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RESUMO

Silva F S. Deteccdo de Plasmodium spp. por meio do DNA ambiental (eDNA) associado a
interacdo ecoldgica entre macaco bugio (Alouatta guariba clamitans) e besouros copréfagos
(Coleoptera, Scarabaeidae) em areas de transmissdo de malaria na Mata Atlantica
(dissertacdo). S&o Paulo: Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo; 2019.

Simios sdo primatas protegidos e de dificil acesso, contudo interagem com o ambiente,
liberando materiais que poderiam ser usados numa pesquisa indireta de sua eventual infecgé@o
malarica. A Serra da Cantareira em S&o Paulo tem histérico de malaria associada ao simio
Alouatta guariba clamitans e ao vetor Anopheles (Kerteszia) cruzii. Pesquisa recente
evidenciou o DNA de plasmodios nas fezes dos bugios da area e observou a presenca de
besouros copréfagos. Com a hipotese de que o DNA dos plasmodios poderia contaminar estes
besouros coprofagos que seriam potenciais indicadores indiretos da circulagdo de plasmodios
nos simios, esse estudo visou coletar fezes de bugios e identificar os besouros Scarabaeinae
associados em trés parques de S@o Paulo, Parque Estadual da Cantareira (PEC), Parque
Estadual Alberto Lofgren (PEAL) e Instituto de Botanica (IBot). Realizamos coletas mensais
entre dezembro de 2016 a junho de 2019, perfazendo um total de 225 amostras de fezes e 230
de besouros. A origem simia das fezes foi confirmada pela presenca do gene cyt b de
Alouatta em 54% das amostras de fezes coletadas e em 69% do conteudo intestinal dos
besouros. Na deteccdo molecular para Plasmodium, encontramos positividade em 2,7% nas
fezes dos bugios de todos os parques, PEC e PEAL 6/149 e IBot 0/76. Os conteudos
intestinais de besouro apresentaram uma positividade de 7%, PEC e PEAL 11/143 e IBot
5/87. Os besouros nos quais foram detectados o0 DNA do plasmddio foram: Onthophagus
haematopus e Canthon aff. Ibarragrassoi e a espécie Onthophagus haematopus apresentou
maior positividade para plasmddios no conteddo intestinal. Nossos dados sugerem que €
possivel que os besouros funcionem como um filtro bioldgico que retira contaminantes e
interferentes e aumenta a eficiéncia de deteccdo molecular de plasmodio. Os resultados
demonstraram que os besouros Onthophagus haematopus e Canthon aff ibarragrassoi estdo
associados as fezes de bugio e poderdo ser utilizados como bioindicadores de Plasmodium,

evidenciando a circulacdo de macacos infectados em areas com transmissdo zoonoética. Essa
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nova abordagem ambiental sem agredir os simios protegidos, podera auxiliar as atividades de
Vigilancia da malaria em area de Mata Atlantica.

Descritores: Plasmodium. Alouatta - Mata Atlantica. Scarabaeidae. Bioindicadores.
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ABSTRACT

Silva F S. Detection of Plasmodium spp. by environmental DNA (eDNA) associated with the
interaction among howler monkeys (Alouatta guariba clamitans) and coprophage beetles
(Coleoptera, Scarabaeidae) in areas of malaria transmission in the Atlantic Forest

(dissertation). Sao Paulo: Instituto de Medicina Tropical, Universidade de Sao Paulo; 2019.

Simians are protected primates of which blood sample collection is hard to perfform,
however their feces might be used to the indirect screening of malarial infection. Serra da
Cantareira, located in Sdo Paulo, has a history of malaria associated with the simian Alouatta
guariba clamitans and the vector Anopheles (Kerteszia) cruzii. Plasmodium DNA has recently
been detected in the feces of howler monkeys from this area. Besides, coprophage beetles
were also found. In order to confirm the hypothesis that these coprophage beetles could carry
Plasmodium DNA and therephore could be considered indirect indicators of Plasmodium
circulation in simians, the present study aimed to identify Scarabaeinae beetles associated
with feces of howler monkeys from three parks in Sdo Paulo: Cantareira State Park (PEC),
Alberto Lofgren State Park (PEAL) and Botanical Institute (IBot). A total of 225 fecal
samples and 230 beetles were collected from december/2016 to june/2019. The simian origin
of the feces was confirmed by the presence of the cyt b gene of Alouatta in 54% of the stool
samples and in 69% of the intestinal content of the beetles. Plasmodium was detected in 2,7%
of the stool samples of howler monkeys (4% in PEC and PEAL and 0% in IBot) and 7% of
the intestinal content of beetles (7,7% in PEC and PEAL and 5,7% in IBot). Plasmodium
DNA was detected in the beetles Canthon aff. Ibarragrassoi and Onthophagus haematopus,
although the last specie showed greater positivity. Our data suggests it is possible that beetles
work as biologycal filters that remove contaminants from the ingested feces and enhace the
efficiency of Plasmodium molecular detection. The results showed that the beetles
Onthophagus haematopus and Canthon aff ibarragrassoi are associated with the feces of
howler monkeys and that they can be used as Plasmodium bioindicators, showing the
circulation of infected monkeys in areas with zoonotic transmission. This new environmental
approach could be used during Malaria Surveillance in the Atlantic Forest without harming

protected simians.

Descriptors: Plasmodium. Alouatta — Atlantic Forest. Scarabaeidae. Bioindicators.
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1 INTRODUCAO

1.1 A maléaria

A malaria, conhecida pelos nomes de impaludismo, maleita, febre tercd, febre palustre
entre outros, € uma doenca infecciosa febril aguda, causada por agentes etioldgicos do filo
Apicomplexa, do género Plasmodium, que séo transmitidos no momento do repasto sanguineo
pela fémea do mosquito do género Anopheles, segundo Forattini * e Guia de Vigilancia em

Saude 2.

Ha conhecimento de aproximadamente 100 espécies de plasmodios, sendo que
algumas podem infectar macacos, aves, répteis, roedores e humanos. Dentre essas, ha 5
espécies de Plasmodium que podem infectar o ser humano: Plasmodium vivax, Plasmodium
malariae, Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, restrito ao continente africano e
Plasmodium knowlesi, que tinha como hospedeiros naturais macacos do sudeste asiatico,
porém atualmente causa doenca em humanos * 2.

Os sintomas da doenca sdo caracterizados por: febre seguida de calafrios, sudorese,

fraqueza e cefaléia, que ocorrem em padrdes ciclicos, dependendo da espécie do plasmédio *.

O ciclo se inicia no humano (hospedeiro intermediario) quando 0s esporozoitos
(formas infectantes) presentes na glandula salivar da fémea do mosquito Anopheles, séo
inoculados durante o repasto sanguineo (Figura 1). Esses migram via corrente sanguinea até o
figado, invadem os hepatdcitos e se multiplicam assexuadamente (esquizogonia pre-
eritrocitica ou ciclo pré-eritrocitico). Os esquizontes rompem 0s hepatdcitos e 0s merozoitos
liberados na corrente sanguinea, invadem as hemadcias, iniciando o ciclo sanguineo. Os
esquizontes sanguineos se desenvolvem e rompem as hemécias liberando 0os merozoitos que
invadem novamente outras hemdcias. Nesse estagio, ocorre 0 surgimento dos sintomas, com
picos febris variando de 24, 48 ou 72 horas, (varia conforme a espécie do parasita). Depois de
alguns ciclos sanguineos, algumas formas dentro das hemécias ja ndo se dividem e se

diferenciam em gametocitos.

No ciclo sexuado, a fémea do mosquito Anopheles (hospedeiro definitivo) ao fazer o
repasto em uma pessoa infectada, ingere as formas presentes no sangue, que serdo digeridas
no estdbmago do inseto, com excecdo dos gametocitos, que se diferenciardo em

1



macrogametdcito e microgametocito (esse Gltimo, apds a ocorréncia de trés mitoses). Quando
0s gametas se unem formando o zigoto, se inicia o deslocamento por movimentos ameboides
do oocineto, que ap6s a sua aderéncia ao epitélio intestinal, se transforma em oocisto. Um
envoltério protetor é segregado e se inicia a multiplicacdo esporogbnica, gerando 0S
esporozoitos. O oocisto maduro se rompe e 0s esporozoitos caem na hemolinfa, migrando até

as glandulas salivares no vetor, repetindo o ciclo de transmissdo do parasita.

O tempo entre a picada do mosquito e o surgimento dos primeiros sintomas, varia de
acordo com a espécie do plasmadio, podendo ser de 7 a 10 dias para P. falciparum, de 10 a 15
dias para P. vivax e de 30 dias para P. malariae *>°.
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Figura 1- Ciclo de vida do plasmédio
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention - CDC®

Os parasitos que ocorrem no Brasil sdo o Plasmodium vivax, o P. malariae e o P.
falciparum, sendo que o P. vivax (febre tercd benigna, com maior distribuicdo mundial) e P.
falciparum (febre tercd maligna de 48 horas, perigoso se ndo tratado precocemente)

apresentam maior ameaca a satide 2*’.



No Brasil, a Regido Amazonica ainda apresenta uma elevada incidéncia de casos de
maléria, uma vez que nos anos de 2018 e até setembro de 2019, foram registrados 193.838 e
117.724 casos da doenca, respectivamente. Dentre os casos ocorridos até setembro de 2019,
105.482 deles foram ocasionados por P. vivax, 11.360 por P. falciparum, 20 foram por P.
malariae e 862 casos por malaria mista. Contudo, na regido extra-amazonica ocorrem casos
autdctones esporéadicos de malaria em &reas com cobertura de Mata Atlantica . Nessa regido,
no ano de 2018 e até setembro de 2019, ocorreram 244 e 40 casos de maléria,
respectivamente, sendo que no estado de S&o Paulo foram registrados 10 casos por P. vivax
(Gréfico 1) ™.

Casos de malaria autoctones da regido Extra-Amazonica, por local provavel de infeccdo e
espécie parasitaria - janeiro a setembro de 2019*.
P. vivax

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
numero de casos =

Gréfico 1- Dados relacionados com os casos autoctones na regido Extra-Amazonica P.vivax
Dados atualizados em 30/09/2019
Fonte: Ministério da Sadde ***

Conforme relatado anteriormente, no estado de Sdo Paulo ocorrem casos autdctones
esporadicos de malaria em areas com cobertura de Mata Atlantica (Tabela 1), especialmente em

regides do Vale do Ribeira, Bacia do Alto Tieté e Litorais Norte e Sul do estado °.



Tabela 1- Infeccdo por malaria e ano de sintomas no Estado de S&o Paulo (2017-2019)

Municipio 2017* % 2018* % 2019* %
provavel de
Infecgéo Nc> de Nc> de NO de

casos €asos casos
Bertioga 1 6,3 0 0,0 0 0,0
Biritiba- 1 6,3 1 11,1 0 0,0
Mirim
Cananéia 0 0,0 0 0,0 1 12,5
Caraguatatuba 6 37,5 1 111 0 0,0
Eldorado 1 6,3 0 0,0 0 0,0
Iporanga 1 6,3 0 0,0 1 12,5
Juquitiba 0 0,0 1 111 0 0,0
Miracatu 0 0,0 0 0,0 2 25,0
Natividade da 0 0.0 1 111 2 25,0
Serra
Paraibuna 0 0,0 0 0,0 1 12,5
Salesépolis 0 0,0 1 11,1 0 0,0
Sao Sebastido 4 25,0 4 44 4 2 12,5
Ubatuba 2 12,5 0 0,0 0 0,0
Total 16 100,0 9 100,0 9 100,0

Dados atualizados em 12/09/2019
Fonte: CVE °

Os casos autoctones demonstrados na tabela 1 ocorreram entre populagdes humanas
residentes ou que transitam em &reas urbanas ou rurais da Mata Atlantica, sendo o
Plasmodium vivax o agente etioldgico identificado em exame microscopico. A maioria dos
pacientes sdo assintomaticos ou oligossintomaticos e os plasmddios sdo identificados por
meio do diagndstico da gota espessa em baixas parasitemias ** %2,

Em areas da Mata Atlantica de Sao Paulo e na regido montanhosa do Espirito Santo,

estudos soroldgicos indicaram a presenca de anticorpos contra esporozoitos e formas
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sanguineas nas populacdes residentes de acordo com Carvalho et al.”, Curado et al.™, Curado
et al. e Cerutti et al.’®, demonstrando que a ocorréncia dos casos esta relacionada as
atividades humanas proximas as areas florestadas. Apesar do diagnostico morfolégico por
meio da gota espessa (preconizado pela OMS) apontar para a ocorréncia de P. vivax,
pesquisas realizadas através de técnicas moleculares, demonstraram a circulacdo no Vale do
Ribeira de P. malariae e P. falciparum, este ultimo a ser elucidado, pois ndo existe até o
momento o registro de casos humanos autoctones por tal parasito, sugerindo a existéncia de

um protozoario assemelhado que ndo causa a doenca da forma que conhecemos *> &%,

As pesquisas realizadas até 0 momento sugerem a ocorréncia de quadro silencioso de
transmissdo envolvendo portadores assintomaticos humanos e/ou reservatérios simios,
principalmente bugios, género Alouatta, que albergam plasmddios assemelhados aos parasitos

humanos e que poderiam contribuir em uma situacéo de zoonose %2,

1.2 Plasmodios simios

A descoberta da malaria em primatas ocorreu concomitantemente com a descoberta do
mosquito vetor da malaria, por volta do ano de 1899. Os plasmddios simios descritos até o

momento, chegam a 27 espécies (Tabela 02) %.

O ciclo de vida dos plasmddios simios € similar ao dos parasitas humanos, sendo que
também sdo transmitidos por mosquitos do género Anopheles, que inoculam esporozoitas no
momento do repasto sanguineo, atingindo o figado, dando origem ao ciclo exoeritrocitico, até
o momento de liberar os merozoitas na circulacdo sanguinea. Os plasmddios completam o
ciclo assexuado em 24, 48 ou 72 horas, dependendo da espécie do parasita. O ciclo sexuado
ocorre logo apos a fase aguda da infeccéo, originando os gametdcitos, forma infectante para o

mMOoSsquito 22, 2s.

Os Plasmodium simium, P. brasilianum, P. cynomolgi, P. inui e P. knowlesi, séo
espécies que causam malaria em simios e que ja infectaram humanos, tanto em infeccGes

naturais, quanto experimentais ou acidentais .



Tabela 2- Plasmddios segundo data da primeira observagdo em simios

Regi&o (n°. espécies) Espécie Data 1° Subgénero Hospedeiro (descricao)
observacéo

Asia (13) Plasmodium pitheci 1905 Plasmodium  Orangotango (Pongo pygmaeus)
Plasmodium inui 1905 Plasmodium  Rhesus (Macaca fascicularis)
Plasmodium cynomolgi 1905 Plasmodium  Rhesus (Macaca fascicularis)
Plasmodium eylesi 1965 Plasmodium  Gibdo (Hylobates lar)
Plasmodium hylobati 1939 Plasmodium  Gibdo (Hylobates lenciscus)
Plasmodium jefferyi 1964 Plasmodium  Gibdo (Hylobates lar)
Plasmodium youngi 1964 Plasmodium  Gibéo (Symphalangus syndactylus)
Plasmodium fieldi 1962 Plasmodium  Rhesus (Macaca nemestrina)
Plasmodium simiovale 1965 Plasmodium  Rhesus (Macaca sinica)
Plasmodium coatneyi 1965 Plasmodium  Rhesus (Macaca mulatta)
Plasmodium fragile 1965 Plasmodium  Rhesus (Macaca radiata)
Plasmodium knowlesi 1932 Plasmodium  Rhesus (Macaca fascicularis)
Plasmodium silvaticum 1972 Plasmodium  Orangotango (Pongo pygmaeus)

Africa (10) Plasmodium gonderi 1908 Plasmodium  Mangaby (Cercocebus atys)
Plasmodium schwetzi 1920 Plasmodium  Chimpanzé (Pan troglodytes)
Plasmodium rodhaini 1939 Plasmodium  Chimpanzé (Pan troglodytes)
Plasmodium carteri 2016 Plasmodium  Chimpanzé (Pan troglodytes)
Plasmodium reichnowi 1922 Laverania Chimpanzé (Pan troglodytes)
Plasmodium gaboni 2009 Laverania Chimpanzé (Pan troglodytes)
Plasmodium billcollinsi 2010 Laverania Chimpanzé (Pan troglodytes)
Plasmodium praefalciparum 2011 Laverania Gorila (Gorilla gorilla)
Plasmodium adleri 2011 Laverania Gorila (Gorilla gorilla)
Plasmodium blacklocki 2011 Laverania Gorila (Gorilla gorilla)

América (2) Plasmodium brasilianum 1908 Plasmodium  Macaco inglés (Cacajao calvus)
Plasmodium simium 1939 Plasmodium  Bugio (Alouatta fusca)

Madagascar (2) Plasmodium lemuris 1963 Vinckeia Lémure (Lemur collaris)
Plasmodium girardi 1952 Vinckeia Lémure (Lemur fulvus rufus)

Fonte: Martinelli e Culleton %



A maléria simia no Brasil ganhou destaque a partir da década de 1960 por meio das
publicacOes dos estudos realizados pelo professor Dr. Le6nidas Deane e colaboradores, sendo
que suas pesquisas evidenciaram a presenca de plasmédios nos macacos silvestres brasileiros.
Na regido amazobnica foi observado um percentual de 10%, com dominancia de 99% por
Plasmodium brasilianum. O Plasmodium simium n&o foi detectado nos macacos da regido
norte. Na Mata Atlantica das regides Nordeste e Centro-Oeste, 0 P. brasilianum e o P. simium
ndo foram detectados em nenhuma lamina de esfregaco de sangue. J& na Mata Atlantica da
regido Sul, a positividade dos macacos infectados foi de 17,9%, sendo o Plasmodium simium
0 mais frequente (48,4%). O P. brasilianum atingiu um percentual de 33,3%. Na regido
Sudeste, dos 764 macacos examinados, 35,6% deles estavam infectados, sendo o P.
brasilianum o mais frequente com 46,3% dos casos e o P. simium com 37,5%. O macaco do

género Alouatta foi mais frequentemente infectado por Plasmodium brasilianum e P. simium
24

1.3 Plasmodium brasilianum

O Plasmodium brasilianum foi encontrado no sangue de um macaco originario da
regido Amazoénica, o Uacari vermelho (Cacajao calvus). Essa amostra foi enviada para a
Alemanha e classificada por Gonder e VVon Berenberg- Gossler, em 1908, que observaram
semelhancas morfologicas desse parasito com o ja conhecido Plasmodium malariae, parasito
humano.

O ciclo assexuado desse parasito perfaz 72 horas. Em estudos experimentais, 0s niveis
parasitémicos apresentaram variaveis entre as espécies de macacos. Em hospedeiros naturais a
parasitemia normalmente é subpatente, sendo a infec¢do assintomatica. O P. brasilianum é
considerado um modelo experimental devido as suas similaridades biologicas com P.

malariae e por se desenvolver em diferentes macacos do Novo Mundo %%,



1.4 Plasmodium simium

O Plasmodium simium foi detectado em um macaco bugio da espécie Alouatta fusca
na regido de Itapecerica da Serra, S&o Paulo em 1939, durante estudo sobre a febre amarela %

2 OP. simium também foi encontrado em bugios dos estados de Santa Catarina e Rio

Grande do Sul e em muriquis (Brachyteles arachnoides) no estado do Espirito Santo 22527,

O ciclo assexuado desse parasito perfaz 48 horas. A parasitemia apresenta-se bastante
variavel entre as diversas espécies de macacos infectadas experimentalmente. O P. simium foi

utilizado como modelo bioldgico para Plasmodium vivax e Plasmodium ovale %% %,

Um caso de infecgdo natural por Plasmodium simium em humano no Brasil ocorreu
em um guarda florestal do Parque Estadual da Cantareira que auxiliava o Prof. Deane na
coleta entomolégica nas copas das arvores 2. Recente pesquisa realizada em area de Mata
Atlantica no Estado do Rio de Janeiro demonstrou que casos humanos autdctones ocorridos
entre 2015 e 2016 foram causados por P. simium, evidenciando a transmissdo zoonoética. A
analise completa do DNA mitocondrial permitiu verificar que as sequéncias genémicas de
plasmddio das amostras dos pacientes eram idénticas as sequencias de P. simium depositadas

no Genbank®.

1.5 A semelhanca entre os plasmaodios simios e plasmddios humanos

Devido a semelhanca morfolégica e molecular entre P. simium e P. brasilianum
(parasitos simios), e P.vivax e P. malariae (parasitos humanos), foi sugerida a existéncia de
uma relacdo zoondtica entre essas espécies, sustentada pela hipotese de que o macaco do
género Alouatta é um dos mais suscetiveis ao plasmédio, sendo um reservatorio potencial em
4reas de maléria humana autdctone na Mata Atlantica 2*. Os estudos moleculares corroboram
essa hipotese, uma vez que indicaram similaridade no DNA ribossémico (18S rRNA), no
DNA mitocondrial e na proteina circumsporozoita (CSP) e entre P. vivax/P. simium e P.

malariae/P. brasilianum 2°¢

Evidéncias obtidas em estudos parasitologicos e soroldgicos realizados em populacdes
de macacos amazo6nicos e de Mata Atlantica mostram que macacos apresentam anticorpos
contra formas sanguineas e contra esporozoitas e apresentam plasmdédios no sangue, muitas

vezes em baixa parasitemia ou somente detectaveis na reacdo de polimerizacdo em cadeia
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(PCR), reforcando a concepcéo da atuacdo desses animais como reservatorios'® 24 2% 30. 3437,
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2 Vetores da maléaria

Os mosquitos anofelinos pertencem a familia Culicidae e subfamilia Anophelinae. Os
subgéneros de maior importancia epidemiolégica séo Kerteszia e Nyssorhynchus .

