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RESUMO

Vieira, Aline Carmo. MALARIA SIMIA: DETECCAO DE PLASMODIUM EM FEZES
DE PRIMATAS NAO HUMANOS. 2021. 41p. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Especializagéo em Vigilancia e Controle de Vetores e Hospedeiros Intermediarios) —
Centro de Formacdo de Recursos Humanos para o SUS/SP; SUCEN, Sao Paulo,
2021.

Introducdo. A malaria é uma doenca infecciosa vetorial sendo atualmente
considerada uma das maiores protozooses do mundo, mantendo-se endémica
principalmente na Africa, na regiio Amazoénica da América do Sul e no Sudeste
Asiatico. Essa doenca € causada por protozoarios do género Plasmodium, sendo que
cinco espécies sdo capazes de infectar humanos: P. vivax, P. falciparum, P. malariae,
P. ovale e o mais recente, P. knowlesi, que é considerado como um parasito zoonético.
Ha fatos que demonstram que esses parasitas que hoje infectam humanos,
descendem de Plasmodium simios, e as infec¢des de simios continuam ocorrendo até
os dias atuais. No Brasil os principais agentes de malaria simia sdo Plasmodium
brasilianum e Plasmodium simium (similar com P. malariae e P. vivax,
respectivamente), sendo que esses dois parasitos estdo envolvidos em situacdes
zoonobticas no bioma Mata Atlantica, sendo o seu vetor o Anopheles cruzii. Tendo em
vista esse cenario epidemioldgico da maléria residual, foi verificada a importancia de
realizar uma revisao sobre os principais estudos baseados e detec¢éo de Plasmodium
em fezes de primatas ndo humanos. Objetivo. Realizar uma revisao bibliografica e
atualizacdo das principais técnicas existentes de deteccdo de Plasmodium em fezes
de primatas ndo humanos descritas na literatura; bem como conhecer e realizar as
técnicas de extracdo de DNA de fezes de primatas ndo humanos e técnicas de PCR
em tempo real e PCR convencional para rastreamento de DNA de primatas nao
humanos e de plasmoddios. Materiais e Métodos. Foi realizado levantamento
bibliografico nas bases de dados da SciELO, Lilacs, PubMed, MedLine e na Biblioteca
Virtual em Saude (BVS), de artigos e livros que descrevam a utilizacao de técnicas de
deteccdo de Plasmodium em fezes de primatas ndo humanos, utilizando um total de

46 artigos publicados entre os anos de 1951 a 2021. Resultados. No delineamento



da reviséo foram selecionados 46 artigos que apresentassem mengéo explicita sobre
as técnicas de deteccdo de Plasmodium, fezes e/ou mencéo explicita sobre maléaria
e/ou malaria simia. Na pratica laboratorial, foram realizadas extracdes de DNA e
realizadas reacdes de PCR em Tempo real (TagMan 18S rRNA) e PCR para
amplificagéo de fragmento de cyt b de género Plasmodium em trinta e cinco amostras
fecais de Alouatta guariba clamitans do Parque Estadual da Cantareira, municipio de
Séao Paulo (Projeto FAPESP 2014/10.919-4, coordenado pela Dra. Ana Maria R. de
C. Duarte). Discusséo/Conclusdo. Apos a realizacdo da revisdo e das praticas
laboratoriais, foi possivel conhecer a abrangéncia do uso da técnica nao invasiva e
diagnostico de plasmadios em fezes de primatas ndo humanos no mundo, em especial
na Africa e Sudeste Asiatico, e também levantar as principais vantagens e
desvantagens da utilizacdo de fezes para deteccdo de Plasmodium. Diante disso,
conclui-se que a utilizacao das técnicas PCR utilizando DNA oriundo das fezes podem
trazer relevantes beneficios nos estudos de maléria simia e humana em situacdes

zoondticas, bem como auxiliar nas atividades de Vigilancia e Controle.

Palavras-chave: Malaria, Plasmodium, Reacdo em cadeia da polimerase, Fezes,
Primatas e Anopheles.



ABSTRACT

Vieira, Aline Carmo. SIMIAN MALARIA: DETECTION OF PLASMODIUM IN NON-
HUMANS PRIMATE FECES. 2021. 41p. Monograph (Specialization in Vector
Surveillance and Control and Intermediate Hosts) — Human Resources Training Center
for the SUS/SP; SUCEN, Séo Paulo, 2021.

