gera ao longo do tempo, uma
resposta imune que varia conforme o tempo de permanéncia no local e exposi¢do aos
vetores, mesmo na auséncia de manifestacdo clinica da doenca, portanto este
pardmetro esta relacionado diretamente com a endemicidade da doenc¢a. (PHILPOTT
et al., 1990).

Enquanto a presenga de anticorpos contra a proteina CS indica apenas o
contato com esporozoitos, a presenca de anticorpos contra formas sangiiineas
(assexuadas) de plasmoddio indica a existéncia, passada ou presente, de infecgéo
malarica (CURADO, 1995).

Nosso objetivo na pesquisa foi verificar a prevaléncia de anticorpos, da classe
IgG, nos soros de moradores nativos da area de estudo (Campinal), moradores do
Reassentamento Lagoa S&o Paulo (RLSP) e nos macacos (bugios) da regifio (SP e
MS), com a finalidade de observar respostas sorologicas aos possiveis contatos com
esporozoitos, e também respostas soroldgicas ds possiveis infec¢Ges maléricas, ja que
a drea apresenta histdria pregressa de maldria.

Ambas reagdes, ELISA e IFI, foram anteriormente adaptadas e testadas em
pesquisa semelhante da mesma autora, para deteccdo de anticorpos em soros
humanos e de macacos (Duarte, 1998).

A ocorréncia soros falsos — positivos nas reagdes de ELISA foi evitada ap6s

adotarmos como limiares de reatividade, para cada peptideo, aqueles determinados
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nos calculos das absorbancias obtidas com soros negativos humanos e de bugios da
propria area de estudo (“cut-off da area”; Média+3DP). Desta forma, os limiares
foram ajustados de acordo com as variagOes das absorbincias dos soros negativos
dos individuos (ou espécimes) residentes da area de estudo, consegiientemente os
resultados retrataram mais fielmente o perfil sorologico das populagSes estudadas
face ao quadro epidemioldgico da regido.

Néo foram realizados testes de especificidade, pois dispiinhamos de um
volume pequeno de soro, suficiente apenas para realizagio das rea¢des propostas. Em
pesquisa sémelhante, realizada anteriormente pela mesma autora, as seqiiéncias dos 5
peptideos utilizados no atual estudo foram comparadas, por meio do “BLAST at
NCBI”, com outras seqii€ncias de aminoacidos, de origens diversas, ja descritas e
nenhuma homologia estatisticamente significante foi observada (DUARTE, 1998).

ARRUDA et al. (1989) verificaram em um ensaio de inibicdo que os
peptideos Pm/Pb (NAAG); ¢ o Pf (NANP), apresentaram respostas espécie
especificas. Mais recentemente, VOLNEY et al. (2002), realizando testes de inibi¢do
semelhante com os mesmos peptideos (Pf e Pm/Pb), também observaram alta

especificidade dos anticorpos com o peptideo correspondente.

Nos resultados da populagio humana amostrada, observamos uma
significativa prevaléncia de anticorpos contra a proteina CS, demonstrando que os
habitantes desta area estiveram expostos aos esporozoitos de plasmédios.

A positividade mais expressiva foi observada nos residentes do Campinal,
com alta prevaléncia de anticorpos contra os peptideos do “Complexo vivax”, onde
verificamos a presenga de respostas contra as 3 variantes em diferentes proporgdes,
sendo o maior mimero de individuos positivos para Pvc. Detectamos também uma
baixa freqii€ncia de respostas contra Pm/Pb e Pf. Este quadro corresponde a histéria
epidemiolégica do Campinal, onde os casos autdctones de maldria ocorriam
freqiientemente neste local, inclusive o ltimo, notificado em 1993.

Os participantes da amostra do Campinal, em sua maioria, nfo relataram
deslocamentos para éareas endémicas, o fluxo migratério observado ocorre
principalmente entre as regides vizinhas do Mato Grosso do Sul e as cidades

proximas, no lado paulista. A populagfio é sedentéria, sendo a principal atividade a
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agricultura e a pescaria (como lazer), portanto as prevaléncias encontradas
representam um fen6meno local.

No RLSP, a positividade foi bem menos expressiva, porém acompanhando a
tendéncia observada no Campinal, onde o niimero de individuos positivos para
anticorpos contra CS foi maior com os peptideos do “Complexo vivax”, sendo a
maior prevaléncia observada para o peptideo Pvl. Houve a presenga de respostas para
o peptideo Pf e em menor propor¢io Pm/Pb.

A populagdo do RLSP, por conceito, é heterogénea, apresentando em sua
composi956 habitantes oriundos de diversas localidades. Na populagdo amostrada
verificamos que grande parte das pessoas veio de regides préximas, entretanto uma
parcela menor se refere a posseiros, “sem-terra”, pessoas que vieram de outros
assentamentos e de outros Estados, no entanto nenhum dos participantes relatou
deslocamento para areas endémicas. Portanto a positividade observada na populagio
amostrada do RLSP pode ser atribuida a contatos com anofelinos infectados na 4rea
de estudo ou nas adjacéncias, refletindo o quadro epidemiolégico da regisio.

A presenga de respostas contra variantes de P. vivax na populacio humana
amostrada corrobora com os resultados dos estudos realizados no Brasil sobre a
dispersdo destas cepas em 4reas endémicas e nfo endémicas.

Evidéncias soroldgicas da presenga das variantes foram encontradas em
populagdes do Estado do Para e Acre (KREMSNER et al., 1992; OLIVEIRA et al.
1995b; MARRELLI et al., 1997).Um estudo soroepidemiolégico realizado em 4reas
de ocorréncia de malaria autéctone na Mata Atlantica Paulista, notificou também a
presenca de anticorpos contra Pvk e Pvl (CURADO et al, 1997).

Possivelmente, as variantes de P. vivax tenham se dispersado h4 muito tempo,
porém s3o poucos os conhecimentos a respeito de sua epidemiologia e relagdes com
sintomatologia (MACHADO e POVOA, 2000), sendo que a presenga das mesmas em
areas ndo endémicas também ¢ um fendmeno epidemiolégico a ser elucidado.

Outro aspecto que nos chamou a atengdo foi a presenga de soros reativos com
mais de um peptl’deo,‘ ndo s6 entre os peptideos do “Complexo vivax”, mas também
com os peptideos Pf ¢ Pm/Pb. No Campinal o numero destes soros foi maior que

RLSP. Estes resultados indicaram que os moradores de ambas localidades entraram
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em contato, em algum momento, com mosquitos infectados com as diferentes
espécies e variantes de plasmédio.

A possibilidade de reagfio cruzada entre os peptideos CS ¢ pouco provavel,
pois as seqiiéncias de aminoacidos dos mesmos sdo diferentes entre si. Um tnico
trabalho descreveu a ocorréncia de reagdo cruzada entre os peptideos CS de Pm/Pb
[(NAAG)4]s € de PVK (ANGAGNQPG), em soros de indios no Brasil (COCHRANE
et al., 1990).