Os anofelinos do subgénero Nyssorhynchus, utilizam como criadouros para as suas
larvas, grandes colecBes de agua limpa ensolaradas ou parcialmente sombreadas (lagoas,
acudes, represas e bols6es formados nas curvas dos rios). Na regido amazonica brasileira, a
principal espécie de importancia epidemioldgica é o Anopheles Nyssorhynchus darlingi, esse
mosquito tem comportamento antropofilico e endofilico, ou seja, pode procurar o sangue
humano dentro das residéncias nas primeiras horas da noite. E de acordo com algumas
pesquisas, 0 mesmo ja foi detectado infectado naturalmente com os trés principais
plasmédios, P. vivax, P. malariae e P. falciparum .

Outros mosquitos anofelinos do subgénero Nyssorhynchus, também possuem
importancia epidemioldgica, entre eles: Anopheles aquasalis, Anopheles albitarsis, Anopheles
deaneorum, Anopheles braziliensis, Anopheles nuneztovari, Anopheles triannulatus,
Anopheles oswaldoi. Além dos anofelinos citados, outras espécies, como An. strodei, An.
evansae e An. galvaoi tém sido esporadicamente detectadas com infeccdo natural por
plasmddio, porém recebem pouca atencdo dos especialistas, por serem essencialmente

zoofilicos e exofilos, ou seja, vetores auxiliares (espécies secundarias)™’5*.

Os anofelinos do subgénero Kerteszia utilizam como criadouros para as suas larvas
"recipientes naturais”, principalmente em agua que se acumula nos verticilos de bromélias,
esses vetores também apresentam dispersao vertical. Os mosquitos do subgénero Kerteszia
sdo considerados os vetores primarios da malaria, no sul do Brasil, litoral fluminense e
paulista, junto & Serra do mar .

Os principais vetores responsaveis pela transmissdo da malaria humana e simia em
areas de Mata Atlantica sdo os mosquitos Anopheles (Kerteszia) cruzii (figura 02) e
Anopheles (Kerteszia) bellator. Em especial o An. (Kerteszia) cruzii, que também apresenta
na fase imatura, larvas que se desenvolvem em agua acumulada nos verticilos de bromélia, em
um quadro conhecido como maléria-bromélia (figura 03) ****,

Conforme descrito por Deane, o An. cruzii apresenta dispersao vertical, comportamento
que possibilita as fémeas adultas se alimentarem tanto no nivel da copa quanto no solo,

possibilitando a transmissdo dos plasmddios entre simios e humanos *2%4.
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Na Serra da Cantareira foi observado que ndo havia transmissao da malaria humana,
pois, 0os Anopheles (Kerteszia) cruzii foram encontrados em sua maioria nas copas das
arvores. Mas, pesquisas realizadas nos estados do Espirito Santo e Santa Catarina,
demonstraram que as fémeas dessa espécie se alimentavam tanto na copa quanto no solo, fato
que explica a transmissdo da malaria humana localmente 2.

Mosquitos vetores do subgénero Nyssorhynchus também tem importancia
epidemioldgica na Mata Atlantica, entre eles: An. aquasalis, considerado vetor primario. E 0s
mosquitos An. strodei e An. evansae, sdo considerados vetores auxiliares, ou seja, (espécies

secundarias) .

-~

Figura 2 - Vetor Anopheles (Kerteszia) cruzii
Autor Genilton Vieira

Fonte: De Pina Costa et al.*?
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Figura 3- Bromélia Vriesea sp
Autor Genilton Vieira

Fonte: De Pina Costa et al.*
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3 A detecgdo de Plasmodium em reservatorios primatas ndo humanos nos estudos epidemioldgicos.
Métodos invasivos versus ndo invasivos

A deteccdo de DNA no meio ambiente, eDNA (enviromental DNA- DNA ambiental),
como por exemplo em amostras de fezes, urina, saliva, entre outros, tem sido um recurso
valioso em trabalhos que visam o monitoramento de espécies de animais e também no sentido
de mitigar, complementar ou substituir o uso de técnicas de coletas invasivas, pois evitam as
situagdes de estresse de forma individual ou do bando, riscos de morte nos procedimentos de
captura, contengdo e anestesia, ou seja, proporciona bons resultados, pois, além de contornar

a legislacdo ambiental, incentiva as praticas de bem-estar animal ** % *°.

Os estudos de maléria simia se basearam nos Gltimos anos na detec¢do de plasmoédios
em amostras de sangue, por meio de processo invasivo e muitas vezes danoso aos animais,
geralmente causando ferimentos ou até morte durante a captura, contencdo e/ou anestesia.
Portanto, as metodologias alternativas ndo invasivas, conforme referido acima, tém permitido

0 rastreamento mais seguro e eficaz do DNA de parasitos 2.

Na Africa Central e Sudeste da Asia, foram realizados estudos da malaria por meio da
analise do DNA em fezes humanas e de simios que possibilitaram a deteccdo de Plasmodium
spp (eDNA), confirmando que esse método foi tdo eficaz quanto aquele baseado em coleta de
sangue ** #9354 No Brasil, no municipio de Indaial/SC, foram coletadas amostras de fezes
de simios para extracdo do DNA de plasmodios que corroborou os resultados dos trabalhos

citados anteriormente *°.

Siregar et al.*

analisaram infecces em macacos do género Macaca no Sudeste da
Asia, no qual foram possiveis a identificacdo e a quantificacio de parasitos (cyt b). Os autores
também levantaram hipoteses para explicar a presenca de DNA de plasmddios nas fezes de
simios: 1 - pela passagem de DNA livre de parasitos degradados no figado que caem nas fezes
por meio da bile ou 2- via soro, dentro de fagossomos de macrofagos no sistema
reticuloendotelial do hospedeiro.

Abkallo et al.*® conduziram um estudo experimental em roedor, realizado a partir da
inoculacdo de esporozoitos de Plasmodium berghei e conseguiram detectar DNA desse
plasmaddio no figado, na bile e nas fezes, comprovando assim a possibilidade de rastreamento

do parasito pela via biliar.
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Contudo vale ressaltar que € preciso realizar estudos que demonstrem o trajeto realizado
pelos plasmaddios albergados no intestino de simios, visto que possivelmente estdo associados

as formas parasitarias sanguineas ou aquelas oriundas do figado.
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4 Bugio-Ruivo, Alouatta guariba clamitans (CABRERA, 1940) e seu papel como reservatorio de
plasmadios.

Conhecido também como bugio, guariba, roncador, macaco-uivador, entre outros, esse
primata neotropical do género Alouatta, pode ser encontrado em matas primarias, secundarias

e também em fragmentos de matas alterados pela acéo antrépica em uma area geografica que

se estende do México até a Argentina "%,

Na Mata Atlantica ocorre o endemismo da subespécie Alouatta guariba clamitans, o
bugio ruivo, (figura 04), atualmente essa subespécie estd classificada como ameacada de
extincdo, devido a fragmentacdo e perda de habitat, caca, comércio de animais de estimacao,
morte pelo virus da febre amarela, bem como por morte ocasionada por pessoas mal

informadas, que acreditam que 0 macaco € o principal transmissor da referida arbovirose.

Na cadeia epidemiolégica o bugio € um amplificador, pois no periodo de viremia pode

59, 60,61
1

infectar varios mosquitos, assim como qualquer outro primata, incluindo o ser humano a

espécie Alouatta guariba clamitans atualmente estd em declinio populacional.
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Figura 4- Distribuicdo geogréafica da espécie Alouatta guariba clamitans
Fonte: International Union for Conservation of Nature and Natural Resources - iucnredlist ®*

A maioria dos primatas ndo humanos do Novo Mundo € suscetivel ao virus da febre
amarela, principalmente, do género Alouatta .
No surto de febre amarela que ocorreu no Rio Grande do Sul, entre 2008 e 2009, foram

registradas as mortes de mais de 2 mil primatas ndo humanos (PNH), principalmente de
15



bugios. E esse niUmero pode ser ainda maior, dado que muitos animais morreram dentro das
matas, ndo sendo encontrados por conta da deterioracdo do corpo e do dificil acesso as areas
restritas. Nos estados do Espirito Santo e Sdo Paulo, estima-se a morte de 1,3 mil e 5 mil
bugios no ano de 2017, respectivamente ®% %% %3,

Uma das possiveis explicacGes para a suscetibilidade do bugio ao virus amarilico, €
que esse macaco habita a copa das arvores e é diurno, comportamento semelhante ao do
mosquito Haemagogus leucocelaenus, um dos vetores da febre amarela silvestre .

Situacdo semelhante ao mosquito Anopheles (Kerteszia) cruzii que apresenta o
comportamento acrodendréfilo, ou seja, circula na copa das arvores, porém Deane observou a
dispersdo vertical nessa espécie, ou seja, a capacidade de realizar o repasto sanguineo tanto no
nivel do solo quanto no nivel da copa, com isso foi possivel definir que essa espécie é a vetora

responsével pela transmissdo da maléria humana e simia nas areas de Mata Atlantica 2**2.

Como o virus da febre amarela circula dentro das florestas, muitos macacos ainda
poderdo morrer, porém, cerca de 20% podera adquirir anticorpos contra o virus e assim obter

imunidade permanente % 2,

No que diz respeito ao dimorfismo sexual de bugios, hd uma diferenca de peso
corporal entre macho e fémea que pode variar até 2 quilos, sendo que o macho adulto é mais
pesado, registrando de 5 a 9 Kg. Outra diferenca € que o macho possui 0 0sso hidide maior
que o das fémeas, sendo esta estrutura responsavel pela ressonancia do ronco (vocalizacéo)
caracteristico dessa espécie de simio. O macho também apresenta uma barba proeminente e a

coloracdo dos pelos avermelhados, enquanto nas fémeas, sdo amarronzados (Figuras 05 e 06)
57,59
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Figura 5- Bugio macho, PEC - Nucleo Pedra Grande — SP
Autora: Thais de Moura Coletti, 2016
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Figura 6 -Bugio fémea, PEC - Nucleo Pedra Grande - SP
Autora: Thais de Moura Coletti, 2016

Quanto a dieta do Bugio-ruivo, esta ¢ classificada como folivoro-frugivora, sendo que
estd composicao representa cerca de 79% da alimentacdo, que ocasionalmente pode conter
caules, cascas, flores e liquens, por esse motivo ele é considerado um dispersor priméario de
sementes, capaz de regenerar matas e contribuir para a vida de espécies vegetais e também

animais, como o besouro da subfamilia Scarabaeinae 57 5% 6566,

4.1 A relacdo entre 0s macacos e 0s besouros coprofagos

4.1.1 Recursos alimentares dos besouros Scarabaeidae

Ha cerca de 2.500 géneros e 35.000 espécies descritas de besouros da superfamilia
Scarabaeoidea no mundo. Algumas espécies sdo micetdfagas, detritivoras, coprofagas ou
necrofagas. Podem predar formigas do género Atta e diplopodes e ainda podem se alimentar
de pélen, mel, flores e frutos em decomposicdo. A maior familia do grupo € Scarabaeidae que
inclui cerca de 1.600 géneros e 27.000 espécies °"°.

A subfamilia Scarabaeinae, pertence a familia Scarabaeidae e contém cerca de 257
géneros e 6 mil espécies, sendo encontrada em todos 0s continentes, com excecdo da
Antartida. No Brasil, um estudo constatou a presenca de 618 espécies descritas de

Scarabaeinae, embora o trabalho indique que apenas metade da diversidade real destes
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besouros é conhecida. No estado de Séo Paulo foram registradas 192 espécies dessa
subfamilia, sendo considerado o estado brasileiro com maior diversidade de espécies .

Os escarabeineos utilizam fezes, frutas e carcacgas apodrecidas, como alimento. Alguns
sdo especializados no consumo de fezes de pequenos mamiferos que habitam florestas
tropicais, possivelmente pela maior disponibilidade do recurso, o que também exigiria menos
esforgo de voo. Algumas espécies de besouros como aquelas dos géneros Uroxys e Trichillum
se especializaram em realizar foresia em preguicas do género Bradypus, ja& que as mesmas
demoram quase uma semana para defecar, além disso, saem do dossel para enterrar as fezes.
Esse comportamento do bicho preguica diminui a exposicdo do mesmo contra possiveis
predadores °" %7,

Alguns besouros alimentam-se especificamente de fezes (copréfagos) e costumam
transportar e enterrar parte do recurso para diferentes localidades, o que contribui de forma
secundaria para a dispersdo de sementes. Esse comportamento faz com que alteracgdes fisico-
quimicas ocorram no solo, colaborando com a ciclagem do nitrogénio e de outros nutrientes,
promovendo o desenvolvimento das plantas e, alem disso contribuindo indiretamente com o
controle biolégico de ovos e larvas de dipteros pragas e também com o controle de
nematoides e outros parasitas, porém em locais com falta de saneamento basico podem
contribuir com a dispersdo desses parasitas > > "® 7"

Fezes de macacos sdo consideradas um recurso alimentar importante para os besouros
da subfamilia Scarabaeinae nas florestas tropicais, mas pouco se sabe sobre uma possivel
especializacdo na dieta desses coledpteros. Estudo conduzido por Noriega™®, no Parque
Nacional Natural Sierra de La Macarena, na Amazénia colombiana, foi sugerida uma possivel
preferéncia de algumas espécies de besouros, entre eles Canthon do subgénero
(Glaphyrocanthon) e o besouro Onthophagus haematopus, por fezes de Alouatta seniculus
(bugios) e de Lagothrix lagotricha (macacos barrigudos).

Estrada et al.”

, realizaram pesquisa na estacdo bioldgica de Los Tuxtlas, México, que
demonstrou a preferéncia dos besouros Canthon (Glaphyrocanthon) femoralis, Eurysternus
mexicanus, Dichotomius satanas, Canthon sp e Copris laeviceps por fezes de Alouatta
paliatta, enquanto, na estacdo Los Amigos do campo no departamento de Madre de Dios na
Provincia de Manu, Peru, foi observado que ha especializacdo de uma espécie de besouro
Canthon (Glaphyrocanthon) aff. quadriguttatus por fezes do macaco-da-amazdnia, Callicebus

brunneus e por fezes do macaco saki de cara calva, Pithecia irrorata irrorata ®.
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5 Alguns aspectos da biologia de Scarabaeinae

No antigo Egito, o comportamento de nidificacdo de escaravelhos da espécie
Scarabeus sacer, impressionou muito o povo daquela regido, pois esse besouro reuniu trés
elementos de muita importancia para a mitologia: o solo, o sol e o0 gado. Os egipcios faziam
uma aluséo do movimento do besouro rolando a esfera de esterco ao sol se movimentando no
céu. Além disso, os egipcios relacionavam o ciclo de vida do besouro (ovo, larva, pupa e o
adulto alado) a ressurreicdo e, portanto, 0s associava a simbologia das mumias e das
piramides ©’.

Geralmente os ovos dos Scarabaeinae sdo depositados em substrato composto por
esterco ou outro material organico. Algumas espécies de besouros podem usar uma variedade
menor de esterco, ficando proximos ao habitat de algum mamifero. Durante a oviposicéao, as
fémeas defecam no material orgénico, onde o ninho esta sendo preparado para quando a larva
eclodir, se alimentar das fezes e da microbiota presente na mesma, facilitando futuramente a
sua digestdo. A larva também pode se alimentar das proprias fezes, enriquecendo sua
microbiota intestinal. No final do desenvolvimento, a larva constréi uma camara de pupacéo,
na qual a forma adulta se completara. Aproximadamente o tempo de desenvolvimento entre
ovo a adulto pode variar de 30 a 50 dias °" % "3,

A emergéncia do besouro adulto tem relagdo com a umidade e temperatura do
ambiente e, um tempo depois que a muda ocorre (sendo que o adulto emerge e deixa a
cuticula da pupa para tras) o besouro deixa a camara pupal e comeca a se alimentar por
algumas semanas e até mesmo alguns meses, sendo esse intervalo de tempo chamado de
periodo da maturacdo. Logo apos esse periodo, ocorre 0 acasalamento, no qual macho e fémea
sdo atraidos por feromonios volateis de curta distancia. °" %% .

Nos besouros copréfagos existem muitas modificacdes morfologicas, na larva o
desenvolvimento pode ser influenciado pela adaptacéo tréfica, sendo uma fase mais curta do
que em besouros de outros habitos alimentares, provavelmente pela condicdo perecivel do
recurso alimentar. A larva também possui um aparelho bucal muito diferente do adulto, sendo
descrito como forte e com a funcéo de esmagar ou cortar pedagos grosseiros .

Ja o besouro adulto possui aparelho bucal especializado em alimento macio ou pastoso
e restrito a ingestdo de particulas muito pequenas. Para ingerir as fezes os besouros lambem
com o auxilio do maxilar que é repleto de pelos, posteriormente ocorre a filtracdo das fezes

por cerdas presentes no aparelho bucal, as particulas maiores sdo rejeitadas e as particulas
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finas sdo concentradas e passam por um filtro, com possivel participagdo da epifaringe,
finalizando na ingestdo. Nessa fase o besouro se alimenta mais (periodo de maturagdo), para
desenvolver por completo as gonadas e ovos, diferente de outros insetos que se alimentam
mais na fase imatura. A visdo é pouco desenvolvida, porém a longevidade é maior, o olfato é
bem desenvolvido por causa das antenas quimiorreceptoras. Também sdo desenvolvidas: a
percepcao tétil e a percepcdo da temperatura ambiente "%,

Entre as caracteristicas morfolégicas principais da larva estdo o seu formato
escarabeiforme curvadas em formato da letra C e quando em vida livre a larva mais
precisamente tem o formato da letra S, a coloragdo é amarelada ou esbranquicada. ® ',

J& os besouros adultos possuem antenas lameladas, clavas antenais com trés lamelas,
clipeo cobrindo a mandibula e o labro, pigidio exposto, em geral vertical em relacdo ao eixo
longitudinal do corpo, porém pode ser tambeém ventral, e por fim, tibias posteriores com tnico
esporéo apical (Figuras 07 e 08) ®°.

A coloracdo desses besouros pode variar de preta opaca até cores metalicas e
aposematicas. O tamanho desses escaravelhos pode variar muito de acordo com a espécie,
alguns com poucos milimetros até mais de 5 centimetros. O formato do corpo normalmente é
oval, porém alguns géneros podem ter o corpo retangular. O dimorfismo sexual ocorre em
algumas especies, sendo que o macho pode apresentar um corno robusto que a fémea
geralmente ndo possui %.

Esses besouros sdo conhecidos também pelo nome popular de “rola-bostas”, pois
algumas espécies fazem uma esfera com esterco, carcaca ou fruta em processo de
decomposicdo, objetivando o deslocamento do recurso (telecoprismo), enquanto outros
besouros constroem um tunel abaixo das fezes, onde levam o alimento (paracoprismo) (Figura
9) ou ainda, outras espécies podem construir seus ninhos dentro dos alimentos ou fezes
(endocoprideos) .

Na América do Sul alguns Scarabaeinae sdo considerados copréfagos, entre eles:

Glaphyrocanthon, Dichotomius, Ateuchus e a maioria das espécies de Onthophagus .
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6 JUSTIFICATIVA

As matas da Serra da Cantareira até meados de 1960 eram preservadas e habitadas por
grande populacdo de bugios e também do vetor Anopheles (Kerteszia) cruzii, fato que
possibilitou que o Prof. Deane realizasse importantes estudos entomolégicos localmente,
publicando inclusive a descricdo do primeiro caso de infeccdo natural em humanos por
Plasmodium simium, que ocorreu em uma situa¢do zoonoética, na qual o guarda florestal que o
auxiliava nos trabalhos de coleta de anofelinos nas copas das arvores, contraiu 0 P. simium
que circulava entre 0s bugios 27, 28, 42.

Posteriormente, dois estudos demonstraram que P. simium e P. brasilianum ainda
circulavam entre os bugios da Serra da Cantareira. Essas pesquisas utilizaram a técnica de
PCR e permitiram a deteccdo de DNA de P. simium e P. brasilianum em amostras de sangue
de macacos resgatados na Grande S&o Paulo 1%,

A escassez de Anopheles (Kerteszia) cruzii evidenciada em estudo entomoldgico,
suscitou indagacgdes a respeito da manutencdo do ciclo de transmissdo da malaria simia entre
os bugios da Serra da Cantareira .