Introduction. Malaria is an infectious vector disease and is currently considered one
of the largest protozooses in the world, remaining endemic mainly in Africa, the
Amazon region of South America and Southeast Asia. This disease is caused by
protozoa of the genus Plasmodium, with five species capable of infecting humans: P.
vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale and the most recent, P. knowlesi, which is
considered as a parasite zoonotic. There are facts that demonstrate that these
parasites that infect humans, are descended from simians Plasmodium, and simian
infections continue to occur today. In Brazil the main agents of simian malaria are
Plasmodium brasilianum and Plasmodium simium (similar with human P. malariae and
P. vivax, respectively) and these two parasites are involved in zoonotic situations in
the Atlantic forest biome, its vector being Anopheles cruzii. In view of this
epidemiological scenario of residual malaria, the importance of conducting a review of
the main studies based on and detection of Plasmodium in feces of non-human
primates was verified. Objectives. Perform a literature review and update the main
existing techniques for detecting Plasmodium in feces of non-human primates
described in the literature; as well as know and perform the techniques of DNA
extraction from feces of non-human primates and techniques of real-time PCR and
conventional PCR for tracking DNA of non-human primates and plasmodia. Materials
and methods. A bibliographic survey was conducted in the databases of SciELO,
Lilacs, PubMed, MedLine and in the Virtual Health Library (VHL), of articles and books
describe the use of Plasmodium detection techniques in non-human primate feces,
using a total of 46 articles published between the years 1951 to 2021. Results. In the
outline of the review, 46 articles were selected that had an explicit mention of the
techniques for detecting Plasmodium, feces and/or an explicit mention of simian
malaria. In laboratory practice, DNA extractions and real-time PCR reactions (TagMan

18S rRNA) and PCR were performed to amplify a Plasmodium cyt b fragment in thirty-



five fecal samples of Alouatta guariba clamitans from Cantareira State Park,
municipality of Sdo Paulo (Projeto FAPESP 2014/10.919-4, coordinated by Dra. Ana
Maria R. de C. Duarte). Discussion/Conclusion. After conducting the review and
laboratory practices, it was possible to know the scope of the use of the non-invasive
technique and diagnosis of plasmodia in feces of non-human primates in the world,
especially in Africa and Southeast Asia, and also to raise the main advantages and
disadvantages the use of feces to detect Plasmodium. Therefore, it is concluded that
the use of PCR techniques using DNA from feces can bring relevant benefits in studies
of simian and human malaria in zoonotic situations, as well as assisting in Surveillance

and Control activities.

Keywords: Malaria, Plasmodium, Polymerase chain reaction, Feces, Primates,

Anopheles.
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1. INTRODUCAO

1.1 ADOENCA

A malaria € uma doenca infecciosa, cujo agente etiologico € um protozoario
pertencente ao género Plasmodium, transmitida por vetores anofelinos, que pode
infectar além de humanos, outros mamiferos, répteis e passaros. Caracterizada por
um quadro febril agudo, que pode se apresentar a cada 3 dias (maléria tercd) ou a
cada 4 dias (maléaria quartd), a depender do ciclo reprodutivo do agente etiologico,
tendo como principais sintomas, além da hipertermia, calafrios, tremores, sudorese e
cefaleia (ASSIS et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Geralmente, a malaria se apresenta de forma assintomatica ou com sintomas
consideraveis leves (MILNER JR., 2018), porém, a gravidade da doenca dependera
da vulnerabilidade do hospedeiro (onde criangas e gestantes possuem maior risco de
evoluirem para formas mais graves da doenca) e do parasita, levando em conta
aspectos como sua patogenicidade e a densidade parasitaria no hospedeiro (GOMES
et al., 2011). Mesmo possuindo menor probabilidade de ocorrerem, algumas das
complicacBes consideraveis comuns da malaria grave sdo: acometimento do sistema
nervoso central (SNC), anemia grave, insuficiéncia renal aguda (IRA), disfuncao
pulmonar, hipotenséo e choque, coagulacdo intravascular disseminada, hipoglicemia,

acidose metabdlica e disfuncéo hepatica (GOMES et al., 2011).