Na populagdo humana amostrada nenhum soro reagiu positivamente com
ambos os \peptideos Pm/Pb e Pvk. Se considerada vélida a existéncia de reacéo
cruzada entre as respostas contra estes plasmodios, a mesma parece ter ocorrido em
baixa freqiiéncia nesta pesquisa.

Na distribui¢do das absorbincias dos soros positivos verificamos apenas uma
amostra altamente reativa para o peptideo Pm/Pb, apresentando absorbancia de
1.085. Este resultado nos chamou a atengo, pois se trata de uma amostra pertencente
a uma moradora do Campinal que nunca saiu da regifio e, portanto a resposta
imunolégica corresponde a uma ocorréncia local de contato com anofelinos
infectados com Pm/Pb. Considerando que as identidades antigénicas, biolégicas e
genéticas determinam que P. malariae e P. brasilianum se referem a uma espécie
Unica, a prevaléncia encontrada na populagdio humana aponta fortemente para uma
interagdo local entre mosquitos, humanos e macacos.

Na anlise da prevaléncia de anticorpos contra CS entre grupos definidos por
sexo, faixa etdria e ocupagdo, e entre as duas localidades, nfio foram identificadas
associagdes ou diferengas estatisticamente significantes. Entretanto, observamos
correlagdo direta entre o tempo de residéncia e a positividade dos soros tanto no
Campinal quanto no RLSP (p<0,001).

No Campinal, a presenga de respostas as variantes do “Complexo vivax” foi
acentuada no grupo de moradores que estfio na area ha mais de 10 anos, sendo que
respostas contra o peptideo Pvk s6 apareceram na ultima faixa. Para as demais faixas,
observamos baixa positividade para os peptideos Pvc e Pvl, sendo que niio houve

positividade nos soros de individuos residente a menos de um ano na area.
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No RLSP, as respostas contra os peptideos do “Complexo vivax”
acompanharam a tendéncia observada no Campinal, porém com um menor nimero
de positivos. A faixa dos residentes, com mais de 21 anos na drea, apresentou o
maior nimero de positivos, sendo observadas respostas contra os trés peptideos (Pvec,
Pvk e Pvl); os positivos para Pvc e Pvk s6 ocorreram na mesma. Nas demais faixas,
foi observada baixa positividade para Pvl. Os individuos que residiam hd menos ou
até 5 anos, ndo apresentaram positividade para os peptideos do “Complexo vivax”.

Em relagdo as respostas observadas contra os peptideos CS de Pf, no
Campinal e no RLSP, os individuos positivos para 0 mesmo habitam a drea ha mais
de 11 anos.

Diferentemente ao ocorrido com o P. falciparum, observou-se dentre os
residentes hd menos de 1 ano, positividade para o peptideo Pm/Pb, em ambas
localidades. Curiosamente, nas faixas de 2-5 e 6-10, os residentes foram negativos e,
individuos positivos apareceram na faixa de 11-20, em ambas localidades.

Os resultados acima indicaram a presenga de respostas antigas e recentes
contra anticorpos CS nesta populaggo, sugerindo que os contatos com anofelinos
infectados promovem a resposta imune da populagdo local, independentemente do
surgimento de casos.

A auséncia de resultados positivos para Pvk e Pf entre os individuos que
residem até10 anos e paralelamente, a presenca de positivos nos que residem ha mais
de 10 anos, em ambas localidades, podem sugerir que estes parasitos ndo estejam

circulando na regio.

A freqiiéncia de anticorpos contra formas sangiiineas de P. vivax, em reagio
de IFI, na popula¢do humana amostrada, foi alta no Campinal e no RLSP, no entanto,
o titulo dos anticorpos nos soros positivos foi baixo (até 160).

Ndo foram identificadas associagbes ou diferengas estatisticamente
significantes nas analises das freqiiéncias de anticorpos contra o antigeno de P. vivax,
entre os grupos € entre as duas localidades, considerando as seguintes varidveis
epidemiologicas: sexo, faixa etaria e ocupagio.

Quanto ao tempo de residéncia na édrea, observamos no Campinal a presenga

de um individuo positivo para o antigeno P. vivax, que reside a menos de um ano no
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local, e 1 positivo na faixa de 2-5 anos. Nas faixas de 6-10, 11-20 ¢ >21 anos no
local, a tendéncia de positividade foi crescente. No RLSP, ndo ocorreu positividade
entre os individuos residentes hid menos de um ano, enquanto que nas demais faixas
os resultados foram semelhantes com aos descritos no Campinal.

Estes resultados sugerem que estes individuos desenvolveram infec¢do, em
algum momento, talvez em situagdes passadas de transmissdo, pois os mesmos
apresentaram resultados negativos no exame parasitoldgico e na reagdo de PCR, no
entanto, ndo podemos desconsiderar a possibilidade de ocorréncia de casos
assintomaticos em periodos anteriores a nossa pesquisa.

N&o ocorreram respostas contra o antigeno de P. falciparum na populagio
humana de ambas as localidades, Campinal ¢ RLSP, este resultado associado aos
resultados da prevaléncia de anticorpos contra CS de Pf, onde a mesma foi observada
somente nos residentes mais antigos, refor¢a a idéia que este plasmddio realmente
ndo estd circulando na popula¢do humana da 4rea de estudo.

A quantidade de antigeno de P. malariae néo foi suficiente para realizarmos o
teste da totalidade da amostragem humana, entretanto dentre as amostras testadas
(30% da totalidade + 7 amostras positivas em ELISA com o peptideo Pm/Pb), apenas
1 foi positiva até o titulo de 160 (positiva também em ELISA).

Apesar a baixa freqii€ncia de soros positivos para CS e formas sangiiineas de
P. malariae, a presenga de um soro altamente positivo para Pm/Pb de uma antiga
residente do Campinal, e a detecgfio de um soro positivo, na reagio de IFI, sugerem a

circulaggio desta espécie na populago humana da 4rea de estudo.

Comparando os resultados dos soros positivos da populagio humana
amostrada, nos testes de ELISA e IFI, observamos em alguns soros, rela¢do entre as
respostas contra CS e formas sangiiineas de P.vivax, principalmente no Campinal e
em menor proporgio do RLSP. Estes dados indicam significativa similaridade nas
respostas, sugerindo o contato destes individuos com plasmédios e a ocorréncia de

infecgdes maldricas, possivelmente assintomaticas e com parasitemia sub-patente.
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Em resumo, os resultados sorologicos demonstraram que as populagdes
humanas de ambas localidades mantiveram contato com esporozoitos, mesmo em
periodos de auséncia de casos. O desenvolvimento gradual de resposta sorologica
contra a proteina CS, possivelmente se deu por meio de exposi¢des constantes a
mosquitos infectados com baixas cargas de esporozoitos, insuficientes para dar
prosseguimento a infecgfo. Esta situagdo justificaria a presenca de anticorpos contra
CS concomitante a auséncia de infecgdes maldricas patentes. Sendo que a
manuten¢do deste quadro epidemiologico se explicaria baseada em duas hipéteses: a
presenga de portadores assitomaticos; ou o envolvimento de bugios no ciclo de
transmissdo, atuando como reservatorios dos parasitos.