Com o proposito de elucidar essas indagacdes, foi realizada pesquisa, a fim de
verificar o status da transmissdo dos plasmodios simios em areas de Mata Atlantica nas zonas
norte e sul do municipio de Sdo Paulo. Os resultados entomologicos indicaram a baixa
frequéncia de anofelinos em especial fémeas de Anopheles (Kerteszia) cruzii no Parque
Estadual da Cantareira (PEC), contudo mesmo dentre 0s poucos exemplares analisados foi
possivel identificar a infeccdo natural por P. simium, por meio de PCR. Neste mesmo estudo,
foi possivel detectar a presenca de DNA de P. simium em amostras de fezes de bugios do PEC
por meio de uma abordagem nao invasiva, baseada no diagnostico de DNA ambiental (Projeto
FAPESP 2014/10.919-4, coordenado pela Dra. Ana Maria Duarte/SUCEN em parceria com
IMT/USP, dados ndo publicados).

Durante a realizacdo das coletas de fezes de bugios dentro das atividades do projeto
supracitado, foi observada a presenca de besouros copréfagos, 0 que motivou a realizacdo do
presente estudo sobre a possivel relacdo entre os bugios e 0s besouros, considerando a
hipdtese de que o besouro coprofago poderia apresentar nas fezes presentes em seu conteido
intestinal, rastros de DNA de simios e/ou de plasmédios.

Contudo, em outubro de 2017 teve inicio a epizootia de febre amarela na cidade de

Séo Paulo que teve continuidade em 2018 e infelizmente dizimou todas as familias de bugios
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que habitavam os Parques Estaduais da Cantareira (PEC) e Alberto Lofgren (PEAL),
inviabilizando a continuidade do estudo nessas areas.

Porém, apés avaliacdo de que o nimero de coletas de fezes de bugios e de besouros no
PEC e PEAL foram suficientes, optou-se por dar continuidade ao estudo, incluindo o Instituto
de Boténica de Sao Paulo (IBot) que faz parte do Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI),
uma vez que pesquisa realizada localmente, demonstrou a presenca de plasmédio em sangue
de bugios que circulam nessa area *.

Assim sendo, este estudo objetiva avaliar a presenca do DNA de plasmédios e de
bugios nas amostras de fezes e no contetdo intestinal dos besouros copréfagos das zonas
norte (PEC e PEAL) e sul (IBot, /PEFI) do municipio de Sdo Paulo, bem como avaliar a
possivel presenca de sangue nas amostras de fezes de bugios com o intuito de inferir sobre a
origem do DNA do plasmadio.
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7 OBJETIVOS GERAIS

Detectar os plasmoédios simios nos bugios do Parque Estadual da Cantareira (PEC),

Parque Estadual Alberto Lofgren (PEAL) e do Instituto de Botanica de S&o Paulo (IBot), por

meio de nova abordagem de rastreamento de DNA ambiental (eDNA) em fezes dos bugios e

no conteudo intestinal de besouros copréfagos (Scarabaeinae).

7.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

9)

Identificar os besouros Scarabaeinae encontrados nas fezes dos bugios;

Inferir sobre as espécies de besouros que estdo associadas a fezes de bugios no PEC,
no PEAL e no IBot;

Detectar a presenca do DNA de bugio nas fezes coletadas por meio da técnica de
(PCR) convencional;

Detectar a infeccdo natural por Plasmodium spp nas fezes coletadas de bugios (eDNA)
por meio da técnica (PCR) convencional e em tempo real;

Detectar a presenca do DNA de bugios no conteddo intestinal do besouro
Scarabaeinae por meio da técnica (PCR) convencional;

Detectar a presenca do DNA de Plasmodium spp no conteudo intestinal do besouro
Scarabaeinae por meio da técnica (PCR) convencional e em tempo real,;

Verificar a presenca de sangue nas amostras de fezes de bugios com o intuito de inferir
sobre o possivel trajeto percorrido pelos plasmodios no organismo dos bugios até sua

chegada as fezes.
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8 MATERIAL E METODOS
8.1 Areas de Estudo

8.1.1 Serra da Cantareira

Os locais escolhidos para o estudo foram o Parque Estadual da Cantareira (PEC) que possui
79,2 km’ e estd localizado & 23° 24’ 5” S e 46° 35’ 24” O e o Parque Estadual Alberto Lofgren
(PEAL), que possui 1,7 km?e localiza-se a 23° 27’ 33” S e 46° 38” 02” ambos contiguos e situados na
zona norte do municipio de Sao Paulo (figura 10) * %,

Tais areas foram escolhidas para o estudo justamente por apresentarem a época uma grande
populacdo de Alouatta guariba clamitans (bugios) e no passado, terem sido alvo de estudo da malaria
simia pelo Dr. Lebnidas Deane.

A populagdo estimada de bugios na Serra da Cantareira era de aproximadamente 4500
individuos até o periodo que antecedeu a epizootia de febre amarela ocorrida no final de 2017 %,

Os pontos escolhidos para a realizacdo das coletas de fezes e besouros copréfagos foram
definidos pela identificacdo de grupos de bugios e de suas areas de alimentacdo e dormitorio, (visto
que estas areas geralmente coincidem com a presenca de fezes no solo), assim como por caracteristicas
paisagisticas, tais como: florestas maduras ou secundarias, presenca de bromélias (ambientes com

maior chance de ocorréncia de anofelinos) e ambientes degradados.

Os pontos de coleta definidos no Parque Estadual Alberto Lofgren (PEAL)
foram:

 Instituto Florestal — Trilha da Dasonomia

* Horto Florestal - Trilha Palacio do Governador
Esses dois pontos apresentam areas mais degradadas sob o aspecto paisagistico (mata

secundaria - entremeios e entorno).

Os pontos de coleta definidos no Parque Estadual da Cantareira (PEC) foram:

* Ndacleo Pedra Grande: alguns pontos definidos dentro desse Nucleo

(area mais preservada sob o aspecto paisagistico (mata primaria).

* A éarea intermediaria ficou definida pela proximidade entre a area

preservada e area degradada, fazendo fronteira entre elas.
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Figura 10- Imagem do PEC e PEAL
Fonte: Google Earth'®

As coletas no PEC e no PEAL foram realizadas entre dezembro de 2016 e dezembro
de 2017, perfazendo um total de 15 coletas (alguns meses com 2 coletas).

O inicio das atividades de coleta das fezes dos bugios e dos besouros no PEAL e no
PEC foram realizadas com o apoio do Pesquisador Cientifico Marcio Port Carvalho da Secéao
de Animais Silvestres do Instituto Florestal da Secretaria de Estado do Meio Ambiente/SP que
nos orientou na definicdo das areas de coleta. Para tanto, os critérios utilizados para a
localiza¢do dos grupos de bugios foram a busca de arvores dormitorio (“sleeping site”) e de
locais de preferéncia para sua alimentacdo (palmeira jeriva, figueira, entre outros), visto que

esses locais aumentam a chance de encontro de fezes desses primatas.
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8.2 Instituto de Boténica de S&o Paulo (IBot)

O local escolhido para o estudo foi o Instituto de Botanica de Sdo Paulo (IBot), que
possui 360 mil metros quadrados e esta localizado a 23° 38” 30.7” S e 46° 37 14.2”), situado
na zona sul do municipio de S&o Paulo (figura 11) *,

O IBot pertence ao Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI), sendo um
remanescente de Mata Atlantica que apresenta uma populacdo de bugios estimada em 200
individuos (InformacBes obtidas do relatério de Clerici %, dados ndo publicados).

N&o hé& registro sobre a presenca de Anopheles do subgénero Kerteszia nessa area,
porém foram encontrados Anopheles (Nys.) strodei em coleta entomoldgica realizada por
Chagas et al.** no Parque Zoolégico de S&o Paulo, situado também dentro do PEFI. Essa
espécie de anofelino possui importancia epidemioldgica, pois se trata de um vetor zoofilico,
porém com competéncia para transmitir plasmédios “%.

Estudo realizado por Yamasaki et al.”, demonstrou a circulacio de plasmédios simios
nessa area atraves da analise de amostras de sangue de bugios provenientes do IBot.

Os pontos de coleta definidos no Instituto de Botanica (IBot) foram:

« Trilha Marginal 1 (direita)
» Trilha Marginal 2 (esquerda)
» Trilha da Nascente (Suspensa)

» Trilha divisa zoolégico
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Figura 11 - Imagem do Instituto de Botanica- 1Bot
Fonte: Google Earth 1

As coletas no IBot foram realizadas de agosto de 2018 a junho de 2019, perfazendo
um total de 11 coletas.

O inicio das atividades de coleta das fezes dos bugios e dos besouros no IBot foram
realizadas com o apoio do Pesquisador Cientifico Eduardo Pereira Cabral Gomes do Instituto
de Botanica da Secretaria Estadual do Meio Ambiente/SP, que nos orientou a procurar pelos
bugios em areas proximas as bordas de mata com a presenca da Alchornea sidifolia (Tapia-
guacu, arvore tipica da Mata Atlantica), pois suas folhagens sdo bastante utilizadas na

alimentacdo desses simios, além das figueiras e dos jerivas (comunicacao pessoal).
8.3 Coletas das fezes dos bugios e dos besouros copréfagos no PEC, PEAL e IBot

A coleta do material foi feita diretamente das fezes caidas no solo (terra ou asfalto) em
cada ponto previamente definido (figuras 12 e 13) dos quais obtivemos a coordenada
geogréafica marcada pelo GPS Garmin, mod. Etrex.

Simultaneamente foi realizada a coleta dos besouros que estavam sobre ou no interior
das amostras de fezes de bugios, sendo que foi atribuido o mesmo namero colocado nas

amostras das fezes de bugios as amostras de besouros (ambas acondicionadas em tubos
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Falcon® estéreis), acrescido do ntimero de besouros coletados/amostra de fezes. Os besouros
foram sacrificados por submerséo em alcool 70%.

Para a coletas das fezes de bugios, foram utilizados coletores estéreis especificos para
fezes (tubos coletores com espétula, Sarsdest, ref. 80.734.311). Imediatamente apds a coleta,
foi acrescido RNA later (Qiagen), na proporgédo 1:1 (conservar/estabilizar DNA e RNA) ou
alcool 70% (1:1), que pode ser usado em substituicdo aos tubos com espatula (Siregar et al.,
2015). As amostras de fezes foram encaminhadas ao Laboratorio de Protozoologia do
IMT/USP e mantidas em freezer -20° C até a realizacdo da extracdo de DNA.

Os dados das amostras foram anotados em uma planilha no campo, com as seguintes
informaces: numero da amostra de fezes, data, local, ponto especifico, coordenadas
geograficas, frescor das fezes, coloracdo, presenca de fibras e sementes, presenca de besouros

e conservante utilizado. As informag6es foram agregadas em um banco de dados no programa

Figura 12- Coleta de fezes de Bugio no PEC - Nucleo Pedra Grande
Autora: Ana Maria Ribeiro de Castro Duarte, 2016
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Figura 13- Fezes de bugio caidas no solo - Instituto de Boténica - IBot - SP
Autora: Fabiana Santos Silva, 2019

8.4 Disseccdo e identificacdo do conteudo intestinal do besouro copréfago e identificacdo
taxonémica

A dissecacdo dos besouros foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Gomez et al. %, com pequenas modificacdes.

No laboratério de Protozoologia do IMT- USP, cada besouro foi retirado do tubo com
alcool 70% e lavado com agua destilada quente por 2 minutos para remocao de fezes e terra.
A agua quente também auxiliou no processo de amolecimento do tegumento, facilitando o
corte por alfinetes nos esternitos abdominais. Em uma Placa de Petri cada exemplar foi
disposto e dissecado com auxilio de alfinetes entomolédgicos de inox (n.1 ou 2) e pinca
entomoldgica. A disseccdo foi feita com auxilio de Lupa Estereoscépica, LEICA, modelo
LED2500.

Ap0s a disseccdo, cada intestino com o contetdo fecal foi armazenado em um tubo de

1,5 ml com 300 pl de RNAIlater (Qiagen) ou alcool 70% para posterior extracdo de DNA.

Os instrumentos utilizados na disseccdo de cada besouro foram esterilizados com
alcool 70% e posteriormente deixados em luz UV por 10 minutos, evitando assim a

contaminag&o entre os individuos dissecados.

Apos a dissec¢do dos besouros, estes foram colados, montados com etiquetas e

alfinetes entomolodgicos, inclusive com as genitalias masculinas dissecadas e coladas em
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anexo no alfinete correspondente, a fim de serem posteriormente, identificados no laboratorio
de Coledpteros do Museu de Zoologia da USP (MZUSP), com supervisdao do Dr. Juares
Fuhrmann e da Profa. Dra. SOnia Aparecida Casari.

Para a identificagdo dos besouros ao nivel de género e espécie, foi utilizada chave
taxonomica pictérica ®® (Figura 14).

Para a confirmacdo de eventuais duvidas em relacdo a identificagdo taxondmica dos
besouros, os exemplares foram encaminhados ao Prof. Dr. Fernando Zagury Vaz-de—Mello da
Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT), confirmando a identificacao.

Os espécimes foram doados ao Acervo do Museu de Zoologia da USP (MZUSP).

Figura 14 - Identificacdo taxondmica dos besouros no Museu de Zoologia da USP
Autora: Thais de Moura Coletti
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8.5 Extracdo de DNA das amostras de fezes de bugios

A extragdo de DNA foi feita por meio do “QIAamp Stool kit” (Qiagen), com pequenas
modificacBes propostas por Siregar et al. *°. As amostras foram lisadas com tampdo ASL,
“overnight”, em agitagdo intermitente para aumentar a concentracdo de DNA. As demais
etapas seguiram o protocolo original do fabricante. Foram utilizadas ponteiras estéreis e com

filtro durante todo o processo para evitar contaminagoes.

8.6 Extracao de DNA do contetdo intestinal dos besouros coprofagos

A extracdo de DNA de cada amostra de intestino dos besouros foi realizada por meio

do DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), segundo o protocolo original do fabricante.

8.7 PCR para detec¢do do DNA de Alouatta nas fezes dos bugios (Alouatta guariba clamitans) e do
conteudo intestinal dos besouros Scarabaeidae

O par de primers e o protocolo da reacdo para a amplificacdo de fragmento de
Citocromo b (cyt b) do género Alouatta foram elaborados pela Dra. Licia Natal Fernandes do

Laboratorio de Protozoologia do IMT/USP (dados nao publicados).

Sequéncia dos Primers:

PF ALBr: S5’TCAACTGCYTTCTCC TCA GTCGC 3’ PR ALBr: 5GGTCGG
TTAGAAGGTCAG GTG ¥

8.7.1 Descricdo da Reacdo

Para a realizacdo da reacdo de amplificacdo foram utilizados 5,0 pul de DNA, 13,8 ul
de &gua, 1,5 pl de cloreto, 0,5 pl de DNTP, primer PF Al Br 0,75 pul, primer PR Al Br 0,75 pl

e Taqg 0,2 pl, sendo usados os parametros de desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min, seguida de
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35 ciclos a 94°C por 30 s, 35 ciclos a 60°C por 30 s, 72°C por 1 min e extensdo final de 72 °C
por 10 min no equipamento Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) no Laboratério de
Protozoologia, IMT/USP.

O produto amplificado foi submetido a corrida eletroforética em gel de agarose 1,5%
em Solucdo de TBE, sendo que a reacdo produz um fragmento de 580 pares de bases (pb).

Foram incluidos controles positivo e negativo em todas as reacoes.

8.8 PCR em Tempo Real (TagMan) para deteccdo de DNA de plasmdédios nas amostras de fezes de
Bugios (Alouatta guariba clamitans) e no contetdo intestinal dos besouros Scarabaeidae

A PCR em tempo real (TagMan) foi utilizada para amplificar o fragmento de 100 pb
do gene 18S rRNA de Plasmodium com primers e sondas especificos para género e espécies

(P. vivax e P. malariae), de acordo com protocolo descrito por Bickersmith et al.?’.

8.8.1 Descricdo da Reacéo

As reacOes foram realizadas separadamente com cada par de primers e sondas
correspondentes ao género e especies do plasmodio. As mesmas condigcdes foram utilizadas
para a deteccdo de P. malariae, porém os primers e sonda foram usados como descrito por
Rougemont et al ®. Foram incluidos controles positivo e negativo em todas as reagdes.

Para a reacdo de amplificacdo foram usados 2,0 pl de DNA e 7,5ul de TagMan®
Universal Master Mix Il, acrescidos de UNG (Applied Biosystems) (2X), sendo que para a
sonda relacionada ao género Plasmodium, foram utilizados 0,15 pl (10uM) e para 0s primers
F foram utilizados 0,45 ul (10uM) e primer R 0,45 ul (10uM). Para completar o volume de
15ul foram acrescidos 4,45 ul de agua de injecdo. Os parametros utilizados foram:
desnaturacdo inicial a 50°C por 2 min, a 95°C por 10 min, 50 ciclos a 95°C por 15 min e 60°C
por 1 min no equipamento Step One Plus (Applied Biosystems) no Laboratorio de
Protozoologia, IMT/USP (Tabela 03).
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Tabela 3- Primers utilizados para amplificagdo de Plasmodium em amostras de DNA obtidas de fezes
de bugio e de conteudo intestinal de besouro copréfago em PCR em tempo real no sistema Tagman

Primers Sequéncia 5° - 3’ Ref.

Plasmo2-R AAC CCAAAG ACT TTG ATT TCT CAT AA 1

GACTAGGCTTTGGATGAAAGATTTTAA

Vivax-F 1
Vivaxprobe (sonda) NED - ATAAACTCCGAAGAGAAAA — MGBNFQ 1
CCG ACT AGG TGT TGG ATG ATA GAG TAA A 2
Mal-F Malaprobe
(sonda) 5
FAM - CTA TCT AAA AGA AAC ACT CAT -MGBNFQ
Ref. 1%, 2%

8.9 “Nested PCR” para deteccio de identificacio molecular de plasmdédio nas amostras de fezes de
Bugios (Alouatta guariba clamitans) e no contetado intestinal dos besouros Scarabaeidae

As amostras de fezes de bugios e de conteudo intestinal de besouros na PCR em tempo
real, foram submetidas a reacdo de PCR convencional para a identificacdo molecular de

fragmento de 402 pb de citocromo b (cyt b) de Plasmodium *° (Tabela 03).

8.9.1 Descricdo da reacao

Para a primeira reacdo da PCR foi usado 14 pl de DNA, juntamente com o primer
PfF3700/PfR4615 que produziu um fragmento de 915 pb, sendo que para a segunda reacdo,
foi utilizado 2 uL de DNA, juntamente com o produto da PCR da primeira reacdo, acrescido
do primer Pff 3700/PfR4102, que produziu um fragmento de 402 pb (cyt b 1) (tabela 4).

Foram utilizados na primeira e segunda reacdes os parametros de desnaturacdo inicial
a 94 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, sendo a desnaturacdo a 94 °C por 15 segundos,
alinhamento a 50 °C por 15 segundos, extensdo a 72 °C por 45 segundos com extensdo final

de 72 ° C por 5 minutos.
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Para a primeira reacdo de amplificacdo foram usados 14 pl de DNA, 2,5 ul de tampéo
buffer, 1 pl de MgClI2, 0,25 ul de DNTP, Primer PFf 1 ul, Primer PFr 1 pl, Taq 0,25 pl e 5 pul
de agua de injecdo para completar o volume de 25 pl.

Para a segunda reacdo (Nested), foram usados 2 pl do produto de PCR da primeira
reacdo, 2,5 pl de tampdo buffer, 1 pl de MgClI2, 0,25 pl de DNTP, Primer PFf 1 ul, Primer
PFr 1 pl, Taqg 0,25 pl e 17 pl de &gua de injecdo para completar o volume de 25 pl. Foram
incluidos controles positivo e negativo em todas as reacdes.

Tabela 4- Primers utilizados para amplificagdo de Plasmodium em amostras de fezes de bugios e
contetdo intestinal de besouro copréfago em Nested PCR, Siregar et al. *°.

Gene Primers Sequéncia Pares de Reacéo
bases

cytb 1 PfF3700 TGGATGGTGTTTTAGATACATGC 915 Nest 1a

PfR4615
GTTTGCTTGGGAGCTGTAATC

cytb 1 PfF3700 TGGATGGTGTTTTAGATACATGC 402 Nest 2a

PfR4102
GCTGTATCATACCCTAAAG

Nest 1la — primeira reacdo Nest 2a —segunda reacao

Os fragmentos positivos obtidos na Nested PCR, foram purificados por meio do
reagente EXoSAP-IT (Applied Biosystems) segundo protocolo do fabricante e encaminhados,
juntamente com 0s respectivos primers para a Empresa Genomic para a realizacdo do

sequenciamento.

8.10 Andlises das sequéncias de DNA de plasmaodios obtidas a partir de fragmento sequenciado do
gene de cyt b de Plasmodium

Para a identificacdo molecular das sequéncias de cyt b obtidas na Nested PCR, foram
feitas comparacdes destas com as sequéncias disponiveis no Genbank por meio da ferramenta
BLAST 2% sendo que posteriormente, foram confirmadas por anélise filogenética, incluindo

sequéncias de diferentes espécies de Plasmodium que ocorrem no Brasil, tais como: P.
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falciparum, P. vivax/P.simium e P. brasilianum/P.malariae. O Plasmodium relictum foi

utilizado como grupo externo.

As sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas no Clustal W* e as anélises
filogenéticas geradas por méaxima verossimilhanca no programa RAXML, Stamatakis **,
implementado na plataforma CIPRES *2. A confiabilidade dos grupamentos foi analisada por
meio de replicacdo de “bootstrap”, sendo considerados robustos grupamentos com valores de

“bootstrap” maiores ou iguais a 70.

8.11 Teste imunocromatografico

As amostras de fezes de bugio foram submetidas ao teste qualitativo de sangue oculto
por meio do “Kit” WAMA, REF 623040-R, método imunocromatografico de fase solida que

utiliza uma combinacéo de anticorpos monoclonais anti-hemoglobina humana.

8.12 Andlises Estatisticas

Os dados foram organizados em um banco no programa Microsoft Excel. E
posteriormente analisados por meio de tabelas de contingéncia aplicando-se o teste exato de
Fisher. Este teste € mais adequado do que o Qui-quadrado de Pearson quando as frequéncias
esperadas s@o0 menores que 5. As analises e os graficos foram elaborados no ambiente

computacional R (R core team, 2019).
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9 Resultados

9.1 Padronizacao dos testes moleculares
9.1.1 Padronizacédo da PCR em tempo real (TagMan) para amplificacdo do fragmento 18 S rRNA de

Plasmodium.

Plasmodium (~100pb). Foi acrescido controle negativo em cada reagdo (mix com todos 0s

reagentes, menos a amostra de DNA).
No gréafico 2, estdo apresentadas as curvas de amplificacdo correspondentes a amostra

de DNA de Plasmodium malariae/P.brasilianum (“pura” e diluida a 1:50 e 1:100), onde se
observa o padrdo positivo para a reacdo. A curva da amostra negativa ficou abaixo do limiar

de reatividade (trago horizontal).

Amostras de DNA sabidamente positivas para P. vivax e P. malariae/P. brasilianum
foram testadas com cada par de primers e sondas correspondentes as espécies de plasmédio
citadas, segundo Bickersmith et al. %" para amplificacdo do fragmento 18S rDNA de
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Gréfico 2- Padronizacdo da PCR em tempo real para P. malariae, P.brasilianum para
amplificacdo de fragmento do gene 18S rRNA com primers Mal-F, Plasmo 2- R
e sonda Malaprobe com amostra positiva para P. brasilianum (sangue de macaco
Saimiri infectado experimentalmente com cepa Peru | T1726/2008, cedida pelo
Dr. William Colllins, CDC/Atlanta). As curvas de amplificacdo na cor rosa
correspondem ao controle positivo “puro” e diluido a 1:50. O controle negativo e

a diluicdo a 1:100 da amostra positiva ficaram abaixo do limiar de reatividade
(linha horizontal).

A mesma reacao foi realizada com uma amostra de controle positivo para P. vivax obtido
de paciente da regido Amazodnica, “pura” e diluida a 1:50 e 1:100. No grafico 3, é possivel

observar as curvas de amplificacdo correlatas que definiram o padréo positivo p ara essa reacéo.
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Gréfico 3- Padronizacdo da PCR em tempo real para Plasmodium vivax, Plasmodium

simium para amplificacdo de fragmento do gene 18S rRNA com primers

Vivax-F, Plasmo 2-R e sonda Vivaxprobe com amostra positiva para P. vivax

(sangue de paciente da regido amazo6nica). As curvas de amplificacdo na cor rosa

correspondem ao controle positivo puro e diluido a 1:50 e 1:100. O controle
negativo ficou abaixo do limiar de reatividade (linha horizontal).
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9.2 Padronizacgdo da Reacéo Nested-PCR (convencional) para amplificagdo de fragmento de cyt b de
Plasmodium

Na figura 15, sdo demonstrados os fragmentos amplificados com aproximadamente
402 bp dos controles positivos testados.

C+Pv CiPm Br

C*Pv: controle positivo para P. vivax ~ C'Pm: controle positivo para P.malariae Br:
branco

Figura 15- Eletroforese em gel de agarose a 2% - Nested PCR com os primers PfF3700/PfR4615
e PfF3700/PfR4102 para amplificacdo de fragmento do gene de cyt b de Plasmodium (402 bp)
com DNA de controle positivo para P.vivax (sangue de paciente da regido amazonica) e P.
brasilianum (sangue de macaco Saimiri infectado experimentalmente com a cepa Peru | T1726/2008,
cedido pelo Dr. William Colllins, CDC/Atlanta) e controle negativo (mix com todos os reagentes,
menos a amostra de DNA). Padrao de peso molecular: 50 pares de base (bp).

9.3 Padronizacdo da PCR para deteccdo de fragmento de cyt b de Alouatta guariba clamitans (bugio)
e Brachyteles (Muriqui)

Amostras de DNA sabidamente positivas de sangue e de fezes de bugios foram testadas
com os primers PfAIBr e PrAlBr para amplificacdo de fragmento especifico para cyt b de
Alouatta. Foram acrescidos controles negativos (mix com todos os reagentes, menos a
amostra de DNA).
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Na figura 16, podem ser observados os fragmentos amplificados com

aproximadamente 580 bp das amostras positivas.

2IF 40F 45F 47F S50F C+ Branco

100bp ©8 9B 10B 158 OF OF 10F 15F 18F 22F 24F 25F

C+: controle positivo

Figura 16- Eletroforese em gel de agarose a 2%, PCR com os primers PfAIBr e PrAIBr
para amplificacdo de fragmento do gene de cyt b de Alouatta guariba
clamitans (580 pb) com DNA de controle positivo para bugio (Alouatta guariba
clamitans, amostra cedida pelo DEPAVE-PMSP), 11 Amostras positivas para
fezes de bugios (area de estudo), 06 amostras Negativas para fezes de bugio e
controle negativo (mix com todos os reagentes, menos a amostra de DNA). Padrao

de peso molecular: 100 pares de bases (bp).
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10 Resultados de coleta de fezes de Alouatta guariba clamitans (Bugio) e de besouros no Parque
Estadual da Cantareira (PEC) e no Parque Estadual Alberto Lofgren (PEAL) - classificagéao
taxonémica, comportamento e nimero de exemplares de besouros coletados.

Foram coletados 143 exemplares de besouros, pertencentes a 10 espécies. Na area
preservada (PEC), foram obtidos 97 exemplares, sendo que as duas espécies mais abundantes
foram Canthon (Glaphyrocanthon) aff. ibarragrassoi e Onthophagus haematopus (gréafico 4).
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Gréfico 4- Espécies de besouros e numero de exemplares coletados por busca ativa nas fezes de
Alouatta guariba clamitans no PEC e PEAL.

Na tabela 5, sdo demonstrados o nimero de exemplares de besouros coletados e a sua

distribuicdo nas areas de estudo.
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Tabela 5- Besouros Scarabaeinae coletados nas fezes de Alouatta guariba clamitans no PEC e PEAL
entre 12/2016 e 12/2017

Espécie Preservada Intermedidria  Degradada Total/
(PEC) (PEC) (PEAL) espécie

Onthophagus haematopus 27,8% 48% 95,2% 49,5%
(39/97) (12/25) (20/21) (71/143)

Canthon  (Glaphyrocanthon) 47,4% 4,0% 0,0% 32,9%
aff. ibarragrassoi. (46/97) (1/25) (47/143)

Canthon (Glaphyrocanthon) 3,1% 24% 0,0% 6,3%
aff. coloratus (3/97) (6/25) (9/143)

Canthidium femoratum 5,2% 4,0% 0,0% 4,2%
(5/97) (1/25) (6/143)

Canthidium globulum 1,0% 8% 0,0% 2,1%
(1/97) (2/25) (3/143)

Deltochilum rubripenne 1,0% 4,0% 0,0% 2,9%
(1/97) (1/25) (2/143)

Canthidium aterrimum 1,0% 4,0% 0,0% 2,9%
(1/97) (1/25) (2/143)

Deltochilum sp 0,0% 4,0% 0,0% 0,7%
(1/25) (1/143)

Onthophagus tristis 1,0% 0,0% 0,0% 0,7%
(1/97) (1/143)

Ateuchus sp 0,0% 0,0% 4,8% (1/21) 0,7%
(1/143)

Total por area 67,8% 17,5% 14,7%
(97/143) (25/143) 21/143)

Pontos de coleta de besouros em fezes de bugios: PEC (&rea preservada e intermediaria) e
PEAL (&rea degradada).

Onthophagus haematopus foi a espécie mais frequente nas trés areas de coleta (49,5%),
seguida de Canthon (Glaphyrocanthon) aff. ibarragrassoi (32,9%). Na area preservada (PEC),

foi obtido o maior nimero de exemplares de besouros, representados por 8 espécies. Contudo,
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na &rea degradada (PEAL), foram observadas apenas duas espécies de besouros, sendo
Onthophagus haematopus a predominante (95,2%).

O gréfico 5, mostra uma associacdo para tabelas de contingéncia de duas dimensdes
(Cohen-Friendly association plot), no qual podem ser observados os desvios sob a hipotese
nula de independéncia entre as varidveis categoricas (espécie de besouro/local de coleta-
ambiente). As barras pretas e vermelhas demonstram respectivamente, que houve uma
frequéncia maior e menor do que a esperada entre as referidas varidveis. Observa-se, por
exemplo, que a espécie Canthon aff. ibarragrassoi foi coletada em maior nimero do que o
esperado no ambiente preservado e em menor nimero do que o esperado nos demais
ambientes. Isto sugere uma forte associacdo desta espécie com ambientes mais preservados.
Neste caso, o teste exato de Fisher indicou que as variaveis “espécie” e “ambiente” Ndo Sa0

independentes (p<0.001).

Degradado

Ambiente

Intermediério

Preservado

Canthidium spp. Canthon coloratus Canthon ibarragrassoi Deltochilum spp. Onthophagus haematopus

Espécie

Gréfico 5- Teste exato de Fisher sugerindo forte associacdo de Canthon aff. ibarragrassoi com os
ambientes preservados (p<0.001).

Na figura 17, sdo demonstradas as imagens de oito espécies de besouros coletados no
PEC e PEAL. Infelizmente, ndo foi possivel produzir imagens ideais das duas outras espéecies

coletadas nas areas de estudo.
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Figura 17 - Fotos de besouros coprofagos coletados no PEC e PEAL: (A) Canthon

E

-

aff.ibarragrassoi, (B) Onthophagus haematopus, (C) Onthophagus tristis,
(D)Canthon aff. coloratus, (E) Canthidium femoratum, (F) Ateuchus sp,
(G)Canthidium aterrimum, (H) Deltochilum rubripenne. Escala: 0,5 cm.

Autor: Juares Furhmann, 2019
Durante as coletas foram feitas algumas observacdes relacionadas ao comportamento
dos besouros, tais como:

1 — Dentre as 149 amostras de fezes de bugios, 40 delas apresentaram exemplares de

besouros, sendo que a maioria dessas amostras, apresentou somente uma espécie de besouro,

com excec¢do de cinco delas: uma com trés espécies de besouros e outras quatro amostras com
duas espécies de besouros (tabela 6);
Foi encontrado um maior nimero de besouros das espécies Onthophagus

2-
haematopus, Canthon aff. ibarragrassoi, Canthon aff. coloratus, Canthidium femoratum,

Canthidium globulum, Ateuchus sp e Onthophagus tristis no interior das amostras de fezes de

bugios (ativos ou em tanatose);

3-  Alguns individuos das espécies Canthon aff. ibarragrassoi, Canthon aff.
coloratus, Deltochilum rubripenne e Deltochilum sp foram encontrados rolando o bolo fecal,
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4- 4- Alguns individuos das espécies Onthophagus haematopus, Canthon aff.
coloratus, Canthon aff. ibarragrassoi e Canthidium aterrimum foram encontrados
empoleirados em folhas. A Unica espécie que apresentou os trés comportamentos, foi Canthon

aff. coloratus (tabela 7).

Tabela 6- Amostras de fezes de Alouatta guariba clamitans com mais de uma espécie de besouro
coletada no PEC e PEAL

ID amostra Fezes N. Espécies/ 1 2 3 4 Total
amostra Individuos
coletados
#294 3 7 16 0 1 24
#304 2 o 22 1 g 23
#307 2 11 1 0 0 12
#303 2 o 6 o 4 10
#295 2 3 2 0 0 5

Espécies: 1-Onthophagus haematopus, 2- Canthon aff. ibarragrassoi, 3- Canthon aff

coloratus, 4- Canthidium femoratum
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Tabela 7- Observacdo do comportamento das espécies de besouros Scarabaeinae coletados em busca
ativa no PEC e PEAL

Espécie Observacéo do comportamento
No Rolando bolo fecal Empoleiramento
Interior
das fezes
Onthophagus X - X
haematopus
Canthon aff X X )
ibarragrassoi
Canthon aff coloratus X X X
Canthidium femoratum X - X
Canthidium globulum X - -
Deltochilum rubripenne - X -
Deltochilum sp - X -
Canthidium aterrimum X X
Onthophagus tristis X -
X - -

Ateuchus sp
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10.1 Dissecc¢do do contetido intestinal dos besouros coprofagos

Os 143 exemplares de besouros do PEC e PEAL foram dissecados para a extragcdo do
conteldo intestinal para posterior analise da presenca de DNA de bugio e de plasmddio por
PCR. A quantidade de fezes no interior do intestino de besouros foi classificada como: vazio,
com poucas fezes e repleto de fezes (tabela 8). Nao foi feita a pesagem dos conteldos
intestinais, tendo sido realizada apenas a observacéo visual da quantidade.

Nas primeiras disseccdes realizadas, 48 besouros ndo foram avaliados quanto a

quantidade de fezes em seus intestinos.

Tabela 8- Numero de besouros coprofagos coletados no PEC e PEAL submetidos a disseccao
intestinal para avaliagio do conteudo fecal

Espécie/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
Conteudo fecal

Vazio 18 3 0 0 0 0 0 na na na 21
Pouco 4 7 0 0 0 0 0 na na na 11
Repleto 8 37 9 6 0 2 1 na na na 95

Total/besouros avaliados 30 47 9 6 0 2 1 na na na 127

1 -Onthophagus haematopus (71 exemplares); 2- Canthon aff. ibarragrassoi (47); 3- Canthon
aff coloratus (9); 4- Canthidium femoratum (6);, 5- Canthidium globulum (3); 6- Deltochilum
rubripenne (2); 7- Deltochilum sp (1);, 8- Canthidium aterrimum (2), 9- Onthophagus tristis
(1); 10- Ateuchus sp (1).

na - ndo avaliados.
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Na figura 18, observa-se as etapas de disseccdo dos esternitos abdominais para a
retirada do intestino de Canthon aff. ibarragrassoi, repleto de fezes.

c B D

-
.

~
-3

e

Figura 18 - Disseccao de intestino de Canthon aff. ibarragrassoi. (A) Vista dorsal; (B) Vista
ventral com os esternitos abdominais retirados; (C) Abdomen totalmente retirado;
(D) Intestino dissecado e preenchido por fezes. Autora: Fabiana Santos Silva, 2018
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Na figura 19, é possivel comparar os intestinos vazio e repleto de fezes de dois
exemplares do género Dichotomius sp.

L "

Figura 19 — Comparagéao das quantidades de fezes no interior do intestino de dois exemplares
de Scarabaeinae do género Dichotomius sp. (A) intestino vazio; (B) presenca de fezes no intestino.
Autora: Fabiana Santos Silva, 2018

A maioria dos exemplares de Onthophagus haematopus, apresentaram o conteudo
intestinal vazio, sendo que apenas alguns desses tiveram seus intestinos dissecados. Todos os
exemplares de Canthon aff. ibarragrassoi foram avaliados, sendo que a maioria apresentou o
intestino repleto de fezes.

10.2 Resultados das analises moleculares para detec¢do de Plasmodium nas amostras de fezes de
bugios (Alouatta guariba clamitans) e de besouros coprofagos do PEC e PEAL

10.2.1 Resultados das analises moleculares das amostras de fezes de Alouatta guariba clamitans

As 149 amostras de fezes de bugios coletadas durante o estudo foram submetidas
individualmente a extracdo de DNA, sendo que 75 delas (51%), apresentaram o fragmento

correspondente de 580 pb de cyt b de bugio (figura 20).
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Figura 20- Eletroforese em gel de agarose a 2%, PCR de cyt b de Alouatta g. clamitans
em fezes coletadas no PEC e PEAL apresentando o fragmento de 580 pb. C+:
Controle positivo de sangue de bugio (amostra de sangue DEPAVE/PMSP) e Br:
controle negativo (mix com todos os reagentes, sem amostra de DNA). Padréao de
peso molecular: 100 pares de bases (pb).

Na PCR em tempo real para deteccdo de Plasmodium (18S rDNA) em 149 amostras de
fezes de bugios, 5 delas foram positivas (3,4%), sendo 4 positivas na PCR em tempo real (18S
rDNA): 3 positivas para P. brasilianum/P. malariae e uma positiva para P. simium/P. vivax e
P. brasilianum/P. malariae (infeccdo mista). Uma unica amostra (291) foi positiva na Nested
PCR (cyt b). Esta foi submetida a reacdo de sequenciamento, porém a baixa qualidade da

sequéncia ndo permitiu a identificacdo da espécie do plasmédio.

Na tabela 9, sdo observados os resultados das amostras de DNA de fezes positivas nos

testes moleculares.
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Tabela 9- Resultados das cinco amostras de DNA de fezes de bugio do PEC e PEAL positivas nos
testes moleculares

Fezes N. Area/ data stes Moleculare
amostra de coleta
cytb 18S 18S cytb Sequenc.
Alouatta P.vivax P.malariag Plasmodium
291 Degradada n n n Pos n
(03/11/2017)
303 Pos Pos Pos n n
Preservada
(29/11/2017)
306 Pos n Pos n n
Intermediaria
(29/11/2017)
307 n n Pos n n
Degradada
29/11/2017
317 n n Pos n n
Degradada
13/12/2017
Total 2 1/149=0,7%  4/149=2,7% 1

n = negativo  pos = positivo

Nos gréaficos 6 e 7, é possivel observar as curvas de amplificacdo para cada amostra de

fezes positivas na PCR em tempo real.
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Amplification Plot
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cycle: ciclos da reagdo ARn: quantificagdo da intensidade de fluorescéncia das amostras a
cada ciclo da reacéo

Gréfico 6- PCR em tempo real para fezes de bugio, amostra 303 P. vivax, P. simium,
amplificacdo do fragmento do gene 18S rRNA de Plasmodium vivax/P.simium
em amostras de DNA de fezes de bugio do PEC e PEAL. As trés curvas (b, c, d)
representam a amostra 303 (feita em triplicata). A curva (a), a primeira a ficar
ascendente, representa o controle positivo para Plasmodium vivax. O controle
negativo e a amostras negativas ficaram abaixo do limiar de reatividade (linha
horizontal).
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Ampification Plot
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Gréfico 7- PCR em Tempo Real para amplificacdo do fragmento do gene 18SrRNA de Plasmodium
malariae/P.brasilianum em amostras de DNA de fezes de bugios do PEC e PEAL. As quatro curvas
(b, c, d, e) representam as amostras positivas (303, 306, 307 e 317). A curva (a), a primeira a ficar
ascendente, representa o controle positivo para Plasmodium vivax. O controle negativo e as
amostras negativas ficaram abaixo do limiar de reatividade (linha horizontal).
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10.2.2 Resultados dos testes moleculares com amostras de DNA dos contelidos intestinais de

besouros

Um total de 143 espécimes de besouros coletados no PEC e PEAL foram dissecados
para retirada do conteudo intestinal e submetidos individualmente & extracdo de DNA. Destas,
92 amostras foram positivas para cyt b de bugio (64,3%), confirmando a alimentacdo dos

besouros com fezes de bugios.

Na figura 21, estdo demonstradas algumas amostras de fezes positivas para cyt b de

Alouatta.

MObp 170 480 180 780 .183 183 183 186 187 '187 187 188 200 202 202 203 204 C+ Br
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Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose a 2%, PCR de cyt b de Alouatta g. clamitans
em conteldo intestinal de besouros copréfagos. Algumas amostras positivas das
areas de estudo (580 bp); C+: Controle positivo de sangue de bugio (amostra de
sangueDEPAVE/PMSP) e Br: controle negativo (mix com todos 0s reagentes,
sem amostra de DNA). Padrdo de peso molecular: 100 pares de bases (pb).

A tabela 10 demonstra a comparacdo estabelecida entre as observagdes das
quantidades de contetdo fecal de cada espécie de besouro coletado e os resultados da PCR de
cyt b de Alouatta. Foi possivel verificar que 55,8% dos besouros que apresentaram contetido

fecal, foram positivos nessa reacdo, especialmente o0s exemplares de Canthon
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(glaphyrocanthon) aff. Ibarragrassoi (81,0%). Apenas 4 besouros foram negativos para o
contetdo fecal e positivos para cyt b, pois possivelmente tinham vestigios de fezes de bugios

no intestino.

O teste exato de Fisher indica que as varidveis espécie e cyt b de Alouatta ndo séo
independentes (p<0.001). O gréfico 8, indica que Canthidium spp., Canthon aff. coloratus,
Deltochilum spp. e Onthophagus haematopus apresentaram menos positivos para cyt b de
Alouatta e mais negativos do que o esperado. Por sua vez, a espécie Canthon aff.
ibarragrassoi, apresentou mais positivos para cyt b de Alouatta e menos negativos do que o
esperado. Isto sugere que esta Ultima espécie seja a mais associada as fezes de bugios em

comparacgdo as demais.

negativo

Cyt b de Alouatta sp.