A escolha do tratamento adequado da malaria, deve ser realizada ap6s serem
analisados aspectos importantes do paciente, como a gravidade da doenca, a espécie
de Plasmodium infectante, a idade do paciente, além do historico de suscetibilidade e
resisténcia desta espécie aos antimalaricos habituais. Atualmente séo utilizados os
farmacos da familia das quinolinas, associados a outros quimioterapicos (PIMENTEL
et al., 2007).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

A maléria é considerada como a protozoose de maior impacto no mundo, colocando
sob risco aproximadamente 40% da populacdo mundial, essa doenca € distribuida
principalmente em regides tropicais e subtropicais do mundo, ocorrendo
principalmente na Africa, na regido Amazénica da América do Sul e no Sudeste
Asiético. No Brasil, foram registrados 194.271 casos em 2018 onde cerca de 99% dos
casos se concentram na regido Amazonica, contudo algumas regides apresentam
casos esporadicos e somente o Estado do Rio Grande do Sul, o Distrito Federal e a
ilha de Fernando de Noronha ndo apresentam casos, pois ndo possuem condicdes
para transmisséo da doenca (TAUIL et al., 1985; GOMES et al., 2011; OMS, 2019).

No Estado de Sao Paulo, a transmissdo autdéctone da malaria, ocorre em duas regides
distintas. Sendo uma na regido oeste do estado, contemplando as bacias hidrograficas
dos rios Parana, Paranapanema e Sao José dos Dourados e a outra é a regido da
Serra do Mar, litoral norte e sul do estado, no Bioma Mata Atlantica. Na tabela 1 é
possivel observar a distribuicdo de casos autdctones de malaria no Estado de Séo
Paulo entre os anos de 2018 a 2020 (CVE, 2020).

Tabela 1. Distribuicdo dos casos autdctones de malaria segundo municipio provavel

de infeccéo e ano de sintomas, Estado de S&o Paulo, 2018 a 2020.

Municipio Provavel de 2018* 2019* 2020*
Infecgao n° de casos % n° de casos % n° de casos %
Bertioga 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Biritiba-Mirim ' 1 11,1 0 00 | 0 0,0
Cananeia 0 0,0 1 7.7 0 0,0
Caraguatatuba 1 1.1 2 154 0 0,0
Eldorado 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Iporanga 0 0,0 1 47 4 1 20,0
Juquitiba 1 f S8 0 0,0 0 0,0
Miracatu 0 0,0 2 154 0 0,0
Mongagua 0 0,0 0 0,0 1 20,0
Natividade da Serra 1 11 3 231 0 0,0
Paraibuna 0 0,0 1 77 0 0,0
Salesopolis 1 1M1 0 0,0 0 0,0
Séo Paulo 0 0,0 1 T 0 0,0
Séo Sebastiao 4 444 2 154 3 60,0
Ubatuba 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Total 9 100,0 13 100,0 5 100,0

Fonte: SINANNET/Divisdo de Zoonoses — CVE 2020.
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1.3 PLASMODIOS E VETORES

Atualmente, sdo consideradas cinco espécies de Plasmodium, capazes de infectar os
seres humanos, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae,
Plasmodium ovale e o mais recente Plasmodium knowlesi, sendo o P. vivax 0 mais
frequente e o P. falciparum o de maior relevancia, causando milhdes de casos de

malaria e mais de um milhdo de 6bitos por ano (OLLOMO et al., 2009).

O P. knowlesi, considerado anteriormente apenas como plasmaodio restrito a malaria
simia no Sudeste Asiatico, e que possui como hospedeiros principais as espécies
Macaca fascicularis, Macaca nemestrina e Presbytis melalophos, atualmente é
considerado uma espécie zoonotica, apds o primeiro surto de casos em seres humano
na Malasia, onde originalmente foi erroneamente identificado como P. malariae, ja que
ambos possuem uma dificil distincdo microscopica. Hoje vemos que o P. knowlesi se
tornou um dos principais agentes etioldgicos de maléria humana, principalmente na
Ilha de Bornéu, na Malasia, sendo considerada a quinta espécie conhecida causadora
de maléria humana (COX-SINGH et al. 2008; LEE et al., 2011; AMIR et al., 2018).

As formas infectantes de Plasmodium sédo transmitidas pela picada do vetor, fémea
de mosquito do género Anopheles. Existem aproximadamente, 40 espécies do género
com capacidade vetorial para transmissdo da malaria, sendo 18 encontradas na
América do Sul (SUCEN, 2020).