Adicionalmente, relembramos que o ultimo caso autéctone foi notificado em
1993, portanto, podemos concluir que, no momento em que foi realizada a coleta de
sangue da populagdo (janeiro/2000), niio existia uma situagfo patente de transmissio
de P. vivax. Para elucidar os diversos aspectos decorrentes de nossa investigagio
seria necessdria a continuidade da pesquisa, estruturada em um modelo longitudinal
de estudo, onde a populagiio fosse acompanhada, com exames periédicos para

detecgdo de parasitos da maldria em concomitante aos testes sorologicos.

Na amostra de bugios da drea de estudo verificamos situagio semelhante &
observada na populagdo humana, onde um significativo grau de respostas contra a
proteina CS indica o contato desta populagfio com esporozoitos de plasmédio.

Nos macacos capturados no lado de SP, observamos expressiva positividade
entre os peptideos do “Complexo vivax” (19,6%), sendo o maior ntmero de
espécimes positivos com o peptideo Pvk, seguido de Pvl e Pvc. Nos macacos
capturados no lado do MS, a maior prevaléncia também foi para a variante Pvk.

Com os peptideos Pm/Pb e Pf a positividade foi maior dentre os macacos de
SP (12,7% e 10,8%, respectivamente) em relagio aos macacos do MS (7,3% para
ambos os peptideos).

Considerando a distribuigfo territorial destes animais e a presenga do rio
Parana como divisor de ambientes, as populagdes amostradas envolvidas pertencem a
duas éreas isoladas e com caracteristicas ecoldgicas distintas. Entretanto, os

resultados gerais da pesquisa de anticorpos contra CS indicaram que ambas
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populagdes sofreram desafios por esporozoitos do “Complexo vivax”, P.
malariae/P.brasilianum e P. falciparum, de forma semelhante.

As respostas sorologicas para CS corroboram na caracteriza¢do de um quadro
de transmiss@o nos habitats destes macacos, confirmando o contato dos mesmos com
a fauna anofélica local, pois sabemos que os bugios delimitam seus territorios em
funcdo de presenga de 4gua e alimentos. Os territérios podem abranger alguns
quildmetros, de acordo com as caracteristicas geograficas de cada 4rea associadas as
necessidades de sobrevivéncia de cada grupo (AURICCHIO, 1995).

Um significativo numero de soros de bugios positivos reagiu com mais de um
peptideo, indicando que estes animais foram desafiados por diferentes espécies e
variantes de plasmédios. Destes, trés apresentaram-se reativos para Pm/Pb e Pvk, o
que, segundo Cochrane et al. (1990), poderia ser uma reagdo cruzada entre os
mesmos, porém pela baixa freqii€ncia na amostra total de bugios e pela auséncia
desta situa¢do na amostra humana preferimos desconsiderar esta possibilidade.

Na distribuicdo das absorbincias dos soros positivos, verificamos que
algumas amostras apresentaram alta reatividade, com picos de até 1.2, exceto os
soros positivos para Pvl, que apresentaram uma dispersio mais discreta (0.2-0.6).

Na andlise da distribui¢do da positividade entre os grupos para anticorpos
contra CS, segundo as varidveis sexo e faixa etdria, nfio foram identificadas
associagdes ou diferengas estatisticamente significantes.

A freqiiéncia de anticorpos contra formas sangiiineas de plasmédio, em
reagdo de IFI, nos macacos de SP, foi mais alta com o antigeno de P. vivax em
relagdo ao antigeno de P. falciparum. Nos macacos do MS observamos a mesma
tendéncia. O titulo dos soros positivos foi baixo, ndo ultrapassando a diluicgio de 1:40
(positivos no limiar de reatividade). Na analise da prevaléncia de anticorpos contra
os antigenos de P. vivax e P. falciparum, entre os grupos definidos por sexo e faixa
etdria, ¢ entre as localidades, nfio foram identificadas associagdes ou diferengas

estatisticamente significantes.
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Estes resultados indicaram que, em algum momento, os espécimes positivos
geraram resposta imune contra formas sangiiineas de P. vivax e P. falciparum.

Em relaco ao antigeno de P. malariae, a positividade foi de 9,8% e 16,1%
nos macacos de SP e MS, respectivamente; sendo que trés soros atingiram o titulo de
320, nfio deixando davidas quanto & ocorréncia de uma infecgdo por esta espécie de
plasmoédio.

Comparando os resultados dos soros positivos da populagiio amostrada nos
testes de ELISA e IFI, observamos relagfio entre as respostas contra CS e formas
sangﬁineaé de P. vivax, P. malariae ¢ P. falciparum, sugerindo o contato com
esporozoitos e sinais sorologicos decorrentes da infecgdo por uma mesma espécie de
plasmédio nos espécimes positivos.

Néo comparamos os resultados de sorologia com o exame parasitolégico, pois
os mesmos podem refletir contatos com os agentes e infecgdes que ocorreram em
diferentes periodos. Citamos apenas que, das amostras positivas no exame
parasitolégico e na sorologia, observamos que 2 amostras que apresentaram formas
semelhantes a plasmoédios em gota espessa (178 SP e 121 MS) e foram positivas
para Pm/Pb na reagdio de ELISA. Da mesma forma, a amostra 244 MS foi positiva na
gota espessa e na reacdo de IFI, com o antigeno de P. vivax.

O carater inédito dos resultados observados na populagio de bugios da drea
de estudo, suscita a ocorréncia de quadros epidemiolégicos onde a maldria humana e
simiana se mesclam, em uma situagio de transmissdo silenciosa, na qual, pouco se
sabe sobre a sua dindmica e os vetores envolvidos na mesma. Neste momento
podemos comparar nosso estudo com situagdes epidemiolégicas semelhantes,
anteriormente relatadas, em trabalhos anteriores correlatos.

ARRUDA et al.(1989) realizaram um estudo de maldria em tribos indigenas e
macacos silvestres na regiio do Alto Xingu, no qual observaram alta prevaléncia de
anticorpos contra formas sangiiineas de P. vivax , P. malariae e P. falciparum, e
contra proteina CS de P. brasilianum/P.malariae, P. vivax “cldssico” e P.
Jalciparum nos soros de indios e de 28 macacos silvestres (bugios — Alouatta sp. e
macacos-de-cheiro - Saimiri sp.). Em 13 macacos criados como animais de

estimagdo, também foi verificada alta positividade. Tais dados foram considerados
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como fortes indicativos da existéncia de uma interagfio entre a malaria simiana e
humana, naquela situagio epidemioldgica.