Canthidium spp. Canthon coloratus Canthon ibarragrassoi Deltochilum spp. Onthophagus haematopus

Espécie

Gréfico 8- Teste exato de Fisher sugerindo forte associacdo de Canthon aff. ibarragrassoi as fezes de
bugios (p<0.001).
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Tabela 10- Comparacdo entre os resultados da avaliacdo da quantidade de contetdo fecal de
intestino de besouros coprofagos coletados no PEC e PEAL e a PCR de cyt b de Alouatta g. clamitans

Espécie N. besouros Contetdo fecal (Con) /Cyt b
comparados
(N. total coletados) Con+/Cytb+ Con+/Cytb- Con-/Cytb+ Cont-/Cyt b-
Onthophagus haematopus 30 6 6 3 15
(71)
Canthon 47 38 6 1 2

(glaphyrocanthon) aff.

ibarragrassoi (47)

Canthon 9 5 4 0 0

(Glaphyrocanthon) aff.

coloratus (9)

Canthidium femoratum 6 4 2 0 0

(6)

Canthidium  globulum nf nf nf nf nf

@)

Deltochilum rubripenne 2 0 2 0 0

)

Canthidium aterrimum nf nf nf nf nf

)

Deltochilum sp (1). 1 0 1 0 0

Onthophagus tristis (1) nf nf nf nf nf

Ateuchus sp. (1) nf nf nf nf nf

Total 95 53 21 4 17

(55,8%) (22,1%) (4,2%) (17,9%)

nf — ndo feito

Os besouros que apresentaram resultados positivos para contetdo intestinal e
negativos para cyt b de Alouatta (22,1%), possivelmente tinham em seus intestinos fezes de
outros animais. Apenas 17,9% dos besouros, foram negativos para o contetdo intestinal e no

teste cyt b.
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No gréfico 9, novamente o teste exato de Fisher indica que as variaveis conteudo e cyt
b de Alouatta ndo sdo independentes (p<0.001), observou-se uma frequéncia maior do que a
esperada de ‘positivos’ e frequéncia menor do que a esperada de ‘negativos’ para amostras de
besouros com conteudo intestinal “repleto” de fezes. Por sua vez, besouros com pouco ou sem
conteldo intestinal, apresentaram frequéncia menor do que a esperada para cyt b positivo e

maior do que a esperada para negativo.

Negativo

Cyt b de Alouatta sp.

Positivo

muito pouco sem

Contelido estomacal (quantidade)

Gréfico 9 - Teste de Fisher sugerindo forte associacéo entre contetdos intestinais de besouros
“repletos” de fezes e melhor deteccéo de cyt b de Alouatta (p<0.001).

As 143 amostras de DNA de conteudo intestinal de besouros também foram testadas
quanto a presenca de DNA de Plasmodium na PCR em tempo real (18S), sendo que 0s
resultados positivos foram confirmados em duas reacGes subsequentes. As amostras foram

testadas também na Nested-PCR para deteccéo de cyt b de Plasmodium (tabela 11).
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Tabela 11- Resultados dos testes moleculares com DNA extraido do contetudo intestinal dos besouros
coletados nas fezes de Alouattta guariba clamitans do PEC e PEAL

Espécie N Testes Moleculares
cytb 18S 18S cytb Sequenc.
Alouatta Ps/Pv Pb/Pm Plasmodium
Onthophagus haematopus 71 43 (60,5%) 1 (1,4%) 3 (4,2%) 3 (4,2%) 2 (1,4%)

(P. simium)

47 39 (83,0%0) 2 (4,3%) 1(2,1%) 1(2,1%) 0 (0,0%)
Canthon  (glaphyrocanthon)
aff. ibarragrassoi.

% % % % f
Canthon 9 3 (33,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) n
(Glaphyrocanthon) aff.
coloratus
Canthidium femoratum 6 3 (50,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) nf
Canthidium globulum 3 2 (66,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) nf
Deltochilum rubripenne 2 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) nf
Canthidium aterrimum 2 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) nf
Deltochilum sp 1 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) nf
Onthophagus tristis 1 1 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) nf
Ateuchus sp 1 1 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) nf
Total 143 92 (64,3%) 3(2,1%) 4 (2,8%) 4 (2,8%) 2 (1,4%)

Ps/Pv=P. simium/P. vivax Pb/Pm=P. brasilianum/P. malariae nf=ndo feito Sequenc=segquenciamento

O resultado mais expressivo ocorreu com Onthophagus haematopus, que apresentou
positividade de 60,5% quanto a presenca de DNA de bugio no conteudo intestinal, sendo que
foram detectados por PCR em tempo real (18S) o P. brasilianum/P.malariae (4,2% - 3/71) e 0
P. simium/P. vivax (1,4% - 1/71). Das trés amostras positivas para cyt b (Nested PCR), 2 delas

foram sequenciadas e houve confirmacgédo do encontro de P. simium.

59



Canthon (glaphyrocanthon) aff. ibarragrassoi também apresentou contetdo intestinal
positivo para P. brasilianum/P.malariae (2,1% - 2/47) e P. simium/P. vivax (4,3% - 2/47) e
apesar da tentativa de sequenciar a Unica amostra positiva para cyt b, o mesmo foi
inconclusivo.

Nos graficos 10 e 11, estdo demonstradas as amostras de DNA de contetdos intestinais
de besouros que foram positivas para P. malariae na PCR em tempo real no PEC e PEAL.

Amplification Plot

ARN

|
0.00001 4
1
[ EiTs T ————— e Bt Pl —— — ————— e e
2 K L] a 10 12 14 16 18 20 2 2% .| 2 xn » 3 ¥ 3 & Q2 B & 4 5
Cycle

r legend

cycle: ciclos da reagdo ARn: quantificacdo da intensidade de fluorescéncia das amostras a
cada ciclo da reacdo

Gréfico 10- PCR em tempo real para amplificacdo do gene 18S rRNA de Plasmodium
malariae/P.brasilianum em trés amostras de conteudo intestinal besouro do
PEC e PEAL (262-1, 291 e 303-5), um controle positivo para P. brasilianum de
sangue de macaco Saimiri infectado experimentalmente com cepa Peru |
T1726/2008, cedida pelo Dr. William Colllins, CDC/Atlanta) e um controle
negativo. As curvas (a), (c), (b), representam respectivamente, as amostras 262-1,
291, 303-5 positivas e a curva (d), o controle positivo para P. malariae. O
controle negativo ficou abaixo do limiar de reatividade (linha horizontal).

A quarta amostra de conteddo intestinal de besouro positiva para P. malariae esta
representada no grafico 11.
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Gréfico 11- PCR em tempo real para amplificacdo do gene 18S rRNA de Plasmodium

malariae/P.brasilianum em uma amostra de contetdo intestinal de besouro
do PEC e PEAL. A curva (c) representa a amostra 310-1 positiva de contetdo
intestinal de besouro e as curvas (a, b) representam duas amostras de controle
positivo de P. malariae de sangue de macaco Saimiri infectado
experimentalmente com cepa Peru | T1726/2008, cedida pelo Dr. William
Colllins, CDC/Atlanta). O controle negativo ficou abaixo do limiar dereatividade
(linha horizontal).

61



No grafico 12 é possivel observar trés amostras de contetdo intestinal de besouro do
PEC e PEAL positivas para P. vivax.

Amplification Plot
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cycle: ciclos da reagdo ARn: quantificagdo da intensidade de fluorescéncia das amostras a

cada ciclo da reacdo.

Gréfico 12- PCR em tempo real para amplificacdo do gene 18S rRNA de Plasmodium
vivax/P.simium em trés amostras de intestino de besouro do PEC e PEAL e
um controle negativo. As curvas (b), (c) e (a), representam as amostras 294-6,
303-8 e 257-1 positivas de conteddo intestinal de besouro. Nessa reacdo nao foi
colocado o controle positivo para Plasmodium vivax. O controle negativo ficou
abaixo do limiar de reatividade (linha horizontal).

Na figura 22, estdo demonstrados os fragmentos positivos para cyt b de dois besouros
da espécie Onthophagus haematopus (262-1 e 294-7) que foram posteriormente purificados e
sequenciados. As amostras (257-1 e 294-6) também foram submetidas a reacdo de
sequenciamento, porém a baixa qualidade das sequéncias ndo permitiu a identificacdo da

espécie do plasmaodio.
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2947 CePy Br.

Figura 22- Eletroforese em gel de agarose a 2% - PCR para amplificar o fragmento do
gene cyt b de Plasmodium (402 bp) em conteudo intestinal de besouros do
PEC e PEAL. Amostras 262-1 e 294-7 de contetdo intestinal de Onthophagus
haematopus que apresentaram o fragmento positivo. C*Pv: Controle positivo
(sangue de paciente da regido amazonica) e Br: controle negativo (mix com todos
0s reagentes, sem amostra de DNA). Padrdo de peso molecular: 50 pares de bases

(pb).

10.2.3 Resultados comparativos entre as amostras de fezes de bugios e os besouros positivos para

Plasmodium.

Durante a coleta de fezes de bugios, foram feitas observacdes quanto a caracteristica
“frescor” destas no momento da coleta. Dentre as 149 amostras coletadas, 123 estavam frescas
(82,5%), sendo que a maioria dos resultados positivos para plasmddio ocorreu entre as
amostras frescas (4,9% - 6/123). Apenas duas amostras estavam secas e foram positivas para
plasmddio. As amostras de fezes nas quais foram encontrados 0s besouros que apresentaram

resultados positivos para plasmédio, também estavam frescas (Tabela 12).
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Tabela 12- Caracteristica das amostras de fezes de bugios consumidas pelos besouros copréfagos
gue foram positivos para Plasmodium no momento da coleta no PEC e PEAL

Amostras de Presenca de Caracteristica
fezes Besouros das fezes
Sim Né&o
291 X Seca
303 X Fresca
306 X Fresca
307 X Fresca
317 X Fresca
257-1 X Fresca
262-1 X Fresca
291-1 X Seca
294-6 X Fresca
294-7 X Fresca
303-5 X Fresca
303-8 X Fresca
310-1 X Fresca

O teste exato de Fisher indica independéncia entre as variaveis “frescor” e cyt b de
Alouatta (p= 0.607). No grafico 13, é possivel observar que, embora fezes frescas tenham
apresentado positividade pouco maior do que a esperada, ndo se pode afirmar com base nas
amostras analisadas, que cyt b de Alouatta tenha maior probabilidade de ser detectado em

fezes frescas quando comparado a deteccdo observada em fezes ndo-frescas.
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Cyt b de Alouatta sp.
Negativo

Positivo

néo-fresca fresca

Frescor das fezes

Gréfico 13- Teste de Fisher nio relaciona “frescor” das fezes com a deteccao de cyt b de
Alouatta (p= 0.607).

Os resultados comparados entre as amostras positivas para fezes de bugio e/ou

conteldo intestinal de besouros estdo demonstrados na tabela 13.
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Tabela 13- Resultados comparados entre as amostras positivas de fezes de bugios e/ou contetdo
intestinal de besouros nos testes moleculares

Amostras Testes moleculares

Fezes Besouro Espécie cytb 18S 18S cytb Sequenc
Alouatta Ps/Pv Pp/Pm Plasm

257 n n n n -
257-1  Onthophagus Pos Pos n Pos N
haematopus
262 n n n n -
262-1 Onthophagus n n Pos Pos P. simium
haematopus
291 n n n Pos N
291-1  Onthophagus n n Pos n -
haematopus
294 n n n n -
294-6 Canthon aff. Pos Pos n Pos N
ibarragrassoi
294-7  Onthophagus neg n n Pos P. simium
haematopus
303 Pos Pos Pos n -
303-5 Canthon aff. Pos n Pos n -
ibarragrassoi
303-8 Canthon aff. Pos Pos n n -
ibarragrassoi
306  s/bes pos - Pos n Pos n -
307  s/bes pos - n n Pos n -
310 n n n n -
310-1  Onthophagus n n Pos n -
haematopus
317  s/bes pos - n n Pos n -

plasm=plasmddio  sequenc=sequenciamento  pos=positivo n=negativo s/bes pos=sem
besouro positivo
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Vale ressaltar que a amostra 303 de fezes de bugio foi positiva para P. simium/P. vivax
e P. brasilianum/P. malariae e apresentou dois besouros da espécie Canthon aff.
Ibarragrassoi no momento da coleta. Cada um deles, foi positivo para 18S de P. simium/P.
vivax (303-8) e P. brasilianum/P. malariae (303-5), sendo que as trés amostras (303/fezes;

303-5 e 3038/besouros) também foram positivas para cyt b de Alouatta guariba clamitans.

O teste exato de Fisher indica independéncia entre as variaveis (p=1). Isto sugere que
nao se pode afirmar com base nos dados observados que exista uma relacdo entre frescor das
fezes e deteccdo de DNA de plasmodio.

O gréfico 14 indica que ocorreu um nimero maior do que o esperado de positivos nas
fezes frescas. No entanto, o baixo n de positivos (DNA de plasmodio presente) e a elevada
quantidade de negativos (DNA de plasmodio ausente) pode ter tido influéncia nos resultados

obtidos.

Ausente

DNA de plasmodio
Presente

fresca nao-fresca

Frescor das fezes

Grafico 14 - Teste de Fisher nido relaciona “frescor” das fezes com a deteccdo de cyt b de
Plasmodium (p=1).
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10.2.4 Identificacdo molecular das amostras de besouros com conteudo intestinal positivo para cyt b
de Plasmodium.

Foram obtidas sequéncias de cyt b de duas amostras de intestino de besouro. Estas
foram identificadas como 2620ntCantBe e 2940ntCantBe, sendo que as sequéncias obtidas
foram de 150 pb e 212 pb, respectivamente. Na filogenia com sequéncias de outras espécies
de Plasmodium (figura 23), as sequéncias de cyt b dos Plasmodium isolados a partir do
intestino de besouro se agruparam com elevado suporte com sequéncias de P. simium/P.vivax
obtidas no GenBank. As referidas sequéncias também se agruparam com amostras de fezes
(91AKZCant e 48AGCCantST) e sangue (AMDep19677 e AMDep20732) de macaco bugio e
um mosquito anofelino (9AKZCAnt), todos coletados em pesquisas anteriores na regido da
Serra da Cantareira.

00 GQ355486.1 P. malariae

“{ KY709305.1 P. brasilianum
AB489194.1 P. malariae

2940ntCantBe

NC_007233.1 P. simium

AY722798.1 P. simium

9AKZCant

98

NC_028626.1 P. vivax
KF668442.1 P. vivax
AY800110.1 P. simium
KF668436.1 P. vivax

91AKZCant

4 AMDep19677
AMDep20732

2620ntCantBe

— 48AGCCantST

100 1 AF069605.1 P. falciparum

I JF923762.1 P. falciparum

HMO031937.1 P. relictum

0.04

Figura 23 — Filogenia das sequéncias de cyt b de Plasmodium das amostras de
conteudo intestinal de besouros do PEC e PEAL. Valores acima dos
ramos representam suporte de bootstrap. Em negrito, estdo marcadas as
sequéncias provenientes de amostras da regido da Serra da Cantareira.
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10.2.5 Teste de sangue oculto nas amostras de fezes de Alouatta guariba clamitans do PEC e PEAL

(Teste R4pido Imunocromatografico)

As 149 amostras de fezes de bugios foram submetidas ao teste de sangue oculto, sendo
que 4 delas foram positivas. Contudo, estas ndo foram positivas quanto a presenca de DNA de

Plasmodium (figura 24).

Figura 24- Placa teste para sangue oculto nas fezes com amostras do PEC e PEAL.
Fezes colocadas na cavidade circular. O resultado é considerado positivo
quando a banda C (&rea controle positivo) e a banda T (&rea teste/amostra)
séo visualizadas. Autora: Fabiana Santos Silva

10.3 Besouros coletados nas fezes de Alouatta guariba clamitans (bugios) no Instituto de

Botanica de Sao Paulo (IBot)

No IBot foram coletadas 76 amostras de fezes de bugios entre 08/2018 e 06/2019,

sendo que 23 delas, apresentaram besouros (grafico 15).
Foram identificados 87 exemplares de besouros, pertencentes a 4 espécies, sendo que

35 deles foram coletados na Trilha Marginal 1, 25 na Trilha Marginal 2, 24 na Trilha da

Nascente e 3 na Trilha Divisa Zooldgico. As duas espécies mais frequentes de besouros foram

Onthophagus haematopus e Uroxys terminalis.
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Onthophagus haematopus  Uroxys terminalis Canthidium aterrimum Onthophagus tristis

Gréfico 15 - Espécies de besouro e numero de exemplares coletados por busca ativa nas fezes de
Alouatta guariba clamitans no Instituto de Botanica (1Bot).

O namero de exemplares coletados, bem como a distribuicdo dos espécimes por local

de coleta estdo demonstrados na tabela 14.
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Tabela 14- Besouros Scarabaeinae coletados nas fezes de Alouatta guariba clamitans no IBot em
coletas realizadas entre 08/2018 e 06/2019

Espécie Trilha Trilha Trilha da Trilha Total/
Marginal Marginal Nascente Divisa espécie
(Direita)  (Esquerda)  (Suspensa)  (Zooldgico)

Onthophagus 85,7% 96% 62,5% 100% 82,8%
haematopus (30/35) (24/25) 15/24 (3/3) (72/87)
Uroxys terminalis 0 0 37.5% 0 10.3%
(9/24) (09/87)
Canthidium aterrimum 8,6% 4% ’ ’ 4,6%
(3/35) (1/25) (04/87)
Onthophagus 5,7% 0 0 0 2,3%
tristis (2/35) (2/87)
Total por area 40,2% 28.7% 27,6% 3,4%
(35/87) (25/87) (24/87) (3/87)

Onthophagus haematopus foi a espécie mais frequente (82,8%) nos quatro pontos de
coleta no 1Bot, sendo Uroxys terminalis, a segunda espécie mais coletada (10,3%), porém,
encontrada apenas na trilha da Nascente.

Onthophagus haematopus, Canthidium aterrimum e Onthophagus tristis foram
coletadas na Trilha Marginal Direita, area com maior nimero de individuos.

Na Trilha Marginal Esquerda, o Onthophagus haematopus foi a espécie mais coletada
e na Trilha Divisa Zooldgico foi encontrado o menor nimero de espécies, porém o
Onthophagus haematopus também foi encontrado, indicando a possibilidade de ser uma

espécie mais associada as fezes de bugios.
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Na figura 25, estdo demonstrados exemplares de cada espécie coletada no IBot.

F. :*T

I o

-

Figura 25 - Fotos dos besouros coprdfagos coletados no I1Bot (A) Onthophagus haematopus
(B) Onthophagus tristis (C) Canthidium aterrimum (D) Uroxys terminalis Escala:
0,5 cm. Autor: Juares Furhmann, 2019

Durante as coletas foram feitas algumas observacdes relacionadas ao comportamento

dos besouros, tais como:

1 Exemplares de besouros foram coletados em 23/76 amostras de fezes, sendo que
uma amostra apresentou trés espécies e outra, duas espécies. Contudo, a maioria das amostras

continha apenas uma espécie de besouro (Tabela 15);

2 A maioria dos besouros coletados foram encontrados no interior das fezes (ativo
ou em tanatose), tais como Onthophagus haematopus, Canthidium aterrimum, Onthophagus
tristis e Uroxys terminalis;

3 Nenhuma das espécies coletadas no IBot foi observada rolando o bolo fecal;

4 O empoleiramento em folhas foi observado na espécie Canthidium aterrimum
(Tabelas 15 e 16).
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Tabela 15- Amostras de fezes de Alouatta guariba clamitans com mais de uma espécie de besouro
coletada no IBot

ID amostra N. espécies/ 1 2 3 4 Total
Fezes amostra exemplares
#68 3 2 0 1 2 5
#52 2 5 9 0 0 14
#50 2 1 0 1 0 2
#25 2 2 0 1 0 3
#15 2 2 0 1 0 3

Espécies de besouro: 1- Onthophagus haematopus, 2- Uroxys terminalis, 3- Canthidium
aterrimum, 4- Onthophagus tristis.

Tabela 16- Observacdo do comportamento das espécies de besouros Scarabaeinae coletados em
busca ativa no IBot

Espécies de besouro Observacdo do comportamento
No Rolando bolo fecal Empoleiramento
interior das
fezes
Onthophagus X ) )
haematopus
Canthidium aterrimum X
X X - -

Onthophagus tristis -

Uroxys terminalis
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Na tabela 17, é possivel observar a quantidade de fezes presentes no interior dos
intestinos dos 87 besouros dissecados do I1Bot, sendo que a maioria deles estavam com o
orgdo repleto de fezes.