No Brasil, possuimos dois cenarios completamente particulares entre si, temos 0s
vetores da regido Amazodnica, sendo o principal deles o Anopheles (Nyssorhynchus)
darlingi, capaz de manter a malaria endémica nessa regido, mesmo se apresentando
em baixa densidade (TADEI e THATCHER, 2000), e no bioma Mata Atlantica do sul e
sudeste brasileiros, a transmissdo da malaria, da-se pela picada de fémeas de
Anopheles (Kerteszia) cruzii, que mantem o ciclo da malaria humana e simia nessa
regidao (DEANE, 1992). A malaria nesse bioma é chamada de maléaria-bromélia, uma
vez que as fémeas anofelinas ovipbem na agua acumulada nos verticilos destas
plantas (MARQUES et al., 2008).
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1.4 CICLO DE VIDA DO PLASMODIUM

A fémea de Anopheles injeta as formas infectantes, os esporozoitos, durante o repasto
sanguineo realizado em um hospedeiro humano sadio, da-se inicio a fase
esquizogbnica. A partir da infeccdo, o parasita invade as células do figado
(hepatdcitos) onde ocorre a esquizogonia (multiplicacdo por processo de divisao
multipla), originando esquizontes teciduais (ciclo exoeritrocitico). Apds alguns dias, se
originam milhares de merozoitos a partir de cada esquizonte, que invadirdo os
eritrocitos. No interior dos eritrécitos, sofrerdo outra transformacao, os trofozoitos, que
crescerdo e sofrerdo divisdo tornando-se esquizontes sanguineos, que originarao
novos merozoitos (ciclo eritrocitico). Ha entdo a ruptura celular e extravasamento dos
merozoitos, que iniciardo um novo ciclo. Algumas formas se diferenciam em
microgametdcitos e macrogametdcitos, que poderdo ser ingeridos durante repasto de
fémeas anofelinas (NOGUEIRA e ROSARIO, 2010; GOMES et al., 2011).

No vetor, o sangue chegara ao trato digestivo do inseto, onde as hemacias se
romperdao e liberardo os gametécitos. Os gametécitos masculinos sofrem um processo
de exflagelacdo. Apds a fecundacao entre os gametas, forma-se entdo o zigoto, que
sera diferenciado em oocineto, forma capaz de atravessar a membrana do epitélio. O
oocineto forma uma capsula protetora, se diferenciando em oocisto. Inicia-se entédo o
processo de multiplicagdo esporogénica, tendo sua primeira divisio em meiose,
seguida de multiplas mitoses, que liberam esporozoitos na hemolinfa do inseto. Estes
esporozoitos, se deslocam até as glandulas salivares do inseto, onde poderao infectar
novos individuos, uma vez infectada a fémea com o Plasmodium, ela permanecera
infectada pelo resto de sua vida (TADEI e THATCHER, 2000; REY, 2008; SUCEN,
2020).

1.5 MALARIA SIMIA

Os continentes Africano e Asiatico contemplam cerca de 80% das infec¢bes por
Plasmodium no Mundo (MUELLER et al., 2009), algo consideravel se levarmos em
conta que a histéria evolutiva de P. falciparum esta associada aos gorilas africanos
(Gorila gorila), j& o P. vivax pode ter se originado de uma mutacdo de Plasmodium

que infectava humanos, gorilas e chimpanzés da Africa, até a mutacio de Duffy

14



negativo, (quimiocinas utilizadas pelos merozoitos do P. vivax para invadir os globulos

vermelhos) erradicar as infec¢cdes humanas pelo P. vivax (LIU et al., 2010; 2014).

Existem cerca de 27 espécies de plasmaddios que infectam primatas ndo humanos no
mundo (Tabela 2). Nos macacos do Novo Mundo foram encontradas, até hoje, apenas
duas espécies de plasmaédios: o Plasmodium brasilianum, comumente encontrado em
macacos de diversas espécies na floresta Amazonica, Panam4, Venezuela, Peru e na
Mata Atlantica das regides Sul e Sudeste brasileiras, e o Plasmodium simium, de
ocorréncia restrita, predominantemente em macacos bugios (Alouatta guariba
clamitans) na Mata Atlantica das regides Sul e Sudeste do Brasil, cujas primeiras
descricOes foram feitas por Fonseca (1951), seguido de estudos sobre esse parasito
realizados por Deane (1992), e estudos mais atuais sobre a distribuicdo geografica e
deteccdo de infeccbes sanguineas pela técnica de PCR (DUARTE et al., 2008;
YAMASAKI et al., 2011, ABREU et al., 2020).