A presenga de anticorpos das classes IgM e IgG contra MSP1, SPf66 e CS de
P. falciparum foi observada em macacos (Saimiri sciureus macrodon) capturados na
floresta amazodnica do Peru. A resposta para estes antigenos apontaram fortemente
para a ocorréncia de infec¢do por P. falciparum nestes animais. A proteina CS
indicou o contato com mosquitos infectados com esporozoitos desta espécie. A
proteina recombinante MSP1, que representa parte de uma proteina dos merozoitos,
altamente conservada entre as diversas cepas ja isoladas de P. falciparum, é um
antigeno espécie-especifico (BLACKMAN er al,, 1990); e finalmente o antigeno
SPf66 presente somente em formas assexuadas do parasito, corroboram para a
hipétese de ocorréncia de infecgdo por este plasmédio. Os autores discutem a
possibilidade de assintomatologia, uma vez que, nenhum dos macacos considerados
no estudo apresentou sinais de maldria (GOZALO et al., 1997).

Resultados similares também foram observados em bugios (4louatta caraya)
capturados na regifio da UHE de Serra da Mesa (regido de Cerrado, norte do Estado
de Goids), onde os espécimes positivos apresentaram baixos niveis de anticorpos IgG
e IgM (40 e 80) contra os antigenos de P. falciparum e P. malarige. Um soro
positivo atingiu o titulo de 1:5.120 (IgG) com o antigeno de P. falciparum, sugerindo
a ocorréncia de infecgdo por esta espécie. No mesmo estudo, foram observados
titulos de até 1:320 para anticorpos contra o antigeno sangiiineo de P. vivax em
bugios (4louatta fusca) da Mata Atlantica do Estado de Sdo Paulo. Anticorpos contra
proteina CS do “Complexo vivax”, Pm/Pb e Pf também foram verificados em
diferentes propor¢des nos macacos da Serra da Mesa e da Mata Atlantica (DUARTE,
1998).

VOLNEY et al. (2002), realizaram uma pesquisa soroepidemiolégica na
Guiana Francesa, envolvendo populagio humana e simina, onde encontraram alta
freqii€ncia de anticorpos contra formas sangiiineas de P. malariae, P. falciparum e P.
vivax em 113 macacos (81 Alouatta seniculus macconnelli, 29 Saguinus midas midas
e 3 Pithecia pithecia, macacos exclusivamente amazdnicos). E demonstrou também a

presenga de altos niveis de anticorpos contra CS de Pm/Pb, Pf, Pvc, Pvk ¢ Pvl, na
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populagio humana e simiana, ressaltando os resultados dos bugios que foram
bastante significativos para a espécie presente naquela regido, Alouatta senicullus

Em época anterior as inundagdes para a formagdo do reservatério da UHE de
Porto Primavera, os bugios capturados no lado de Sio Paulo, viviam nas matas
ciliares, ao longo da margem direita do rio Paran, em é4reas préximas ao Campinal.

Considerando que a populagdo humana (Campinal) e bugios (SP), conviviam
proximamente e possivelmente estavam expostas as mesmas populacdes de
anofelinos, realizamos a comparagfo dos resultados sorolégicos com a finalidade de
levantarmos evidéncias sobre a relagdo entre a maldria humana e simiana.

As freqiiéncias de respostas sorolégicas para os peptideos do “Complexo
vivax” foram semelhantes em ambas populagdes amostradas, ocorrendo Pvc, Pvk e
Pvl em diferentes proporgdes, entretanto a maior positividade foi observada para os
peptideos Pvc e Pvl na amostra humana, e Pvk na amostra de bugios.

Estes resultados conferem grande similaridade nas respostas observadas para
a espécie P. vivax em ambas as populagdes.

Com o peptideo Pf, observamos maior positividade na amostra de bugios em
relagdo a amostra humana do Campinal. E em IFI, com o antigeno de P. falciparum
foi verificada prevaléncia de anticorpos nos bugios e auséncia de positivos na
amostra humana do Campinal para este antigeno.

Estes dados sugerem que a populagio humana, apesar de exposta aos contatos
com esporozoitos de P. falciparum nfio desenvolve infecg¢do, ao contrario da
populagdo de bugios, que apresentou sinais sorolégicos de desenvolvimento da
doenca. Estes resultados associados ao resultado de 2 amostras de bugios positivos
para P. falciparum no PCR, reforgam a possibilidade da presen¢a do mesmo na
populagdo de macacos da regido.

Com o peptideo Pm/Pb, a positividade foi mais alta nos bugios de SP em
relagdo a populagfio humana do Campinal. Entretanto a amostra que apresentou alto
nivel de anticorpos contra o peptideo foi de uma moradora do Campinal, sugerindo
que os esporozoitos desta espécie estaria circulando entre as duas populagdes,
humana e simiana, apesar da auséncia de casos de P. malariae na regido

(comunicac¢do pessoal/SUCEN Regional de Presidente Prudente). A freqiiéncia de
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anticorpos contra formas sangiiineas nos macacos de SP e a presenca de um tunico
soro humano positivo para o mesmo antigeno corroboram com esta hipétese.

Comparando a distribui¢io das absorbancias dos soros positivos humanos e
dos bugios, verificamos diferencas estatisticamente significantes nos niveis de
anticorpos contra os peptideos do “Complexo vivax” e Pf, indicando que os bugios
sdo mais intensamente desafiados pelos mesmos. E uma igualdade nas respostas para
o peptideo Pm/Pb, sugerindo que ambas populagdes estiveram igualmente expostas a
esta espécie. No entanto, ¢ importante relembrar que estes resultados, ndo indicam
necessariamente que os contatos com esporozoitos evoluiram para um quadro de
infecgdo.

A presenga de anticorpos em populagdes humana e de macacos,
simultaneamente foi observada no trabalho de ARRUDA et al. (1989), que verificou
respostas sorologicas contra a proteina CS e antigenos de formas sangiiineas de P.
Jalciparum, P. malariae e P. vivax em indios e macacos silvestres de mesma area.
Devido as similaridades entre P. malariae e P. brasilianum e as evidéncias
apresentadas no trabalho, os autores aventaram a possibilidade de relacdo entre a
malaria humana e simiana em fungfio das respostas encontradas em naquelas
populagGes, entretanto ndo discutiram sobre os resultados da sorologia dos macacos
para P. vivax e P. falciparum.