Tabela 17- Numero de besouros coletados no IBot que foram dissecados e avaliados de acordo com a
observacdo da quantidade de fezes no intestino

Espécies de besouro/ 1 2 3 4
Quant. fezes

Vazio 0 0 O
Pouco 12 3 1
Repleto 60 6 3 0
Total (besouros 72 9 4 2
avaliados)

Espécies de besouro: 1- Onthophagus haematopus, 2- Uroxys terminalis,
3- Canthidium aterrimum, 4- Onthophagus tristis

10.3.1 Resultados das analises moleculares para detec¢do de Plasmodium nas amostras de fezes de

bugios (Alouatta guariba clamitans) e de besouros copréfagos do 1Bot

10.3.2 Resultados das amostras de fezes de Alouatta guariba clamitans

As 76 amostras de fezes coletadas e dissecadas durante o estudo foram submetidas

individualmente a extracdo de DNA.

Na técnica de PCR para identificacio DNA do hospedeiro, dentre as 76 amostras de

fezes coletadas durante o estudo 45 foram positivas para cyt b de bugio (60%).

E possivel observar algumas amostras de fezes de bugios positivas apresentando o

fragmento correspondente de 580 pb de cyt b, figura 26.
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M 32F 33F 34F 35F 36F 37F 38F 39F 40F 41F 42F 43F 44F 45F 46F 47F C+ C+ Br
100 bp

Figura 26- Eletroforese em gel de agarose a 2%, PCR para amplificar o fragmento de
cyt b de Alouatta g. clamitans em fezes coletadas no IBot. Amostras positivas
(580 bp), controle positivo de sangue de bugio (Pingo) (Alouatta guariba
clamitans) e controle negativo (sem amostra de DNA).

10.3.3 Resultados de cyt b de plasmodio e 18s rRNA (Tagman) nas amostras de fezes coletadas no

|1Bot

Nos testes moleculares para deteccdo de Plasmodium, as 76 amostras de fezes de

bugios foram negativas para P. vivax e P. malariae tanto na PCR em tempo real (18S rRNA)

quanto na PCR para cyt b de Plasmodium.

10.3.4 Resultados dos testes moleculares com amostras de DNA dos contelidos intestinais de

besouros

Um total de 87 espécimes de besouros coletados no IBot foram dissecados para

retirada do conteudo intestinal. Cada contetido foi submetido individualmente a extracdo de

DNA.
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Foi realizado o teste de identificagdo de cyt b de bugio nas amostras de 87 intestinos de
besouros Scarabaeinae. Destas, 67 foram positivas para cyt b de bugio, ou seja, 77%
confirmou a presenca do DNA do Alouatta guariba clamitans no contedo intestinal dos

besouros.

Na figura 27 estdo demonstradas algumas amostras de fezes positivas para cyt b de
Alouatta.

M 81 82 83 9 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 15-1 152 15-3 18 22-1 22-2 C+ Br
100bp

Figura 27- Eletroforese em gel de agarose a 2%, PCR para amplificar o fragmento do
gene de cyt b de Alouatta g. clamitans em contetdo intestinal de besouro
Amostras positivas (580 bp), controle positivo de sangue de bugio
(DEPAVE/PMSP) (Alouatta guariba clamitans) e controle negativo (“mix” com
todos os reagentes menos amostra de DNA).

Foi realizada a comparacdo entre as observagdes das quantidades de conteudo fecal
dos exemplares de cada espécie de besouro e os resultados do teste de cyt b de Alouatta
(Tabela 18).

Foi possivel verificar que 77% dos besouros que apresentaram contetido fecal foram
positivos para o teste de cyt b de Alouatta, em destaque as espécies Onthophagus haematopus,
Uroxys terminalis e Onthophagus tristis, que apresentaram concordancia com a maioria de
seus exemplares. Todos os besouros foram positivos para a presenca de fezes no intestino e

23% negativos para a detecgédo do cyt b de Alouatta guariba clamitans.
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Tabela 18- Comparacdo entre resultados da avaliacdo da quantidade de contetdo intestinal e do
teste para deteccéo de cyt b de Alouatta guariba clamitans nos besouros coletados no IBot

Espécie N. besouros Conteudo fecal (Con) / Cyt b

comparados

Con+/Cytb+ Con+/Cytb-  Con-/Cyt b+ Cont-/Cyt

b-
Onthophagus haematopus 72 53 19 0 0
(72)
Uroxys terminalis (9) 9 9 0 0 0
Canthidium  aterrimum 4 3 1 0 0
(4)
Onthophagus tristis (2) 2 2 0 0 0
Total (87) 87 67 (77%) 20 (23%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Os besouros que apresentaram resultados positivos para contetudo fecal e foram
negativos para cyt b de Alouatta foram em menor nimero (23%), possivelmente tinham em

seus intestinos fezes de outros animais.

As 87 amostras de DNA de conteido fecal de besouros foram testadas quanto a
presenca de DNA de Plasmodium na PCR em tempo real (18S), sendo que os resultados
positivos foram confirmados em duas reacfes subsequentes. As amostras foram testadas
também na Nested- PCR para deteccdo de cyt b de Plasmodium. Os resultados comparados

estdo apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19- Resultados dos testes moleculares com as amostras de contetido intestinal dos besouros
coletados nas fezes de Alouatta guariba clamitans no 1Bot

Espécie N Testes mole culares
cytb 18S 18S cyt b Plasm Sequenc.
Alouatta Ps/Pv Pb/Pm
72 53(73,6%) 3(4,1%) 0 (0,0%)

1(14%) 0(0.0%)
Onthophagus haematopus

Uroxys terminalis 09 09 (100%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Canthidium aterrimum 04 03 (75%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Onthophagus tristis 02 02 (100%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(50,0%0) 0 (0,0%)
Total 87 67 (77%) 1(1,4%) 0 (0,0%) 4 (4,6%) 0 (0,0%)

Ps/Pv — P. simium/P. vivax,

Pb/Pm — P. brasilianum/P. malariae

Foram detectados DNA de Plasmodium em 05 contetdos intestinais de besouro (5/87-
5,7%), sendo que uma amostra foi positiva na PCR em tempo real (18S rRNA), gréafico 11 e
as outras quatro amostras foram positivas no cyt b de Plasmodium, figura 28. Também foram
submetidas a reacdo de sequenciamento, porém a baixa qualidade das sequéncias ndo permitiu
a identificacdo da espécie do plasmoédio. O besouro encontrado em maior frequéncia e
também com resultados positivos para detec¢cdo de Plasmodium foi Onthophagus haematopus

(72) ou seja, (4/72) 4,6% foram positivos para DNA de plasmadio.

No gréafico 16 esta demonstrada a amostra de contetdo intestinal de 1 besouro do I1Bot que foi

positivo para P. vivax no teste (18S rRNA).
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Gréfico 16- PCR em tempo real para amplificagdo de fragmento do gene 18S rRNA de
Plasmodium vivax/simium em uma amostra de conteudo intestinal de besouro do IBot e
um controle negativo. As duas curvas (a, b) representam o controle positivo de Plasmodium
vivax. A curva (c) representa a amostra (49) de conteudo intestinal de besouro positiva.

Branco

Figura 28- Eletroforese em gel de agarose a 2%, PCR para amplificar o fragmento do
gene de cyt b de Plasmodium em conteddo intestinal de besouro do I1Bot. As
amostras 63-1, 68-2, 70-1 e 70-2 do conteldo intestinal de besouro apresentaram o

fragmento positivo.
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10.3.5 Resultados comparativos das amostras de fezes e besouros positivas para Plasmodium,
coletadas no IBot

Foram feitas observacGes durante a coleta de fezes sobre o frescor das amostras no

momento da coleta. Dentre as 76 amostras coletadas 68 estavam frescas (89,5%).

Foi observado que a maioria dos resultados positivos de conteido intestinal de besouro
para plasmédio ocorreu dentre as amostras de fezes frescas, ou seja, 6,5% das amostras (5/76),
tabela 20.

Tabela 20- Caracteristicas das amostras de fezes consumidas pelos besouros coprofagos que foram
positivos para plasmodio no 1Bot

Amostras de Caracteristica
fezes
49 Fresca
63-1 Fresca
68-2 Fresca
70-1 Fresca
70-2 Fresca

10.3.6 Teste de sangue oculto nas amostras de fezes de Alouatta guariba clamitans do IBot (Teste

Rapido Imunocromatogréfico)

As 76 amostras de fezes de bugios do IBot testadas para presenca de sangue oculto

foram negativas.
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DISCUSSAO:

Neste estudo, foi possivel detectar a presenca de P.simium/P. vivax em amostras de
fezes de Alouatta guariba clamitans e intestino de besouros copréfagos coletados na area da
Cantareira por meio de anélises moleculares. E nos anos 1960, Deane et al.?®, descreveu um
caso de malaria por P. simium contraido por um guarda florestal durante coleta entomolégica
nessa mesma area.

Macacos do género Alouatta foram frequentemente infectados pelos plasmodios P.
simium, P.vivax e P. brasilianum, P.malariae, de acordo com pesquisas realizadas por
Deane®*. No PEC/PEAL, a PCR para identificacdo de cyt b foi utilizada para verificar a
presenca de DNA de Alouatta guariba clamitans nas fezes coletadas no solo, sendo que 51%
dessas amostras confirmaram a presenca de DNA de bugio. Quanto as amostras de fezes
contidas no contetdo intestinal dos besouros, 64,3% deles (item 10.2.2), apresentaram DNA
desse primata.

No que diz respeito a quantidade de fezes contidas no interior do intestino de besouros do
PEC/PEAL, 75% deles apresentaram o 0rgdo repleto de fezes (tabela 8). A analise estatistica
desse dado demonstrou que existe maior chance de detectar cyt b de Alouatta em besouros
com o intestino repleto de fezes (grafico 9). Nessa mesma area, as fezes de bugio tiveram uma
positividade de 2,7% para P. brasilianum/P.malariae por PCR em tempo real, enquanto P.
simium/P.vivax atingiu um percentual de 0,7%. J& para as amostras de conteudo intestinal de
besouro, o P.brasilianum/P.malariae e P.simium/P.vivax, tiveram positividade de 2,8% e de
2,1%, respectivamente.

Na outra localidade de estudo (IBot), 60% das fezes coletadas foram positivas quanto a
presenca de cyt b de bugio, sendo que 79% dos besouros ai coletados, estavam com o
intestino repleto de fezes (tabela 17). Destes, 77% apresentaram DNA de bugio (item 10.3.4).
Nesta area, nao foi detectado DNA de plasmddio em amostras de fezes de bugios, porém no
conteldo intestinal de besouro, foi possivel detectar uma amostra positiva (1%) para
P.simium/P.vivax.

Tais resultados confirmaram a presenca de Alouatta guariba clamitans nas areas de estudo
por meio da PCR para identificacdo do DNA do hospedeiro nas fezes coletadas no solo e do
conteudo fecal no intestino de besouros e corroboram com um estudo semelhante realizado na
India, onde 50% das amostras de fezes coletadas de cinco espécies de primatas ndo humanos,

continham cyt b proveniente de cada uma das espécies de simios encontradas localmente 2.
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Para a conservacdo das fezes e besouros coletados nas areas de estudo, foram
utilizados RNA later e &lcool 70%, sendo que a utilizacdo do A&lcool apresentou bons

resultados, assim como na pesquisa de Siregar et al. *°.

No que diz respeito ao frescor das fezes de bugios coletadas no PEC/PEAL e IBot,
verificou-se que as fezes consumidas pelos besouros na maioria das vezes estavam frescas,
indicando que essa caracteristica pode propiciar um forrageamento mais eficaz desses
besouros, visto que a emissdo de compostos volateis presentes nas fezes mais umedecidas,
podem contribuir para que as células olfativas localizadas nas antenas dos besouros, captem e

selecionem as fezes presentes no campo "% %%,

Porém, de acordo com a analise estatistica, ndo foi possivel afirmar com base nas
amostras analisadas, que cyt b de Alouatta tenha maior probabilidade de ser detectado em
fezes frescas (grafico 13). Desta forma, o encontro de amostras positivas para cyt b de
Plasmodium também n&o esta relacionado ao frescor das fezes (grafico 14), diferentemente de

estudo realizado por Boundenga et al. *

, que encontraram relacdo estatisticamente
significante entre amostras positivas para cyt b de plasmddio e fezes frescas coletadas antes de
completar 24 horas apds a defecacdo dos bugios.

As amostras de intestino de besouro apresentaram um percentual mais expressivo para
a deteccdo de cyt b de Alouatta g. clamitans, sugerindo que o “ambiente organico” no interior

desse Orgdo possibilita maior integridade do DNA, protegendo-o de intempéries ambientais.

Quanto ao comportamento dos besouros copréfagos, estes procuram alimento
realizando voos proximos ao solo ou ficando empoleirados nas folhas presentes na mata,
aguardando a chegada dos primatas. Nas matas tropicais, algumas espécies podem ser
competentes em forrageamento no dossel, podendo voar até 10 metros de altura, visto que é
comum que fezes de aves ou mamiferos fiqguem retidas nas arvores. Outras espécies podem
ser foréticas, isto €, podem ser encontradas nos pelos de alguns mamiferos, incluindo primatas
do género Alouatta ™.

No periodo em que as coletas de besouros foram realizadas para este estudo, foi
possivel observar que alguns besouros ficavam empoleirados em folhas, préximos a presenca
dos bugios e de outros primatas. Alguns desses besouros copréfagos empoleirados foram
coletados e dissecados, sendo que a analise da quantidade de conteudo fecal demonstrou que a
maioria deles estavam sem fezes em seus intestinos, indicando que besouros empoleirados

ndo sdo indicados para o rastreamento de fezes de bugio e plasmédio.
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Segundo Vaz-de-Mello, et al.”

, estudo realizado em Vigosa/MG com Canthon
(Glaphyrocanthon), demonstrou que esse besouro foi coletado em armadilha com isca de
fezes humanas, colocada a 10 metros do solo, indicando sua capacidade de empoleiramento

em elevadas altitudes.

Em uma outra pesquisa a autora comenta a partir de uma informacao pessoal, que as
espécies de besouros copréfagos mais atraidas por fezes de primatas na Mata Atlantica,
Canthon oliverioi e Canthon ibarragrassoi, ambos do subgénero Glaphyrocanthon, ndo foram
coletados sendo que era esperado o encontro dos mesmos pois ocorreu a reintroducdo de
Alouatta g. clamitans ** '°*. Nesta pesquisa uma dessas espécies de besouro foi coletada e
identificada.

No estudo de Jacobs et al.° o besouro Canthon (Glaphyrocanthon) quadriguttatus foi
encontrado realizando foresia nos pelos de macacos da Amazonia ou forrageando junto aos

. 290 esse besouro também foi coletado,

bandos de macacos. E no trabalho de Korasaki et a
porém em pitfall iscada com fezes humanas.

No presente trabalho, as espécies Canthon (Glaphyrocanthon) aff. coloratus e Canthon
(Glaphyrocanthon) aff. ibarragrassoi foram coletadas no PEC, sendo que o Canthon aff.
ibarragrassoi, foi um dos mais coletados nessa localidade (&rea preservada), sendo positivo
para a deteccdo do plasmodio a partir do DNA de fezes extraidas do seu intestino por PCR
em tempo real (18 S rRNA) e PCR mitocondrial (cyt b).

As analises estatisticas indicaram que a espécie Canthon aff. ibarragrassoi apresentou
mais positivos para cyt b de Alouatta, sugerindo que esta espécie seja a mais associada as
fezes de bugios em comparacdo as demais (grafico 8) e maior associacdo dessa espécie com
ambientes mais preservados (grafico 5).

O besouro Onthophagus haematopus esteve presente em todas as areas de estudo
(PEC, PEAL e IBot), tendo sido a espécie mais coletada. A partir do DNA de fezes extraidas
do intestino de dois exemplares dessa espécie, foi possivel detectar a presenca de plasmodio
por PCR em tempo real (18 S rRNA) e PCR mitocondrial (cyt b) e fazer o sequenciamento do
DNA de P.simium.

O género Onthophagus € um dos mais comuns entre 0s besouros coprofagos, sendo
cosmopolita e possuindo aproximadamente 2000 espécies descritas. Onthophagus aff.
haematopus foi coletado em armadilha pitfall iscada com fezes humanas em floresta primaria

do municipio de Benjamim Constant/AM'®. Essa mesma espécie de besouro foi coletada na
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pesquisa referida acima, em area de reintroducéo de Alouatta guariba clamitans no Parque
Nacional da Tijuca/RJ %.

De acordo com as pesquisas citadas e os resultados desse trabalho é possivel inferir
que o besouro da espécie Onthophagus haematopus esta associado as fezes de bugios tanto
em areas preservadas quanto em areas degradadas. As espécies Onthophagus haematopus e
Canthon aff. Ibarragrassoi foram coletadas com maior frequéncia nas fezes dos bugios.

Amostras de fezes de Alouatta guariba clamitans com besouros coletadas no 1Bot néo
foram positivas nas técnicas de PCR, contudo, a eficAcia do método para rastrear DNA de
Plasmodium a partir das fezes de bugios, ja foi comprovada em estudo realizado no projeto
FAPESP 2014/10.919-4, coordenado pela Dra. Ana Maria Duarte. Na pesquisa a qual o
presente trabalho estd vinculado, amostras de fezes coletadas em periodo anterior (2015)
apresentaram positividade para P. simium/P.vivax (FAPESP 2014/10.919-4) (dados néo
publicados). Os resultados de pesquisas semelhantes corroboram com os dados aqui
apresentados, pois sugerem que o DNA de plasmoddio detectado nas fezes tem sua origem no

figado, chegando no intestino do bugio pela via biliar 9%,

A fim de procurar elucidar a “via de conducdo” do DNA de plasmédio em bugios,
foram realizados os testes para pesquisa de sangue oculto nas fezes coletadas. Os resultados
foram negativos para as fezes coletadas do IBot e positivos para 4 amostras de fezes de bugios
da Cantareira, contudo, estas foram negativas quanto a presenca de DNA de plasmédios. 1sso
sugere que o0 DNA do parasita seja oriundo do figado/via biliar, como referido acima.

Os resultados obtidos com as amostras de intestino de besouro do PEC/PEAL
positivas para DNA de Plasmodium apresentaram maior percentual do que aquelas
provenientes das fezes de bugios, sugerindo que a microbiota desses coledpteras contribui
para a maior preservacdo do DNA do plasmodio ou que o mesmo possa ter se alimentado de
outras amostras de fezes que nao foram coletadas.

No PEC/PEAL o besouro Canthon (Glaphyrocanthon) aff. ibarragrassoi foi 80%
positivo para cyt b de Alouatta g. clamitans e no IBot o espécime Onthophagus haematopus,
foi positivo 74%, indicando que estes coleopteros realizaram forrageamento diretamente nas
fezes dos bugios.

Foram apresentadas diferencas significativas entre as duas areas de estudo, uma vez
que o PEC/PEAL hd muito tempo se apresenta como sendo uma area propicia para a
aplicacdo de técnicas de rastreamento de plasmodios e hospedeiros simios propostas neste

estudo. Porém, atualmente ndo sabemos como serd a recomposicdo das populagbes de
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Alouatta e dos besouros coprofagos que foram atingidas pela epizootia de febre amarela,
sendo impossivel prever neste momento como serd a dindmica dos plasmodios e de seus
reservatorios simios.

Quanto ao IBot, ndo foi realizada a anélise estatistica, pois verificamos que ha
necessidade de realizar um esforco maior de coletas tanto de fezes de bugios quanto de
besouros copréfagos e de anofelinos, visto que pouco se sabe sobre esses vetores localmente,
tendo sido encontrados em uma pesquisa realizada apenas espécies de anofelinos auxiliares .

Devido a febre amarela (2017-2018) que praticamente dizimou a populacdo de bugios
do PEC/PEAL, este estudo toma posicdo de destaque por ter sido realizado num momento
anterior a essa epizootia. E neste momento, ndo é possivel prever os desdobramentos de tal
impacto sobre a biodiversidade no PEC/PEAL e o ciclo de transmissdo de plasmddios nessa
area. No 1Bot também foi detectada a presenca desse parasita em simios e besouros e sera
necessario envidar mais esforcos, a fim de obter um maior namero de amostras de fezes de

simios, besouros e mosquitos vetores.
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12 CONCLUSOES

A-  Os testes moleculares empregados foram satisfatorios para o rastreamento de DNA do
hospedeiro e de plasmodios nas amostras de fezes e no contetdo intestinal dos besouros
coprofagos coletados nas areas de estudo, sendo o uso dessa metodologia ndo invasiva, uma
importante ferramenta para promover a ampliagdo de pesquisas com simios em outras

localidades de interesse.

B- A espécie de besouro Canthon (Glaphyrocanthon) aff. ibarragrassoi apresentou o
maior numero de exemplares coletados em area preservada (PEC) e de positivos para cyt b de
Alouatta. J& Onthophagus haematopus foi a espécie com maior ocorréncia tanto em ambiente
preservado como degradado no PEC/PEAL e IBot, sendo que no conteldo intestinal de dois
exemplares dessa espécie, foi possivel obter duas amostras sequenciadas e identificadas como
Plasmodium simium. Essas especies de besouros citadas, podem ser consideradas como fontes

de deteccdo de plasmddios em fezes de bugios da Mata Atlantica.