Acreditava-se que 0 parasita que causava a maldaria humana, infectava apenas
humanos, ndo tendo importancia epidemiolégica em relacdo a outros reservatorios
(TAUIL et al., 1985; CUROTTO et al., 2012), contudo estudos vem mostrando que 0s
parasitas simios ndo possuem especificidade de hospedeiro e sdo muito mais
diversos do que os parasitas humanos, tendo em vista esses aspectos ndo podemos
afirmar que plasmadios de simios s6 infectam simios e plasmédios de humanos, sé
infectam humanos, pois sabemos que o P. simium e o P. brasilianum nao possuem
distingdo morfologica, genética ou imunolégica com os P. vivax e P. malariae,
respectivamente (COATNEY, 1987; DEANE, 1992; DUARTE et al., 2006, 2008; LIU
et al., 2014; ALVARENGA et al. 2015; ASSIS et al., 2016;).

Estudos atuais tém discutido calorosamente as diferencas e similaridades em
diferentes marcadores moleculares na tentativa, nos niveis do DNA gendmico e
mitocondrial visando estabelecer a origem do P. simium (BRASIL et al., 2017,
RODRIGUES et al., 2018), sendo que Alvarenga et al. (2018) propds uma técnica de
PCR que permite a diferenciagdo de P. simium, baseada em polimorfismos de

nucleotideo Unico (SNPs) no DNA mitocondrial.
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Regido  (n°

Asia (13)

Africa (10)

América (2)

Madagascar

Espécie

Plasmodium

Plasmodium inui

Plasmodium

Plasmodium eylesi

Plasmodium
Plasmodium

Plasmodium

Plasmodium fieldi

Plasmodium
F;Iaémodium
Plaémodium
I-DIas-r-nodium
'Plasn.wodium
P]asrﬁodium
Plas.mo-dium
Plésmbdium
Pléémbdium
Plaémbdium
Pléémodiﬁm
Plésmbdium

Plasmodium

Plasmodium adleri

Plasmodium
'P-I as'n.]od.il.Jm
'Plash.w'odium
F;Iaémodium

Plasmodium

Fonte: Martinelli e Cu-lletolr.1, 2018

Subgénero
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Plasmodium
Laverania
Laverania
Laverania
Laverania
Laverania
Laverania
Plasmodium
Plasmodium
Vinckeia

Vinckeia
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Tabela 2. Plasmédios simios: espécie, hospedeiro e distribuicdo geografica.

Hospedeiro (descricéo)
Orangotango (Pongo pygmaeus)
Rhesus (Macaca fascicularis)
Rhesus (Macaca fascicularis)
Gibao (Hylobates lar)

Gibao (Hylobates lenciscus)

Gibao (Hylobates lar)

Gib&o (Symphalangus syndactylus)

Rhesus (Macaca nemestrina)
Rhesus (Macaca sinica)

Rhesus (Macaca mulatta)
Rhesus (Macaca radiata)
Rhesus (Macaca fascicularis)
Orangotango (Pongo pygmaeus)
Mangaby (Cercocebus atys)
Chimpanzé (Pan troglodytes)
Chimpanzé (Pan troglodytes)
Chimpanzé (Pan troglodytes)
Chimpanzé (Pan troglodytes)
Chimpanzé (Pan troglodytes)
Chimpanzé (Pan troglodytes)
Gorila (Gorilla gorilla)

Gorila (Gorilla gorilla)

Gorila (Gorilla gorilla)

Macaco inglés (Cacajao calvus)
Bugio (Alouatta fusca)

Lémure (Lemur collaris)

Lémure (Lemur fulvus rufus)