VOLNEY et al. (2002), em pesquisa sorologica conduzida em &reas
malarigenas da Guiana Francesa, observaram a presenga de anticorpos em
popula¢des humanas de indios e descendentes de escravos e em macacos da mesma
regido. O resultado que mais chamou a atengfio foi alta prevaléncia de anticorpos
contra formas sangiiineas de P. falciparum nos macacos, comparados com a
populagdo humana. A presenga de anticorpos contra peptideos do “Complexo vivax”
e contra Pm/Pb sugeriram os macacos s3o freqiientemente picados por vetores
infectados por esporozoitos de espécies de plasmédio que infectam humanos,
sugerindo uma situagio de transmissdo envolvendo simultaneamente humanos e

primatas neotropicais.
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Consideracdes Finais

As andlises que realizamos até o momento nos forneceram indicativos da
existéncia de dois quadros epidemiolégicos distintos, um sendo o reflexo da histéria
pregressa da maldria humana na regiio e o outro, a maldria que ocorre nas
populagdes de bugios, que pode estar relacionada ao quadro humano de transmisséo,
ou nio.

Nido podemos afirmar que as respostas imunes observadas em ambas
populagdes se correlacionem diretamente, pois ainda ndio foi possivel identificar,
com clareza, a natureza dos agentes, os mecanismos de transmissdo dos mesmos em
macacos silvestres, bem como os vetores competentes neste quadro epidemiolégico.

Os indicios da ocorréncia de infecgdes humanas, observados nos resultados
da IFI com antigenos de formas sangiiineas de P. vivax, a correlagio dos mesmos
com a prevaléncia observada para os peptideos do “Complexo vivax”, em ELISA,
em individuos que residiam ha pouco tempo na 4rea de estudo, sio fortes indicativos
da ocorréncia de casos assintomaticos e da presenca de reservatérios humanos.
Entretanto a elucidagdo destes aspectos permanece na dependéncia do
prosseguimento de pesquisas que comprovem ou néo esta hip6tese.

Alguns trabalhos reportam informagdes atuais e fundamentais sobre o
assunto.

CURADO et al., (1997) em um estudo soroepidemiolégico conduzido em
populagdes humanas da Mata Atlantica Paulista, observaram alta prevaléncia de
anticorpos contra antigenos sangiiineos de P. vivax e P. malariae, que sugeriram a
ocorréncia de quadro assintomético, envolvendo individuos que poderiam atuar
como reservatérios de plasmodios humanos e/ou simianos.

CURADO (2003) realizando estudo epidemiolégico na populagiio humana do
Parque Estadual de Intervales (regifio do Vale do Ribeira, Mata Atlantica paulista),
detectou, por meio de PCR, a presenga de portadores assintomaticos, dentre
individuos que apresentaram resultados positivo para anticorpos da classe IgM contra
P. vivax € P. malariae, no teste de IFI.

Em regido Amazodnica, ALVES er al. (2002), verificaram alta prevaléncia de

infecgdes assintométicas por P. vivax e P. falciparum em populagdes ribeirinhas no
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Estado de Rondonia e discutiram esta situagfo frente a atual estratégia de controle da
maldria que trata somente pacientes sintomaticos. CAVASINI er al. (2000)
pesquisando a prevaléncia de P. malariae em Ronddnia por meio de da técnica PCR,
verificaram que o mesmo aparece associado em infec¢Ses por P. vivax e P.
Jfalciparum, ndo sendo identificado pelo método de diagnéstico convencional,
caracterizando um quadro de assintomatologia e sub - notificagio para este parasito.

Em éreas com historia pregressa da doenga, com a presenca de anofelinos e
uma situagdo de risco potencial de re-introdugfio da maldria, a discussdo das medidas
preventivas devem abordar as principais implicagdes dos quadros de transmissdo
assintomaticos.

Em nossa édrea de estudo, como dito anteriormente, foi observado o
recrudescimento dos criadouros de anofelinos, o conseqiiente aumento da densidade
de espécies antropofilicas An. darlingi e An. albitarsis, e de algumas espécies vetoras
com habitos silvestres como o An. galvaoi e An. rondoni, ap6s estabilizagio do lago
formado pelo reservatério da UHE. As 4areas de florestas remanescentes ou
secunddrias, entremeando as habitagdes concorrem para o repouso das fémeas de
anofelinos, que se abrigam e se dispersam em busca de alimento. O repasto
sangiiineo nestas dreas certamente se intensificara sobre a populagdo humana e em
concomitante sobre os bugios que ainda habitam aquela 4rea, apesar da grande
maioria de macacos ter sido transferida para areas de reserva florestal no Estado do
Mato Grosso do Sul.

Este quadro associado ao grande fluxo de pessoas que circulam nas vias de
acesso entre os Estados de Séo Paulo e Mato Grosso do Sul, indica uma situagéo
propicia para o ressurgimento da maléria na regifio, que deve ser acompanhada para
que futuros problemas sejam evitados.

A competéncia e a capacidade das espécies silvestres de anofelinos da 4rea de
estudo ainda ¢ desconhecida, portanto nio sabemos quais vetores estdio envolvidos
no quadro de maldria simiana, e se 0s mesmos poderiam atuar na transmissio da
humana.

Até onde sabemos, a tinica espécie comprovadamente vetora de plasmédios
simianos é o An. (Kerteszia) cruzii, responsavel pela transmissdo do P. simium e P.

brasilianum, em regides de Mata Atlantica do Sudeste e Sul (DEANE, 1992).
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Para a elucidagdo dos mecanismos de transmissdo envolvidos nesta situagfio
epidemiolégica particular, serfio necessdrias pesquisas entomolégicas mais
complexas, que identifiquem as espécies vetoras envolvidas e a utilizagfio da técnica
de PCR para identificagdo da infecgfio nos anofelinos.

Apesar das diferengas biogeograficas, os resultados de pesquisas realizadas
por ARRUDA et al. (1989), GOZALO et al. (1997) e VOLNEY et al. (2002),
apresentam grande semelhanga com os nossos dados, suscitando aspectos comuns da
maldria simiana em diferentes populagdes de macacos do Novo Mundo.

Os resultados do PCR indicaram a presenca de plasmddios nos bugios da area
de estudo, entretanto os produtos amplificados das amostras positivas suscitaram
duvidas que s6 serfio respondidas apés o seqiienciamento de DNA e a utilizagdio de
novos marcadores em estudos futuros. Os dados indicaram preliminarmente que as
espécies envolvidas sdo semelhantes a P. vivax e P. falciparum.

Sabemos que diferentes isolados de plasmédio podem apresentar variagSes
morfolégica, biolégicas e moleculares, como discorrido ao longo desta dissertagio.
LI et al., (2001) em estudos experimentais, verificaram que cepas de P. vivax do
Velho Mundo e do Novo Mundo se comportam diferentemente quando introduzidas
em An. albimanus sugerindo que, na natureza, de acordo com as relagdes
estabelecidas com os vetores, ocorram processos de adaptacio, originando variages
entre isolados de diferentes partes do mundo. Esta hipétese corrobora com aquela
proposta por COATNEY (1971), segundo a qual o P. brasilianum e o P.simium
seriam cepas de P. malariae e P. vivax, respectivamente, adaptadas aos macacos do
Novo Mundo; se considerarmos que vetores, portadores destes isolados geograficos,
apresentassem a capacidade de transmiti-los a primatas nfio humanos.