C-  No PEC/PEAL as fezes de bugio foram positivas para P. brasilianum/P.malariae e P.
simium/P.vivax e as amostras de conteudo intestinal de besouro apresentaram
P.brasilianum/P.malariae e P.simium/P.vivax. No 1Bot, ndo foi detectado DNA de plasmodio
em amostras de fezes de bugios. No contetdo intestinal de besouro, foi possivel detectar uma

amostra positiva para P.simium/P.vivax.

D-  No IBot, os testes para pesquisa de sangue oculto nas fezes de bugios foram negativos.
E no PEC/PEAL foram positivos para 4 amostras, estas foram negativas quanto a presenca de

DNA de plasmddios. Nesse estudo, 0 DNA do parasita é oriundo do figado/via biliar.

E-  Em areas florestadas, onde exista dificuldade quanto ao rastreamento e a confirmacéo
da presenca de simios, as técnicas empregadas no estudo poderdo ser utilizadas e adaptadas
para a deteccdo de DNA de outros hospedeiros primatas ndo humanos em fezes e em besouros

coprofagos.
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ANEXOS

Anexo 1

SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE

PROCESSO SMA N.°
INTERESSADO
ASSUNTO

EQUIPE

VIGENCIA

INSTITUTO FLORESTAL

Rua do Horto, 931 - CEP 02377-000 - S. Paulo, SP - Brasil - Fone: (Oxx11) 2231-8555

www.iflorestal.sp.gov.br
260108 - 007.028/2017

Heitor Franco de Andrade Junior
Encaminha o projeto de pesquisa: “Deteccao do Plasmodium spp por meio do DNA
ambiental (eDNA) e aspectos da interacao ecologica entre Alouatta guariba clamitans

(CABRERA,

1940) com o besouro Scarabaeidae (LATREILLE,

1802) em areas de

transmissao da malaria humana e simia na Mata Atlantica”

Heitor Franco de Andrade Junior, Fabiana Santos Silva, Ana Maria Ribeiro de Castro
Duarte, Licia Natal Fernandes, Sonia Aparecida Casari, Juares Fuhrmann, lzilda
Curado, lole Arumi Sei, Luis Filipe Mucci, Marcio Port Carvalho, Marina Sherer,
Vladimir Arraes, Igor Lucoves Sicchi, Amanda Lumy Kawanami e Thais de Moura Coletti
Setembro de 2017 a Setembro de 2019

Carta COTEC n° 849/2017 D114/2017 Mp

Sao Paulo, 18 de outubro de 2017.

Senhor

Heitor Franco de Andrade Junior
Avenida Manoel de Nobrega n®959,
Jardim Aldagisa, Osasco-SP

CEP: : 06030-150

Tel.: (11) 3061-7010
E-mail: hfandrad@usp.com

Apraz-nos informar que o projeto “Deteccao do Plasmodium spp por meio do DNA ambiental (eDNA) e
aspectos da interacdo ecologica entre Alouatta guariba clamitans (CABRERA, 1940) com o besouro Scarabaeidae
(LATREILLE, 1802) em areas de transmissao da malaria humana e simia na Mata Atlantica”, constante do processo em
referéncia, de autoria de Heitor Franco de Andrade Junior, Fabiana Santos Silva, Ana Maria Ribeiro de Castro Duarte,
Licia Natal Fernandes, Sénia Aparecida Casari, Juares Fuhrmann, lzilda Curado, lole Arumi Sei, Luis Filipe Mucci,
Marcio Port Carvalho, Marina Sherer, Vladimir Arraes, Igor Lucoves Sicchi, Amanda Lumy Kawanami e Thais de Moura
Coletti, foi aprovado para ser executado, no periodo de Setembro de 2017 a Setembro de 2019, na seguinte Unidade:

UNIDADE e
RESPONSAVEL

ENDERECO DA UNIDADE DE CONSERVACAO

OBSERVACOES

Parque Estadual
da Cantareira

Ao responsavel
pela Unidade

Gestor: Vladimir
Arrais de
Almeida

a) Sede Administrativa:

Endereco: Rua do Horto, n“1.799

Horto Florestal

Sao Paulo-SP

CEP: 02.377-000

Telefones para informacao: (11) 2203-0115
E-mail: pe.cantareira@fflorestal.sp.gov.br
pec.cabucu@fflorestal.sp.gov.br
pec.engordador@fflorestal.sp.gov.br
vladimir@fflorestal.sp.gov.br

Dias e horario de funcionamento: de
segunda-feira a sexta-feira das 8h as 17h.

b) Visitacao:

Dias e horario de funcionamento: sabado,
domingo e feriados, das 8h as 17h. O acesso
as trilhas e permitido somente ate as 15h.
Ingresso: RS 9 (criancas até 12 anos, adultos
com mais de 60 anos e pessoas com
deficiencia ndao pagam). Estudantes pagam
meia-entrada.

e Com relacao a realizacao do projeto no Parque Estadual
da Cantareira, manifestamo-nos: De acordo com a
execucao do projeto;

e Com relacao aos resultados do projeto, as informacées
geradas serao de: Alta prioridade;

e Com relacdo ao planejamento da Unidade, o Parque
Estadual da Cantareira possui: Plano de Manejo;

e Com relacdo as atividades previstas pelo projeto: nao
existe restricao;

* As seguintes colocacoes devem ser observadas pelos
autores, por ocasiao da visita a esta Unidade:

e Estamos de acordo com a execucao do projeto
apresentado;

e As producdes, tal como artigos, teses, demais
producées cientificas devem ter uma copia encaminhada a
gestao da Unidade;

e Pede-se que o cronograma com datas de saida a campo
e coleta sejam enviados com antecedéncia para a equipe
técnica;

e Relatorios parciais e final encaminhados a COTEC
devem tambem ser remetidos a administracdo do Parque
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PROCESSO SMA N.°

SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE

INSTITUTO FLORESTAL

Rua do Horto, 931 - CEP 02377-000 - S. Paulo, SP - Brasil - Fone: (0xx11) 2231-8555

www.iflorestal.sp.gov.br
260108 - 007.028/2017

INTERESSADO Heitor Franco de Andrade Junior

ASSUNTO Encaminha o projeto de pesquisa: “Deteccao do Plasmodium spp por meio do DNA
ambiental (eDNA) e aspectos da interacao ecologica entre Alouatta guariba clamitans
(CABRERA, 1940) com o besouro Scarabaeidae (LATREILLE, 1802) em areas de
transmissao da malaria humana e simia na Mata Atlantica”

EQUIPE Heitor Franco de Andrade Junior, Fabiana Santos Silva, Ana Maria Ribeiro de Castro
Duarte, Licia Natal Fernandes, Sonia Aparecida Casari, Juares Fuhrmann, lzilda
Curado, lole Arumi Sei, Luis Filipe Mucci, Marcio Port Carvalho, Marina Sherer,
Vladimir Arraes, Igor Lucoves Sicchi, Amanda Lumy Kawanami e Thais de Moura Coletti

VIGENCIA Setembro de 2017 a Setembro de 2019

UNIDADE e ~
RESPONSAVEL ENDERECO DA UNIDADE DE CONSERVACAO OBSERVACOES

Endereco:

Nucleo Pedra Grande: Rua do Horto, 1799 -
Sao Paulo-SP

Tel. (11) 2203-0115

Nicleo Aguas Claras: Av. Senador José
Ermirio de Moraes, s/n - Mairipora - SP
Nucleo Cabucu: Av. Pedro de Souza Lopes,
7903 - Guarulhos-SP

Tel. (11) 2401-6217

Nucleo Engordador: Av. Cel. Sezefredo
Fagundes (altura do n° 19100) - Sao Paulo-
SP

Tel. (11) 2995-3254

Estacionamento (Nucleos Aguas Claras,
Engordador e Cabucu)

Carros: RS 6; Motos: RS 3; Vans/micro-
onibus: RS 12

Informacoes: (11) 2203-3266 - de segunda a
sexta-feira, das 8h as 17h ou por e-mail.

Estadual da Cantareira, para serem juntados ao acervo da
Unidade.

Parque Estadual
Alberto Lofgren

Ao responsavel
pela Unidade

Paulo
da

Gestor:
Fernando
Silva

Endereco: Rua do Horto, 931

Horto Florestal - Sao Paulo - SP
CEP: 02.377-000

Telefones para informacao:

(11) 2231-8555 - Ramal 2061

(11) 2231-8555 - Ramal 2056

(11) 2232-3117

E-mail: pehortoflorestal@sp.gov.br

* Com relacao a realizacdo do projeto no Parque Estadual
Alberto Lofgren, manifestamo-nos: De acordo com a
execucao do projeto;

e Com relacdo aos resultados do projeto, as informacdes
geradas serao de: Alta prioridade;

e Com relacao ao planejamento da Unidade, o Parque
Estadual Alberto Lofgren possui: Plano de Manejo;

e Com relacao as atividades previstas pelo projeto: nao
existe restricao;

e As seguintes colocacoes devem ser observadas pelos
autores, por ocasiao da visita a esta Unidade:

e Agendar os trabalhos de campo junto a administracao
da Unidade, com antecedéncia minima de 15 dias,
fornecendo o nome de todos os membros da equipe
visitante;

e Visitas de pesquisadores, representantes de outras
instituicoes, convidados, pesquisadores estrangeiros,
alunos, amigos, fotografos, imprensa, etc., nao
relacionados no projeto original como membro de equipe
executora devem ser previamente notificadas e
autorizadas pela administracao da unidade;

* Permitir acompanhamento por pessoal da Unidade,
quando o responsavel da Unidade assim estabelecer;

e Atividades nao previstas no projeto original estdo
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SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO FLORESTAL

Rua do Horto, 931 - CEP 02377-000 - S. Paulo, SP - Brasil - Fone: (Oxx11) 2231-8555
www.iflorestal.sp.gov.br

PROCESSO SMA N.° : 260108 - 007.028/2017
INTERESSADO ¢ Heitor Franco de Andrade Junior
ASSUNTO : Encaminha o projeto de pesquisa: “Deteccao do Plasmodium spp por meio do DNA

ambiental (eDNA) e aspectos da interacao ecoldgica entre Alouatta guariba clamitans
(CABRERA, 1940) com o besouro Scarabaeidae (LATREILLE, 1802) em areas de
transmissao da malaria humana e simia na Mata Atlantica”

EQUIPE : Heitor Franco de Andrade Junior, Fabiana Santos Silva, Ana Maria Ribeiro de Castro
Duarte, Licia Natal Fernandes, Sonia Aparecida Casari, Juares Fuhrmann, Izilda
Curado, lole Arumi Sei, Luis Filipe Mucci, Marcio Port Carvalho, Marina Sherer,
Vladimir Arraes, Igor Lucoves Sicchi, Amanda Lumy Kawanami e Thais de Moura Coletti

VIGENCIA : Setembro de 2017 a Setembro de 2019
UNIDADE e = -
RESPONSAVEL ENDERECO DA UNIDADE DE CONSERVACAO OBSERVACOES

vetadas, devendo ser previamente notificadas e
submetidas a analise e aprovacao do Instituto Florestal;

e Atividades de coleta de amostras da biodiversidade
estao condicionadas a apresentacao de copia da licenca
SISBIO/IBAM. Quando renovada, apresentar copia para ser
anexada ao processo;

e Somente os autores nomeados na licenca do
SISBIO/IBAM poderao efetuar coletas;

* As intervencoes a serem executadas na Unidade, como
colocacao de placas, pregos, faixas, distribuicao de
folhetos, etc. devem ser previamente e formalmente
autorizadas pelo responsavel pela administracao da
Unidade;

e Havendo necessidade de acompanhamento por
mateiros, guarda-parques, consultar a Unidade sobre
possivel disponibilidade, com antecedencia minima de 15
dias e;

e Havendo necessidade de  deslocamento de
equipamentos, realizar por conta propria ou consultar a
Unidade sobre possivel disponibilidade de auxiliares, com
antecedencia minima de 15 dias;

e Relatorios parciais e final encaminhados a COTEC
devem também ser remetidos a administracao do Parque
Estadual Alberto Lofgren, para serem juntados ao acervo
da Unidade.

“Projeto de grande relevancia por sua interface com a salde publica. De baixo potencial de
impacto as biotas locais. Sem obices para a provacéo”

Por ocasido das visitas nesta Unidade, solicitamos:

Agendar os trabalhos de campo junto a administracdo da Unidade, com antecedéncia minima de 15 dias, fornecendo o
nome de todos os membros da equipe visitante;

Visitas de pesquisadores, representantes de outras instituicoes, convidados, pesquisadores estrangeiros, alunos,
amigos, fotografos, imprensa, etc., nao relacionados no projeto original como membro da equipe executora devem ser
previamente notificadas e autorizadas pela administracao da Unidade;

Permitir acompanhamento por pessoal da Unidade, quando o responsavel pela Unidade assim estabelecer;

Atividades nao previstas no projeto original estao vetadas, devendo ser previamente notificadas e submetidas a
analise e aprovacao do Instituto Florestal;

Atividades nao previstas no projeto original, como a captura e manipulacdo da fauna, estao vetadas, devendo ser
previamente notificadas e submetidas a analise e aprovacao do Instituto Florestal;

Portar a licenca do SISBIO/IBAMA. Quando renovada, apresentar copia para ser anexada ao processo;
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Rua do Horto, 931 - CEP 02377-000 - S. Paulo, SP - Brasil - Fone: (Oxx11) 2231-8555
www.iflorestal.sp.gov.br

PROCESSO SMA N.° : 260108 - 007.028/2017
INTERESSADO ¢ Heitor Franco de Andrade Junior
ASSUNTO : Encaminha o projeto de pesquisa: “Deteccao do Plasmodium spp por meio do DNA

ambiental (eDNA) e aspectos da interacao ecologica entre Alouatta guariba clamitans
(CABRERA, 1940) com o besouro Scarabaeidae (LATREILLE, 1802) em areas de
transmissao da malaria humana e simia na Mata Atlantica”

EQUIPE : Heitor Franco de Andrade Junior, Fabiana Santos Silva, Ana Maria Ribeiro de Castro
Duarte, Licia Natal Fernandes, Sonia Aparecida Casari, Juares Fuhrmann, Izilda
Curado, lole Arumi Sei, Luis Filipe Mucci, Marcio Port Carvalho, Marina Sherer,
Vladimir Arraes, Igor Lucoves Sicchi, Amanda Lumy Kawanami e Thais de Moura Coletti

VIGENCIA : Setembro de 2017 a Setembro de 2019

Somente os autores nomeados na licenca do SISBIO/IBAMA poderao efetuar coletas;

Questionarios, formularios, entrevistas orais e outras formas de abordagem de pessoal local e do publico visitante
devem ter o roteiro previamente submetido a ciéncia do responsavel pela administracao da Unidade;

Exsicatas em duplicata do material botanico coletado no projeto devem ser encaminhadas ao Herbario D. Bento
Pickel, no endereco do Instituto Florestal abaixo, aos cuidados do Pesquisador Jodo Batista Baitello, telefone (0xx11)
2231 8555, Ramal 2072, baitello@if.sp.gov.br;

Atividades de coleta de amostras da biodiversidade estdo condicionadas a apresentacdo de copia da licenca
SISBIO/IBAMA. Quando renovada, apresentar copia para ser anexada ao processo;

As intervencoes a serem executadas na Unidade, como colocacao de placas, pregos, faixas, distribuicao de folhetos,
etc. devem ser previamente e formalmente autorizadas pelo responsavel pela administracao da Unidade;

N&o deixar no campo vestigios da passagem no local como residuos, buracos, embalagens, armadilhas, tambores, etc.
Trincheiras e escavacoes devem ser seguidas de processos de recuperacao, minimizando o dano local;

Havendo necessidade de acompanhamento por mateiros, guarda-parques, consultar a Unidade sobre possivel
disponibilidade, com antecedéncia minima de 15 dias e;

Havendo necessidade de deslocamento de equipamentos, realizar por conta propria ou consultar a Unidade sobre
possivel disponibilidade de auxiliares, com antecedéncia minima de 15 dias.

Responsaveis por projetos com previsao de coletas devem providenciar a autorizacao SISBIO/IBAMA na pagina
http://www.ibama.gov.br/sisbio/index.php?id_menu=205. Obtida a autorizacdo, encaminhar copia a Comissao
Técnico-Cientifica - COTEC para ser anexado no processo respectivo. A partir de janeiro de 2008, toda e qualquer
forma de coleta nas UCs devera ser formalmente licenciada pelo SISBIO/IBAMA.

Conforme estabelece a Portaria do Diretor Geral de 23/01/90, e cientificado a V. Senhoria nos Termos de
Compromisso e de Responsabilidade assinados em 06/09/2017, ha necessidade de encaminhar a COTEC, um
relatorio anual, no més de Dezembro de cada ano. Nos relatorios assinalar a area de estudos em GPS/coordenadas
geograficas.

Relatérios parciais e final encaminhados a COTEC devem também ser remetidos a administracao das Unidades de
Conservacao, para serem juntados ao acervo da Unidade.

Copia da dissertacao, tese, artigos, resumos em eventos cientificos e outras formas de publicacées podem ser
apresentados como relatorio parcial e final. Nao havendo possibilidade de copias, solicita-se o encaminhamento da(s)
referéncia(s) bibliografica(s), que possibilite(m) o acesso a todas as informacdes geradas no projeto.

A utilizacao para outros fins que nao seja a pesquisa cientifica, de fotografias, imagens, videos e outras midias
registradas nas Unidades a titulo deste projeto devem ser objetos de termo especifico, conforme a Portaria CINP, de
09/02/1999, publicada no DOE de 10/02/1999.

Esta aprovacao nao implica em suporte financeiro de qualquer natureza por parte do Instituto Florestal. A
participacao e ou auxilio financeiro por parte do Instituto Florestal, quando houver, devera ser detalhado e
formalizado através de contratos, convénios e outros instrumentos legais pertinentes, cuja copia deve ser juntada ao
presente processo.

Para qualquer informacao ou eventualidade, colocamo-nos a sua inteira disposicao.

Por prestigiar a nossa instituicao, agradecemos.
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SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO FLORESTAL

Rua do Horto, 931 - CEP 02377-000 - S. Paulo, SP - Brasil - Fone: (0xx11) 2231-8555
www.iflorestal.sp.gov.br

PROCESSO SMA N.° : 260108 - 007.028/2017
INTERESSADO : Heitor Franco de Andrade Junior
ASSUNTO : Encaminha o projeto de pesquisa: “Deteccao do Plasmodium spp por meio do DNA

ambiental (eDNA) e aspectos da interacao ecoldgica entre Alouatta guariba clamitans
(CABRERA, 1940) com o besouro Scarabaeidae (LATREILLE, 1802) em areas de
transmissao da malaria humana e simia na Mata Atlantica”

EQUIPE : Heitor Franco de Andrade Junior, Fabiana Santos Silva, Ana Maria Ribeiro de Castro
Duarte, Licia Natal Fernandes, Soénia Aparecida Casari, Juares Fuhrmann, Izilda
Curado, lole Arumi Sei, Luis Filipe Mucci, Marcio Port Carvalho, Marina Sherer,
Vladimir Arraes, Igor Lucoves Sicchi, Amanda Lumy Kawanami e Thais de Moura Coletti

VIGENCIA : Setembro de 2017 a Setembro de 2019

Atenciosamente,

. /
P Ww

Israel Luiz de Lima

COTEC - Comissao Técnico-Cientifica

Instituto Florestal

Rua do Horto, n° 931

02377-000 - Sao Paulo - SP

Fone: (011) 2231- 8555 - Ramal 2071 Fax: Ramal 2220
cotec2@gmail.com

cotec@if.sp.gov.br
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Anexo 2

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO o :\
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAO PAULO LSS T
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470 ; .’} i,

CEP 05403-000 - S&o Paulo - Brasil - e-mail: cpg-imt@usp.br Tﬂf 4’1;;
Telefones: (55) 11-3061-8650, FAX (55) 11-3064-5132 \é::w; | Zg{
v o

‘.
")
e

Séao Paulo, 01 de Setembro de 2017

limo(a)
Dr(a). Heitor Franco de Andrade Jr.
(aos cuidados de Fabiana Santos Silva)

Certificamos que a proposta intitulada "Detecgio do Plasmodium spp por meio do DNA ambiental (eDNA) e
aspectos da interagdo ecologica entre Alouatta guariba clamitans (CABRERA, 1940) com o besouro
Scarabaeidae (LATREILLE, 1802) em areas de transmissdo da malaria humana e simia na Mata Atlantica”,
registrada com o n° 000368A, sob a responsabilidade de Heitor Franco de Andrade Jr. - que envolve a produgéo,
manutengéo e/ou utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-IMT)
do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, em reunio na presente data.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CEUA-IMT, o relatério final sobre a pesquisa.