1.6 TECNICAS DE DETECCAO (SANGUE, URINA E FEZES)

O diagnostico da malaria pelo método de esfregaco de gota espessa, que realiza a
identificacdo dos parasitos presentes no sangue periférico do paciente ainda é
amplamente utilizado e adotado como padrdo ouro no programa de controle da
malaria, tendo em vista seu baixo custo e considerando também a infraestrutura das
regides em que a malaria se apresenta endémica, essa técnica acaba se mostrando
a melhor opcao (COSTA et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2018). Porém, esta técnica
pode apresentar resultados falso negativo, a depender dos niveis de parasitemia, da
existéncia de infecgbes mistas e da habilidade do microscopista (VIANA et al., 2010).
Contudo, identificar métodos diagndsticos mais precisos e rapidos € uma das maiores
preocupacdes dos pesquisadores e profissionais que trabalham com a maléria,
considerando o fato de ainda ndo existir um protocolo padrdo para diagndsticos
sorolégicos e moleculares que possuam uma alta especificidade (FIGUEIREDO et al.,
2018).

A deteccdo de plasmaddios tem sido realizada por meio da andlise de amostras de
sangue humano ou em amostras de sangue de hospedeiros animais, contudo se trata
de um método invasivo, que possui limitacdes em situacdes de campo, principalmente
em estudos epidemioldgicos que envolvam animais silvestres. Dentre os fatores de
risco estdo ferimentos e/ou morte do animal no processo de captura, anestesia e
manejo e o stress causado até o momento de soltura. Além de ser mais dificil a
deteccdo do Plasmodium, devido as baixas parasitemias que geralmente acomete os
macacos (COATNEY, 1971), e considerado a limitacdo por se obter para analise uma
Unica e pequena amostra de sangue do macaco. Mesmo diante destas dificuldades
os estudos realizados em macacos silvestres no Brasil até o momento agregam
importantes conhecimentos sobre a malaria simia (DEANE, 1992; DUARTE et al.,
2006; DUARTE et al., 2008; YAMASAKI et al., 2011; ASSIS et al., 2016; RODRIGUES
et al., 2017; BRASIL et al., 2018; RODRIGUES et al., 2018; BUERY et al., 2018;
ABREU et al., 2019; MONTEIRO et al., 2020).

Diante deste cenario, novas técnicas mais avancadas que permitem um diagndstico
mais sensivel e especifico da malaria vem sendo desenvolvidas, baseadas em
técnicas imunocromatogréficas (que partem da deteccdo de antigenos, a partir de

anticorpos monoclonais) e técnicas moleculares, em especial a PCR (OSORIO et al.,

17



2018), que consiste na replicagdo do material genético celular, através da enzima
DNA-Polimerase, esta enzima tem a funcdo de sintetizar uma sequéncia
complementar de DNA, a partir de “primers” ou iniciadores especificos que se ligam
em uma das fitas, limitando a sequéncia a ser amplificada milhdes de vezes
(VALONES et al., 2009).

Tendo em vista as dificuldades na obtencdo de amostras de sangue em situacoes
especificas, seja em animais ou em humanos, estudos com urina e fezes tem
avangado, podendo se tornar um substituto eficaz e mais seguro em estudos

epidemioldgicos, visto que sao técnicas ndo invasivas para a coleta do material.

A deteccdo de plasmodios por meio das fezes esta alicercada em estudos que
demonstraram a presenca de DNA de plasmaddio nas fezes, sendo constatado que
esse DNA era oriundo das formas parasitarias do figado. O desenvolvimento pré-
eritrocitico na malaria em mamiferos ocorre no figado, onde é possivel que os
parasitas cheguem até as fezes através da bile (KAWAI et al., 2014; SIREGAR et al.,
2015). Em alguns casos o DNA do parasita em estagios sanguineos pode se
apresentar nas fezes de animais infectados no ciclo eritrocitico, a forma parasitaria
eritrocitica pode ocorrer apés algum sangramento intestinal, diferente da deteccao do
DNA na urina, que provavelmente provem de parasitas circulantes livre nas células
sanguineas periféricas (ABKALLO et al., 2014; SIREGAR et al., 2015; DIXIT et al.,
2018).

Diversos estudos realizados com macacos da Africa e da Asia rastrearam com éxito
o DNA de plasmaddios em fezes utilizando diferentes métodos como a amplificacdo de
sequéncias do citocromo B do parasita (cyt b) ou de 18S rRNA do DNA fecal de simios
oferecendo uma alternativa ndo invasiva factivel e com resultados satisfatorios para
trabalhos de campo (JIRKU et al., 2012; KAWAI et al., 2012, 2014, LIU et al., 2010,
2014; SIREGAR et al., 2015; DIXIT et al, 2018).