A continuidade desta linha de pesquisa podera trazer importantes respostas
sobre os mecanismos de interagdo dos plasmédios em hospedeiros humanos e
simianos, bem como esclarecer pontos obscuros da relagéo evolutiva dos parasitas da

malaria.
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CONCLUSOES

1 — Os resultados negativos, observados no exame parasitolégico € nas reagdes de
PCR, indicaram a auséncia de um quadro patente de transmissdo de mal4ria humana

na area de estudo;

2 — Os resultados positivos, observados nas rea¢des de ELISA, indicaram o contato
da populagdo humana com esporozoitos do “Complexo vivax” (Pvc, Pvk e Pvl), Pfe
Pm/Pb;

3 — A positividade verificada com os peptideos CS na populagio humana nio se
relacionou com a idade, sexo e tipo de ocupagdo. Contudo, a prevaléncia aumentou
de acordo com o tempo de residéncia na drea. A presen¢a de individuos que
moravam hd pouco tempo na é4rea e apresentaram resultados positivos, indicou
contatos recentes com anofelinos infectados com esporozoitos de plasmédios

humanos e/ou simianos;

4 — Os resultados positivos observados nas rea¢des de IFI com o antigeno de P.
vivax, sugeriram infecgGes antigas ou uma situagdo de assintomatologia na populagio
humana. Os resultados negativos com o antigeno de P. falciparum indicaram a

auséncia de infecgdes por este plasmédio;

S — Os resultados do exame parasitologico dos bugios (dlouatta caraya) capturados
nos lados de Sdo Paulo (SP) e Mato Grosso do Sul (MS), indicaram a presenca de

plasmédio semelhante ao P. vivax humano;

6- Os resultados positivos, nas reagdes de PCR, indicaram a presenca de plasmédios

semelhantes ao P. vivax e P falciparum na populagdo de bugios da 4rea de estudo;
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7 — Os resultados positivos, observados nas rea¢des de ELISA, indicaram o contato
da populago de bugios de SP e MS com esporozoitos do “Complexo vivax” (Pvc,
Pvk e Pvl), Pfe Pm/Pb;

8 - A positividade verificada com os peptideos CS na populagdo de bugios de SP e

MS ndo se relacionou com a idade e sexo;

9 — Os resultados positivos, observados nas reagdes de IFI, com o antigeno de P.
vivax, P. malariae e P. falciparum sugeriram a ocorréncia de infec¢des maléricas na

populag@o de bugios;

10 — A comparagdo dos resultados parasitolégicos da populagio humana do
Campinal (SP) e dos bugios capturados no lado de SP, sugere a presenca de um
quadro de transmissfio na populagio de macacos (P. vivax, P. malariae e P.

Jalciparum), que possivelmente envolve a populagdo humana;

11 — A comparagdo dos resultados sorologicos indicou relagio entre as respostas
observadas em ambas as populagdes, sugerindo que, tanto a populacio humana
quanto a simiana estd exposta ao contato com anofelinos infectados com

esporozoitos de P. vivax, P. malariae ¢ P. falciparum.
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N°: Data:

Nome:

ANEXO 1

Faculdade de Saide Piiblica USP —- Dept. Epidemiologia

Projeto: Investigacio de Maliria na Barragem de Porto Primavera

Local: GPS:

Idade:

Sexo: F( ) M( )

- Grau de Parentesco: ( ) Permanente ( ) Visitante

Naturalidade:

Profissio:

Endereco: n

Reside a quanto tempo no local: (anos) (meses)

Residéncias anteriores (Local/Cidade/Estado):

Atividades desenvolvidas (trabalho e lazer /caga e pesca) (Onde?):

Deslocamento e Viagens para outras areas (Cidade/Estado/més/ano/

tempo de permanéncia)

Presenga de Permilongos: () Domicilio ( ) Peri-domicilio ( ) Néo acusa

Abundancia () Muitos ( ) Poucos

Em que época do ano: Em que horério:

Mora préximo de colegdes de dguas: ( ) Sim () Nio / Distdncia Km

Mora préximo de matas: ( ) Sim ( ) Nio Distancia Km

Vé macacos?: ( )Sim ( )Nido



Recentemente teve: Calafrio, febre, sudorese, dor de cabeca, dor no corpo/
abdominal, nduseas, vOomitos.

( )Sim ( )Na&o (riscar o indicado)

Ja teve malaria? ( ) Sim ( ) N#o Quando/Onde?

Qual plasmédio e local de tratamento

Conhece alguém da regido que esteve ou estd com maldria?:( ) Sim ( ) Néo
Quem?

Onde?: Quando?:

" Esteve doente nos tltimos 6 meses? ( ) Sim () Ndo

Qual doenga e tratamento:

Toma algum remédio atualmente:( ) Sim ( ) Ndo Qual?

Doou ou recebeu sangue nos tltimos 6 meses: ( )Sim () Nio

Onde?: A Quando?:

SANGUE COLHIDO: ( ) SIM ( ) NAO

Obs:

Resultados: Gota espessa/Esfregaco:

PCR

Sorologia: IFI

ELISA




ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO

Trabalhamos na Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sio Paulo e
estamos fazendo um estudo aqui na regido para saber se existem muitos casos de maléria.
Esta doenga é muito séria e precisa ser tratada. E transmitida por mosquito que pode se criar
nas lagoas e margens da Barragem de Porto Primavera.

Para melhor atendimento de saide da comunidade, sua colaboragio ¢ muito
importante. Precisamos que as pessoas que moram aqui permitam que retiremos uma
‘pequena amostra de sangue para exame e verificar se existem pessoas doentes e também
saber quando poderemos evitar que a doenca se espalhe para outras pessoas da familia ou
vizinhos.

Quando encontrarmos alguma pessoa doente, nos informaremos ao servigo de satide
responsavel. Nos nos comprometemos a manter sigilo sobre 0 nome dos doadores e seus

resultados.

De acordo,

Assinatura:

Nome do Doador:

Local: Data: / /

Para qualquer informagdo necessaria sobre a maldria e este estudo, estamos na
Faculdade de Saide Piblica/USP — Departamento de Epidemiologia, em So Paulo no
enderego:

Av. Dr. Amaldo, 715 - Cep. 01246-904 — Telefone: (11) 3081- 2108, falar com os
responsaveis pela pesquisa: Professor Almério de Castro Gomes e Ana Maria R. C. Duarte.