Vigéncia da Autorizagdo: 01/09/2017 a 01/09/2019
Finalidade Pesquisa
Espécie Linhagem Idade Peso Material Quantidade
M [F | M+F
Outra invertebrado semanas ou miigramas a ser Coletado 500 | 500 | 1000
meses
Origem: Animal Silvestre - Parelheiros e Cantareira (ambos na cidade de Sao Paulo) TOTAL 1000

N° da Solicitagdo ou Autorizagdo SISBIO: 59859-1
Atividades(s): Coleta de Espécimes
Local(is): Parelheiros e Cantareira (ambos na cidade de Sao Paulo)

Atenciosamente,

e A/\r’
Prof. Dr. Jarge $im&o do Rosario Casseb
Presidente da Comissao de Pesquisa e Etica do IMT-USP

Dra. Luciana Regina Meirjes Jaguaribe Ekman

Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais em Pesquisa do IMT-USP
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 59859-1 Data da Emissao: 16/08/2017 10:43 Data para Revalidacao*: 15/09/2018

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

Dados do titular

Nome: Ana Maria Ribeiro de Castro Duarte |EPF: 144.067.418-36

Titulo do Projeto: Deteccdo do Plasmodium spp por meio do DNA ambiental (eDNA) e aspectos da interag@o ecolégica entre Alouatta guariba
clamitans (CABRERA, 1940) com o besouro Scarabaeidae (LATREILLE, 1802) em areas de transmiss@o da malaria humana e simia na Mata
Atlantica

Nome da Institui¢do : Superintendéncia de Controle de Endemias | CNPJ: 43.142.397/0001-69

Cronograma de atividades
7] Descricao da atividade | Inicio (més/ano) [Fim (més/ano
|1_[Coleta de Besouros dae nas fezes de bugios em Parelheiros e PE Cantareira 10972017 0972019

Observacoes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o terntorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se n ao estudo, a difuséo ou a pesquisa, estéo sujeitas a autorizagé@o do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular € os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros tos legais, bem
5 | como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena (FUNAL), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagéo
federal cujo processo de rec izag iaria encontra-se em curso.

Este podera ser utilizado para os fins previ na Instrugéo Nc ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagao, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior

4 A autorizagao para envio ao exterior de material biologico nao consignado devera ser requerida por meio do enderego eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenga para importagéo ou exportagéo de flora e fauna - CITES e néo CITES)

O titular de licen¢a ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esfor¢o de coleta ou captura que néo comprometa a viabilidade

de lag do grupo ) de ir em condigéo in situ
O titular de autorizagéo ou de licenga permanente, assim como 0s membros de sua equipe, quando da violag&o da legisla¢éo vigente, ou quando da inadequacéo,
6 | omisséo ou falsa descrigdo de informagdes que i n a expedigéo do ato, podera, mediante decis@o motivada, ter a autorizagéo ou licenga

|| suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislagéo brasileira em vigor.

Este documento néo dispensa o cumprimento da legislagéo que dispbe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econdémica exclusiva, ou ao conh ) icional iado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e di vimento tecnologico. Veja infc ¢coes em www.mma.gov.br/cgen.

8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAOQ, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administragéo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigbes, as condigdes para realizagéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Equipe
- Nome Fungao CPF Doc.
Aluna de mestrado do
1 | Fabiana Santos Silva Instituto de Medicina Tropical 327.114.698-59 239284677 SSP-SP Brasileira

Locais onde as atividades de campo serao executadas

[#] Municipio [ UF [Descricdo do local [Tipo |
|1 _[SAO PAULO |SP | Parque Estdual da Cantareira e Parelheiros APA Capivan Mon | Fora de UC Federal |
Atividades X Taxons

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instru¢do Normativa n® 03/2014. Através do cédigo

de autenticacd@o abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a icidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

: . [ Pégina 1/4 |
Codigo de autenticagdo: 88987249 |I‘I‘|I||I|II
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizag&o e Informacé@o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 59859-1 I Data da Emissao: 16/08/2017 10:43 I Data para Revalidacao*: 15/09/2018

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

Dados do titular
Nome: Ana Maria Ribeiro de Castro Duarte IEPF: 144.067.418-36

Titulo do Projeto: Detecgdo do Plasmodium spp por meio do DNA ambiental (eDNA) e aspectos da interacdo ecolégica entre Alouatta guariba

clamitans (CABRERA, 1940) com o besouro Scarabaeidae (LATREILLE, 1802) em areas de transmissdo da malaria humana e simia na Mata

Atléntica

Nome da Instituicdo : Superintendéncia de Controle de Endemias CNPJ: 43.142.397/0001-69
[#] Atividade | Taxons |
[1_[Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ [ Scarabaeidae ("Qtde: 1000) ]

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos
[1_]Meétodo de captura/coleta (Invertebrados Terrestres) | Coleta manual, Outros métodos de captura/coleta(armadilha pitfall)

Destino do material biolégico coletado
[#] Nome local destii | Tipo Destino |
[1_ | Superintendéncia de Controle de Endemias | |

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagio: 88987249 |I‘I“I||I|II

| Pégina 2/4 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 59859-1 I Data da Emissao: 16/08/2017 10:43 | Data para Revalidacao*: 15/09/2018

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

Dados do titular
Nome: Ana Maria Ribeiro de Castro Duarte CPF: 144.067.418-36

Titulo do Projeto: Deteccdo do Plasmodium spp por meio do DNA ambiental (¢DNA) e aspectos da interagdo ecoldgica entre Alouatta guariba
clamitans (CABRERA, 1940) com o besouro Scarabaeidae (LATREILLE, 1802) em areas de transmiss@o da malaria humana e simia na Mata

Atlantica

Nome da Institui¢do : Superintendéncia de Controle de Endemias | CNPJ: 43.142.397/0001-69

Registro de coleta imprevista de material bioldgico
De acordo com a Instrucdo Normativa n°® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacao. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecao bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizag@o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo

de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a icidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

. . [ Pagina 3/4 |
Cédigo de autenticagdo: 88987249 ‘MI ||I‘|I|I'
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 59859-1 I Data da Emissao: 16/08/2017 10:43 I Data para Revalidagao*: 15/09/2018
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular
Nome: Ana Maria Ribeiro de Castro Duarte CPF: 144.067.418-36

Titulo do Projeto: Deteccdo do Plasmodium spp por meio do DNA ambiental (¢DNA) e aspectos da interacdo ecoldgica entre Alouatta guariba
clamitans (CABRERA, 1940) com o besouro Scarabaeidae (LATREILLE, 1802) em areas de transmiss@o da maléria humana e simia na Mata

Atlantica

Nome da Instituicdo : Superintendéncia de Controle de Endemias CNPJ: 43.142.397/0001-69

* |dentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagio: 88987249 ‘I I”I‘lllll

| Pagina 4/4 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagado da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Nomero: 55655-3 Data da Emiss20: 10/04/2013 15:06:06

Data da Revalidagdo®: 10/04/2020

D8 acordo com o art. 28 d

3 IN 0302014, asta autorizag3o tem prazo de validade equivalents 3o pravisto no cronograma de atividages

do projeto, mas devera ser revalldada anualmante mediants 3 apresentagio do relatorio de atividades a ser enviado por malo do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emiasdo.

Dados do titular

Nome: Ana Maria Ribeiro de Castro Duarts

CPF: 144057 418-36

Nome da Instituigdo: Superntendéncia de Controie de Endemlias

CNPJ:-23.142.397/0001-63

Cronograma de atividades
# |Descrigo da atividade Inicio [mésaiano) Fim [més/ano)
1 | Coleta de Besouros Scarabasidas nas fezes de bugios no Parque Estadual Cardos | 04/2019 0472020
Botelho
2 | Colela de BecOUros SCaraasi0ae nas 12266 Oe DUQIDS M Pareneinos & PL 0372017 03/2019
Cantareira
3 |Coleta de Besouros Scaradasidas nas f2zes de DUQIDS N3 Resenva Legado das 0712018 02/2019
Aguzs
4 | Coleta de Besourns Scaradasidas nas fezes de Dugios no Farque Fontes do 0412019 0412020
ipirang3
Equipe
# |Noms Fungao CPF Naclonalidade
1 |Fabiana Santos SINa Aluna 02 Mesraco 4o INSTIE0 02 Medicing 327.114.635-52 Brasiaira
Tropical
2 | Lws FRpe Mucc Colaborador - Pesquisador Cientifico SUCEN 185.118.876-55 Braskaira
3 | Gabriel Zorelic Laporta Colaborador - PesquisadonProfessor FMASC 301.745.776-85 Brasiein

Este documento fol expedido com Dase na Instrugde Nommatva nA® 032014, Avaves do codigo de autenticapdo abalo, qualguer

cidagso poders verficar 3 autenticldade ou reguiaridade oOesle documento, por meio O3 paghae 00 SisDIICMBIO n3  Intemet

(Www.Icmbio. gov.Brsistio)

Codigo de autenticagdo: 0538590320190410

Pagina 14
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Institute Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Icmio‘ Sistema de Autorizagao e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: §9855-3 Data da Emiss30: 10/04/2013 15:06:06 | Data da Revaildagao®: 10/04/2020

Da acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizag3o tem prazo de validads equivalents 2o pravisto no cronograma de atividades

do

projeto, mas devara ser revalidada anualments madiants a apressntagio do relatorio de atividades a ser enviado por melo do

Sisbio no prazo de até 30 dlas a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Ana Maria Ribelro ge Castro Duare CPF: 144.067.418-36

Nome da Insttulgdo: Supenntendéncia de Controle de Endemizs CNPJ: 43.142.297/0001-63

Observagoes e ressalvas

1 A asaleacho o sk ¢ & O cliter Guttan At | e 1) 00 o % SOubr OU fransdol Quehdy i afvidedes foem resdludey
mrr dime S cerding phende oo Sels don lidies de writiedo de cormervag b fede'sl oo proosesc de segdariegto fund e szt ee e cuse ) de cumundede itdgene
arvoiviie taddd © Gighe indgersts Aioe Giet) m de LT i e dfgers (1) & Conseltnd de Defiss Necoosl. gaanch) e aividedes de (osguas
fram Saden wri Ao |rcds ] macionel 1V] da aidoided rrariise, quaivde m e faun acies wm MM Ve
Copattarmatin Nesone e Praducho Mo, dgusndo s Ve n $o de OU o s ugho e meibormes e, Vi) 62 Sipho pestr ta
Unidede de cormatveclo enlecudl dabety U ke, Seobie Ot es
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dedem. s condcdes s o can Cobeban @ e a0 G i namliitas de uidede

2 0NN #o Oy de beoge SR COMG OB MAMSIS Gr aum SQuUDr, Gulrs b Violaglo e legagls Vet (0 Guand O adetuegls, oredo 0u

Tues deocriclo de ridoemeten an 4 . doho 0 o codwrd medunds decnlo udvade i 8 RS cu lomgn Mateine U Ivegeds colo

JOVERD, now Seetrm C8 gpaado Desadeits s vigo!

Ety cocummety somunie poderd sl Uiaado Date on Frs proviston ne Dataghs Nomsetve ICVERS * CON4 ou e wtragho Nomsetve ICVER »° 30000 ne e sepeciioe ity

Adurrache nbi pocendn ser yizeds pee frm o O ssntwiel brosdges cubaleds Soverd se G0 e pare eledeim cnidfom o dellion m
AR S0 wiked supel o

5 As wipdsden de camrpa: eunioden Do Seumce nElE o idon miangecn, e s o eidvlo necsens, g o e rmcurmom I " Sernds pod cbydyy
Colwded daedon, mdfir s, enpROmes DOgote & AR Doges beagrarfed Sk cullurn nelve 8 stiute pogder presetle & Deksidn SEE00K SO0 e O el = Dhirioes Sue M
Gestivern ac estuod, & Slaldocuk mtld sgntes o ko o M o Civcte » Tecreloge

& O S e howiGae 00 sUOE2acEc & o8 MaTrloun O M eduioe Oy o ooler pof mltodos de ookl » o cegtun & , Setrae Que bosabesl, m QU0
Lrocotdenicn O nlevuase. sviinndd & roofe ou dene Sguficatve € culios Qruges. @ sreTeger i de colets 0o ceptuns Sue nlo " de do g
liestdtakos da bisrowee wn coodige in sk

T | Entn autorizeco NAD exrme ¢ Cewsumects Hus & n maninoe 4 s waije o o ”- s s logas, bern coso e
Cotwenlmmedn do teacombvm paw A, polics oo prvede, ond sed teelede & avidede nchaaie 20 GigBo geitor Sy e ndipeta (FLNALL, de usdede de taosetriclio
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TUnchiiia sncorfia-ee s cuis)

& |Esm 0l do o e Ingwiaghe cue depde st scem o deae gendicn et ertiddlo naconal | na plateforme condeiel o
ne e 4 o 3 = s, D firs de dihce biegy aoe Mgy Ve

maties orrmolen em www. frrd gov Leigen

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

£ |Dsacrigao dolocal Municiplo-UF Bioms cavema? |Tipo

1 | Parque Estadual d3s Fontes do Iplranga 530 Paulo-SP Mata Atiantca Nio Deniro de UC Estadua

2 | Parque Estadual Carios Boteho Tap¥al-SP Mata Atlantica N&o Dentro de UC Estadual

3 | Reserva Legano Gas AQUas Miracan-52 Wata Allantica NIO Fora 02 UC Fadera

4 |Parque Estdual d3 Cantarekra e Pareineinos S&o Paulo-SP Mata Atlantica Ndo Fora d2 UC Fadera
APA Capivar Mon

Este documento fol expedido com base na Instrugas Normatha nA* 0¥2014. Aravés do cOGigo de autenticado abao, Quaiquer
ciadsc poderd verficar 3 autentcldade oy reguiardade Oesi documento, por melo 03 PG do SKDICMBID na Intemet
{Waw.Jzmbio. gov. brisishio).
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MMA

Autorizacgao para atividades com finalidade cientifica

Numero: $3855-3 | Data da Emiss3o: 10/04/2015 15:06:06

Data da Rsvalidagao®: 10/04/2020

De acordo com o art. 26 da IN 03/2014, asta autorizagao tem prazo de valldade squivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalldada anuaimente madiants a apresentagdo do relatério de atividadas a ser enviado por malo do

Sisblo no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Ana Maria Ribelro de Castro Duare

CPF: 144.087 418-36

Noma da institulgdo: Superntandéncia de Condroie de Endemias

CNPJ: 43.142.397/0001-69

Atividades X Taxons

£ |Atividade Taxon Qtds.
1 | Coletaftransporte de especimes da fauna sivestre In situ Scarabasioae 1000
2 | Coletafransparte 92 amostas dloldgicas In situ Scarabasioae -
Materiais e Métodos

£ | Tipo ds Método (Grupo taxondmico) Materials

1 | Amosiras Dioidgicas (Inveriebrados Temesires) Sacregio

2 [Metodo de capturaicoleta (Inverebrados Temestres) Coieta manual, Oulros métodos de capturalcoiatalarmadiiha pirfal)
Destino do material biologico coletado

# | Nomse local destino Tipo destino

1 | Superintendéncia ge Controle g2 Endemias Outro

Este documento fol expedids com base na Instrugdo Nommatva nd® 032074, Através do codigo de autenticap3o abaivo, Quaiquer

ciladso podera verificar 3 autenticldsde ou reguiaridade Oests documento, por meid d3 paghs oo SiSDIGICMBI0 na infemet

(W IZmbio.gov. brisisbic).

Codigo de autenticagio: 0398590320190410
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

i Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
lcmi o’ Sistema de Autorizagao e Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

MMA

Autorizacgao para atividades com finalidade cientifica

Numero: $5859-3 Data da Emiss3o: 10/04/2019 15:06:06

Data da Revalidag3o®: 10/04/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizag3o tem prazo de validads equivalents ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalldada anualmsents madiants a apresentaglo do relatorio de afividades a ser enviado por msio do
Sisbio no prazo de até 30 dlas a contar da data do anlversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Ana Maria Ribeiro ge Castro Duarte

CPF: 144.067.418-36

Nome da Ins*mulgéo: Superntendéncia de Controle de Endemias

CNPJ: 43.142.337/0001-63

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De acordo com a Instrugao Normativa n°03/2014, a coleta mprevista de material biologico cu de substrato nac contemplado

na autorizag3o ou na licenca permanente dever3 ser anotada na mesma. em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do material biologico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizag3o ou da licenca permanente com a devida anotagdo. O material biologico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado 3 instituic3o cientifica e, depositado. preferencialmente, em colecdo

bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon*

Qtde.

Tipo de Amostra

Qtde.

Data

* Identi®car 0 espécime do nivel faxondmico possivel

Este documento fol expedide com base na Instrugdo Normatva nA® 032014, Araves do codigo de auwtenicagdo abaio, quaiquer
cldadso poderd verficar 3 autentcldade ou reguiariade Osste COCUMENtD, POr Meio 03 pagne oo SisOIVICMBIo na Intemet

(Www.Jcmbio.gov.brisisbio).

Caodigo de autenticagdo: 0598530320190410
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Anexo 5

|

fungico, microbiano o animal, em substancias provenientes do metabolismo desses seres vivos ¢ de extratos obtidos desses organismos vivos ou
mortos, encontrados e¢m condigdes i simu. inclusive domesticada. ou mantidos em colegdes zc situ. desde que coletados em condigdes ex siin no
termitorio nacional. na plataforma continental ou na zona econdmica exclusiva. visando atvidade exploratoria pera identificar corponentes do
petrimdnio genctico e informazdo sobre o conhecimento tradicional associado. com potencia: de uso comercial

3. O Responsavel pela Expedicdio devera apresentar RELATORIO FINAL 20 témino da validade desta autorizagio. alem de encaminhar cipia das
publicagdes resultantes dos trabalhos objeto da presente autorizagao

4. “Esta aulorizagdo n2o exime o pesquisador de cumprir o disposto na MP 2186-16/01 que dispde sobre ¢ acesso a» patrimonio genético, No czso de
acesso a amostra de componznte do patrimonio genético, este somente se dard mediante autorizagdo 2xpressa 20 Conselho de Gestde do Pairiridnio
Genetico — CGEN. nos termos da Medida Provisoria N° 2186-162001 ¢ Decreto N° 3946/20017

5. Autorizacio valida apenas para a Parque Estadual das Fontes do Ipiranga - area do Instituto de Boténica nas condigdes do projeto de pesquisa
aprovado

SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE
INSTITUTO DE BOTANICA

Caixa Postal 3005
01061-970 Sao Paulo, SP - Brasil

Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
AUTORIZACAO DE PESQUISA N° _ /2018

Data: 30/07/2018
Responsavel: Ana Maria Ribeiro de Castro Duarte Contato: 11-99367-8758 / amrcd2@gmail.com
Titulo do Projeto: Detec¢iio do Plasmodium spp por meio do DNA ambiental (¢cDNA) e
aspectos da interacio ecologica entre Alouatta guariba clamitans (CABRERA, 1940) com o
besouro Scarabaeidae (LATREILLE, 1802) em dreas de rransmissao da maldria humana e
simia na Mata Atlintica.
Institui¢do: Superintend3ncia de Controle de Endemias SUCEN — Secretaria de Estado da Saude e
Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo IMITUSP
Periodo: de agosto de 2018 a agosto de 2019.
Categoria: ( )TCC ( )IC (X )Mestrado ( )Doutorado ( )Visita técnica ( )Aprimoramento
( )IBt — n° registro: ( ) Outros:
Orientador: Prof. Dr. Heitor Franco de Andrade Junior/ Co-orientacdo: Dra. Ana Maria
Ribeiro de Castro Duarte
Objetivo: - Identificar a entomofauna dos besouros Scarabaeidae coletados nas fezes dos bugios (Alouatta
guariba clamitans) que habitam as matas do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga e descrever aspectos
relacionados a ecologia e sua distribuigdo nes duas areas de estudo. - Verificar o “status™ reservatorio dos
plasmodios nes bugios que habitam as matas do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, por meio do DNA
ambiental (eDNA) 2xtraide das fezes e do DNA presente no contetido estomacal do besouro Scarabaeidae e
inferir sobre a atuzl dinimica de transmissio da malaria simia na area de estuco (técnica de PCR para
amplificacdo dz fragmentos de 18S rRNA e mtDNA (Cyt b) de plasmodic. - Verificar a possibilidade do
rastreamento do eDNA na vigilancia da malaria de Mata Atlantice.

Participantes: Ana Maria Ribeiro de Castro Duarte — Pesquisador Cientifico SUCEN: Luis Filipz Mucci -

Pesquisador Cientifico SUCEN: Izilda Curado — Pesquisador Cientifico SUCEN: Juares Fuhrmann — Museu

de Zoologia USP: Fabiana Santos Silva — aluna de mestrado IMTUSP: Amanda Lumy Kawanami - Bolsista

de Aprimoramento SUCEN; Thaysa Carolina Cantanhede Figueiredo - estagidria; Laura Nob> Costa -

estagiaria

Uso do Alojamento: ( )sim ( X)) ndo Observagies:
OBSERVACOES/CONDIC IONANTES

l Solicita-se que sejam observadas e respeitadas as normas que regulamentam o uso da area (Le: SNUC de julho de 2000, Capitulo (11 Are. 10}
orizagiio ndo autoriza o uso do material biologico pa-a acessar informaglo de origem genética. contide no todo cu parte do especime vegetal,

PqC. Dr. Eduardo Pereira-Cabral Gomes

Diretor do Nucleo de Pesquisa Reserva Bioldgica do Alto da Serra d2 Paranapiacaba
e Parque Estadual das Fontes do Ipiranga-PEFI

Av. Miguel Estefan). 3687 - Agua Funda
04301-012 530 Paulc, SP - Firasil
Fone: (011) 5073-63)0 - FAX : (011) 5073-3678
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