Segundo Jirku et al. (2012), as fezes podem ser utilizadas com éxito para o diagnéstico
de malaria, mostrando resultados satisfatorios e, em algumas situacdes, substituir as

coletas de sangue.

Mesmo a PCR de urina e fezes se mostrando menos sensivel para a deteccdo do
DNA de Plasmodium se comparado com a sensibilidade da PCR sanguinea, esta
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técnica ndo invasiva tem uma imensa vantagem por ser mais facil e acessivel. Nessa
perspectiva, se 0 DNA pode ser encontrado em meio ao material fecal de macacos
selvagens, isso significa um grande avancgo para pesquisas epidemioldgicas de campo

e para estudos de malaria zoonoética (KAWAI et al., 2014).

2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que o atual cenario epidemiologico da malaria pode mudar, e areas
de maléria residual podem apresentar dificuldades para efetuar o controle de casos
em uma situacdo de potencial transmissao zoonética, envolvendo macacos, é
relevante manter os conhecimentos atualizados sobre as técnicas de deteccdo de
Plasmodium em simios e a necessidade de discusséo e aplicacdo de metodologias
alternativas mais avancada e de mais féacil aplicabilidade para o estudo,

monitoramento e vigilancia dos reservatérios simios.

A presente monografia pretende apresentar uma revisdo e atualizacdo sobre a
deteccdo de plasmdédios por método ndo invasivo, apresentar os métodos mais
comumente utilizados e discutir a importancia e viabilidade de adocdo de novas

metodologias que auxiliem as atividades de vigilancia e controle da malaria.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma revisao bibliografica e atualizacdo das principais técnicas existentes de
deteccdo de Plasmodium em fezes de primatas ndo humanos descritas na literatura,
conhecer e aplicar os métodos de deteccdo de plasmdédios em fezes de PNH e com
isso, propor uma discussao sobre o uso da técnica alternativa, seus beneficios e
limitagGes, bem como sua utilizacdo como técnica auxiliar nas atividades de vigilancia

e controle.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar pesquisa bibliografica para verificacdo do potencial do uso de técnicas nao

invasivas como uma alternativa para o diagnéstico da maléria simia.

Realizar técnica de extracdo de DNA de fezes de primatas ndo humanos (PNH), por

meio de kit especifico;

Realizar técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), de acordo com
protocolo utilizados no laboratério, para deteccdo de DNA do hospedeiro e DNA de
Plasmodium nas fezes de primatas ndo humanos (PCR convencional e PCR em

Tempo Real).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DA REVISAO

No presente estudo foi realizada uma pesquisa bibliografica utilizando as bases de
dados da SciELO, Lilacs, PubMed, MedLine e na Biblioteca Virtual em Saude (BVS),
de artigos e livros que descrevam as técnicas de deteccdo de Plasmodium em fezes
de primatas ndo humanos. O levantamento dos artigos foi realizado no segundo
semestre de 2020. Foi selecionado um total de 46 artigos publicados entre os anos de
1951 a 2021 em inglés e portugués, os critérios para selecdo dos artigos foram
primeiramente a avaliagdo dos titulos e dos resumos (abstracts), apés foram
analisados os textos completos, observando se atendem os objetivos do estudo e os
artigos selecionados apresentaram mencao explicita sobre as técnicas de detecgéo

de Plasmodium, fezes e/ou mengédo explicita sobre malaria e/ou malaria simia.

Foram utilizadas as seguintes palavras-chave: Maléaria, Plasmodium, Reacdo em

cadeia da polimerase, Fezes, Primatas e Anopheles.

20



4.2 PRATICA DAS TECNICAS ASSOCIADAS
4.2.1 Extracdo de DNA

As amostras testadas foram provenientes de pesquisas da orientadora, Dra. Ana
Maria Duarte (projeto FAPESP 2014/10.919-4). As amostras estavam conservadas
em alcool 70% ou RNAlater (Qiagen) (SIREGAR et al., 2015).

A extracdo de DNA foi realizada por meio do “QlAamp Stool kit” (Qiagen), de acordo
com as instrucdes do fabricante. As amostras de fezes foram previamente lisadas, em
agitacédo intermitente “overnight”, com tamp&o ASL (kit) de acordo procedimento

descrito em Siregar et al. (2015).