(Termo feito em 2 vias: 1 para o pesquisador ; 1 para o doador)



ANEXO 3

%
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE SAUDE PUBLICA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-COEP

Av. Dr. Arnaldo, 715 - Cerqueira César
Sio Paulo-SP - CEP: 01246-904 .
Telefone: (0xx11) 3066-7779 — e-mail: mdgracas@usp.br -

Of.COEP/176/01

31 de agosto de 2001

Pelo presente, informo que o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade

de Saude Piblica da Universidade de Sdo Paulo-COEP, analisou e aprovou em 25.06.99,
de acordo com os requisitos da Resolugdo CNS/196/96, o Protocolo de Pesquisa,
intitulado: “ESTUDO EPIDEMIOLOGICO SOBRE A MALARIA HUMANA E
SIMIANA EM AREA DE INFLUENCIA DA BARRAGEM DE PORTO PRIMAVERA
E SUA RELACAO COM NOVOS FATORES DE TRANSMISSAO”, apresentado pelo
Coordenador Almério de Castro Gomes e da pesquisadora Ana Maria Ribeiro de Castro
Duarte

Atenciosamente,




% ANEXO 4
& -

Wizard® Genomic DNA
Purification Kit

Printed in USA. Revised 12/39
INSTRUCTIONS FOR USE OF PRODUCTS Part# TM050

A1120, A1123, A1125 AND A1620 PLEASE DISCARD PREVIOUS VERSIONS.



Wizard® Genomic DNA Promega

Purification Kit
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. Description

The Wizard® Genomic DNA Purification Kit is designed for isolation of DNA from
white blood cells (Sections l1l.A, B and C), tissue culture cells and animal tissue
(Section lil.D), plant tissue (Section IILE), yeast (Section lII.F), Gram positive and
Gram negative bacteria (Section I.G). Table 1 lists the typical yield for DNA purified
from each of these sources.

The Wizard® Genomic DNA Purification Kit is based on a four-step process (1). The
first step in the purification procedure lyses the cells and the nuclei. For isolation of
DNA from white blood cells, this step involves lysis of the red blood cells in the Cell
Lysis Solution, followed by lysis of the white blood celis and their nuclei in the
Nuclei Lysis Solution. An RNase digestion step may be included at this time; it is
optional for some applications. The cellular proteins are then removed by a salt pre-
cipitation step, which precipitates the proteins but leaves the high molecular weight
genomic DNA in solution. Finally, the genomic DNA is concentrated and desalted by
isopropanol precipitation.

DNA purified with this system is suitable for a variety of applications, including ampli-
fications, digestion with restriction endonucleases and membrane hybridizations
(e.g., Southern and dot/slot blots).
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*Process as little as 20pl
per well; see Table 2.

Table 1. DNA Yields from Various Starting Materials.

Amount of Typical RNase
Species and Material Starting Material DNA Yield Treatment
Human Whole Blood
(Yield depends on the 300yl 5-15ug Optional
quantity of white blood 1.0mi 25-50ug Optional
cells present.) 10.0m| 250-500ug Optional
96 well plate* 50ul/well 0.2-0.7ug Optional
Mouse Whole Blood
EDTA (4%) treated 300pi 6g Optional
Heparin (4%) treated 300yl 6-7ug Optional
96 well piate 50pl/well 0.2-0.7ug Optional
Cell Lines
K562 (human) 37 106 cells 15-30ug Required
COS (African green
monkey) 1.57 106 cells 10ug Required
NIH3T3 (mouse) 2.257 106 cells 9.5-12.5pg Required
PC12 (rat pheochromo-
cytoma) 8.25 " 106 cells 6ug Required
CHO (Chinese hamster
ovary) 1-2 7 106 cells 6-7ug Required
Animal Tissue , ‘ :
Mouse Liver 11img 15-20pg Required
Mouse Tail 0.5~1cm of tail 10-30pg Optional
Insects
Si9 Cells 57 106 cells 16ug Required
Plant Tissue
Tomato Leaf 40mg 7-12ug Required
Gram Negative Bacteria
Escherichia coli JM109,
overnight culture,
~2 7 109 celis/miimi 20ug Required
Sml 75-100ug Required
Enterobacter cloacae,
overnight culture,
~6 ~ 109 cells/mi1ml 20ug Required
5ml 75-100ug Required
Gram Positive Bacteria
Staphylococcus epidermis,
overnight culture,
~3.5 " 108 celis/ml imi 6—-13pg Required
Yeast
Saccharomyces cerevisiae,
overnight culture,
~1.9 " 108 cells/mi 1mi 4.5-6.5ug Required
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il. Product Components

Small-Scale Isolation (miniprep)
Product Size Cat#
Wizard® Genomic DNA Purification Kit 100 isolations A1120

Each system contains sufficient reagents for 100 isolations of genomic DNA from

300ul of whole blood samples. Includes:

¢ 100mi Cell Lysis Solution

. 50ml  Nuclei Lysis Solution

. 25ml  Protein Precipitation Solution

. 50ml  DNA Rehydration Solution

. 250u1  RNase Solution

. 1  Protocol

Product Size Cat#
Wizard® Genomic DNA Purification Kit 500 isolations A1125

Each system contains sufficient reagents for 500 isolations of genomic DNA from

300yl of whole blood samples. Includes:
* 500m! Cell Lysis Solution

¢ 250ml Nuclei Lysis Solution

e 125ml Protein Precipitation Solution

. 100mi  DNA Rehydration Solution

* 125ml RNase Solution

. 1 Protocol

Large-Scale Isolation (maxiprep)

Product Size Cat#
Wizard® Genomic DNA Purification Kit 100 isolations A1620

Each system contains sufficient reagents for 100 isolations of genomic DNA from

10mi of whole blood samples. Includes:

. 3L Cell Lysis Solution

. 1L Nuclei Lysis Solution

« 350ml Protein Precipitation Solution
* 150ml DNA Rehydration Solution

. 1 Protocol

items Available Separately

Product Size Cat#
Cell Lysis Solution 1 liter A7933
Nuclei Lysis Solution 1 liter A7943
Protein Precipitation Solution 350m! A7953
DNA Rehydration Solution 50mi A7963
RNase A (4mg/ml) 1imi A7973

Storage Conditions: Store the Wizard® Genomic DNA Purification Kit at room tem-
perature (22-25°C). This system is guaranteed for one year from date of purchase if

stored and handied properly.

Note: A1620 does not
include RNase Solution.

Promega Corporation . 2800 Woods Hollow Road - Madison, W1 53711-5399 USA - Toll Free in USA 800-356-9526 « Telephone 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 - www.promega.com

Printed in USA.
Revised 12/99

Part# TM050
Page 3



lll. Protocols for Genomic DNA Isolation _
We have tested the purification of genomic DNA from fresh whole blood collected in
EDTA-, heparin- and citrate-anticoagulant tubes, and have detected no adverse
effects upon subsequent manipulations of the DNA, including PCR (3).
Anticoaguiant blood samples may be stored at 2-8°C for up to two months, but DNA
yield will be reduced with length of storage.
The protocol in Section lIl.A has been designed and tested for blood samples up to
3mi in volume. The protocol in Section 1Il.B has been designed and tested for blood
samples up to 10mt in volume. The yield of genomic DNA will vary depending on
the quantity of white blood cells present. Frozen blood may be used in the following
protocols, but yield may be lower than that obtained using fresh blood, and additional
Cell Lysis Solution may be required.
Caution: When handling blood samples (Sections Iil.A, B and C), follow recom-
mended procedures at your institution for biohazardous materials or see reference 2.
A. lIsolation of Genomic DNA from Whole Blood (300p] or 3ml Sample Volume)
Materials to Be Supplied by the User
» sterile 1.5ml microcentrifuge tubes (for 300p! blood samples)
» sterile 15ml centrifuge tubes (for 3ml blood samples)
» water bath, 37°C
* isopropanol, room temperature
*  70% ethanol, room temperature
= water bath, 65°C (optional; for rapid DNA rehydration)
@ IMPORTANT! 1. For 300pu! Sample Volume: Add 900u! of Cell Lysis Solution to a sterile 1.5ml
...Blood must be collected microcentrifuge tube.
in EDTA-, heparin- it- . . .
gte-anticoat;%l::t @L:'s to For 3p1| Sample Volume: Add 9.0ml of Cell Lysis Solution to a sterile 15ml
prevent c|otﬁng_ Centrlfuge tube.
2. Gently rock the tube of blood until thoroughly mixed; then transfer blood to
the tube containing the Cell Lysis Solution. Invert the tube 56 times to mix.
3. Incubate the mixture for 10 minutes at room temperature (invert 2—3 times
once during the incubation) to lyse the red blood cells. Centrifuge at
13,000-16,000 ~ g for 20 seconds at room temperature for 300pi sample.
Centrifuge at 2,000 ~ g for 10 minutes at room temperature for 3ml sample.
4. Remove and discard as much supernatant as possible without disturbing
the visible white pellet. Approximately 10-20p! of residual liquid will remain
in the 1.5ml tube (300pt sample). Approximately 50100yt of residual liquid
will remain in the 15ml tube (3ml sample).
If blood sample has been frozen, repeat Steps 1—4 until pellet is white.
There may be some loss of DNA from frozen samples.
Note: Some red blood cells or cell debris may be visible along with the white
blood cells. If the pellet appears to contain only red blood celis, add an addi-
tional aliquot of Cell Lysis Solution after removing the supernatant above the
_celi pellet, and then repeat Steps 3—4. ]
@ Completely 5. Vortex the tube vigorously until the white blood cells are resuspended
resuspend the white blood (10-15 seconds).
cells to obtain efficient cell
lysis.
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10.

11,

12.

13.

14.

15.

16.

Add Nuclei Lysis Solution (300ut for 300ul sample volume; 3.0mi for 3mi
sample volume) to the tube containing the resuspended cells. Pipet the
solution 5-6 times to lyse the white blood cells. The solution should become
very viscous. If clumps of cells are visible after mixing, incubate the solution
at 37°C until the clumps are disrupted. If the clumps are still visible after 1
hour, add additional Nuclei Lysis Solution (100pl for 300u! sample volume;
1.0mi for 3mi sampie volume) and repeat the incubation.

Optional: Add RNase Solution (1.5ul for 300pl sample volume; 15yl for 3ml
sample volume) to the nuclear lysate and mix the sample by inverting the
tube 2--5 times. Incubate the mixture at 37°C for 15 minutes, and then cool
to room temperature.

Add Protein Precipitation Solution (100pi for 300ui sample volume; 1.0mi for
3ml sample volume; see Note in margin) to the nuclear lysate and vortex
vigorously for 1020 seconds. Small protein clumps may be visible after
vortexing.

Centrifuge at 13,000-16,000 ~ g for 3 minutes at room temperature for
300yl sample volume. Centrifuge at 2,000 ~ g for 10 minutes at room
temperature for 3ml sample volume.

A dark brown protein pellet should be visible. if no peliet is observed, refer
to Section IV.

For 300ul sample volume, transfer the supernatant to a clean 1.5ml micro-
centrifuge tube containing 300pi of room temperature isopropanol. For 3ml
sample volume, transfer the supernatant to a 15mi centrifuge tube containing
3ml room temperature isopropanol.

Gently mix the solution by inversion until the white thread-like strands of
DNA form a visible mass.

Centrifuge at 13,000-16,000 ~ g for 1 minute at room temperature for 300p!
sample. Centrifuge at 2,000 ~ g for 1 minute at room temperature for 3m|
sample. The DNA will be visible as a smalf white pellet.

Decant the supernatant and add one sample volume of room temperature
70% ethanol to the DNA. Gently invert the tube several times to wash the DNA
pellet and the sides of the microcentrifuge tube. Centrifuge as in Step 12.

Carefully aspirate the ethanol using either a drawn Pasteur pipette or a
sequencing pipette tip. The DNA pellet is very loose at this point and care
must be used to avoid aspirating the pellet into the pipette. Invert the tube
on clean absorbent paper and air-dry the pellet for 10-15 minutes.

Add DNA Rehydration Solution (100pt for 300pi sample volume; 250l for
3mi sample volume) to the tube and rehydrate the DNA by incubating at
65°C for 1 hour. Periodically mix the solution by gently tapping the tube.
Alternatively, rehydrate the DNA by incubating the solution overnight at
room temperature or at 4°C.

Store the DNA at 2-8°C.

Note: If additional Nuclei
Lysis Solution was added
in Step 6, add a total of
130yl Protein Precipitation
Solution for 300ul sample
volume and 1.3ml Protein
Precipitation Solution for
3ml sample volume at
Step 8.

Note: At Step 10, some
supernatant may remain in
the original tube containing
the protein pellet. Leave
this residual liquid in the
tube to avoid contaminat-
ing the DNA solution with
the precipitated protein.
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ANEXO 5

Esquema resumido da Reacio de Polimerizacio em Cadeia (PCR),

método preconizado por Kimura et al (1997).

Seqiiéncia dos “primers” (sintetizados pela Invitrogen do Brasil):

1) Género-especifico (1° Ciclo):
P1-5" ACG ATC AGA TAC CGT CGT AAT CTT 3’
P2 -5’ GAA CCC AAA GACTTT GATTICTCAT3’

2) Espécie-especificos (2° Ciclo):

P. falciparum (F2)—5’CAA TCT AAA AGT CAC CTC GAA AGA TG 3’
P. vivax (V1) - S’CAA TCT AAG AAT AAACTC CGA AGA GAA A3

P. malariae (M1) - ’GGA AGC TAT CTA AAA GAA ACA CTCATAT?3

1° Reaciio:

1 Ciclo: 92°C — 2 minutos

35 Ciclos: 92°C — 30 segundos
60° C — 90 segundos
60° C — 5 minutos

2° Reacido:
1 Ciclo: 92°C - 2 minutos

18 Ciclos: 92°C — 30 segundos
60° C — 1 minuto
60° C — 5 minutos

Tamanho dos fragmentos amplificados (P, vivax, P. Jalciparum e P. malariae): 100 pb