E também foi utilizado o “ZymoBIOMCS DNA mini prep Kit” (indicado para extragcao
de DNA de fezes) (Zymo Research), como um kit alternativo, uma vez que o kit Qiagen
saiu de linha.

4.2.2 PCR para detecgéo de DNA de macacos nas amostras de fezes

Cada amostra de DNA de fezes obtida foi testada para verificagdo da presenca do
hospedeiro (confirmagédo). Para tanto, um par de primers foi desenhado para
amplificacdo de um fragmento do gene de citocromo B (cyt b), dos géneros Alouatta
e Brachyteles, com 580 pares de bases (bp) (“primers” desenhados pela Dra. Licia

Natal Fernandes, Lab. Protozoologia):
PF ALBr (frente): 5 ' TCAACTGCYTTCTCCTCAGTCGC &
PR ALBr (reverso): 5 'GGTCGGTTAGAAGGTCAGGTG 3

A amplificacdo de PCR foi realizada em 25 pl de volume de reacéo usando 5,0 pl de
amostra de DNA, 50 mM de MgCI2, 10 mM de mistura de dNTP, 10 mM para o
iniciador PF Al Br, 10 mM para o iniciador PR Al Br, 5 U / pl de Taq (Platinum/

Invitrogen) e agua ultrapura para completar a solucéo final.

As condi¢des de PCR foram: desnaturacéo inicial a 94 ° C por 2 min, seguida por 35
ciclos (94 ° C por 30 s, 60 ° C por 30 se 72 ° C por 30 s), extensao final a 72 ° C por

10 min. O equipamento utilizado foi Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems).
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4.2.3 PCR para deteccao de DNA de macacos nas amostras de fezes e deteccédo de
DNA de plasmédio

Foram realizados dois testes para a deteccéo de plasmaodios, sendo reacdes de PCR
convencional e PCR em tempo real, de acordo com protocolos ja utilizados nas

pesquisas da Dra. Ana Maria Duarte.

PCR tempo real em real para amplificagdo de 18SrNA de Plasmodium no sistema

TagMan®, Protocolo “Bickersmith”

O protocolo foi descrito por Bickersmith et al. (2015), para amplificacdo de fragmentos
18S ssrRNA género-plasmaédio com aproximadamente 100 pares de base (pb), de P.
vivax e P. falciparum. Essa regido especifica é escolhida por conter regides altamente
conservadas e variaveis do DNA. As amostras de DNA foram testadas separadamente
com cada par de primers e sondas. Os primers e sondas para P. malariae foram
descritos por Rougemont et al. (2004), mas foram utilizadas as mesmas condi¢des de
reacao descritas abaixo.

Essa reacao foi realizada em placa, especificamente, e consistiu de 5,0 ul de DNA, e
12,5ul de TagMan Universal Master Mix II, com UNG (Applied Biosystems) (2X), 0,75
pul de Plasmo2-R e para cada sonda 0,25 pl (10uM) e “primer” 0,75 pl (10uM),
respectivamente, agua destilada para completar o volume de 25ul. O equipamento
utilizado para esta reacéo foi o Step One Plus (Applied Biosystems), no Laboratério
de Protozoologia, IMT/USP. Utilizando os parametros de 50°C por 2 min, 95°C por 10
min, 50 ciclos de 95°C por 15 min, e 60°C por 1 min.

Nested-PCR para amplificacdo de fragmento de DNA mitocondrial (cyt b) de

Plasmodium, Protocolo “Siregar”

O protocolo foi descrito por Siregar et al., (2015). A reacao para amplificacdo de
fragmento de citocromo b (cyt b) utilizou os primers PfF3700 /PfR4615, que produziu

um fragmento de 915 pb na primeira reacdo. A segunda reacdo de PCR utilizou o
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primeiro produto em conjunto com PfF 3700 / PfR4102, e produziu um fragmento de
402 pb. A primeira reagéo de PCR foi feita com 2 pl de DNA, enquanto a segunda foi

executada com 1 pl de produto da primeira reagao.

A reacdo consistiu em duas etapas, a primeira, com 14ul de DNA, 5 ul de agua
destilada, 2,5 de tampao, 1ul de cloreto, 0,25ul de dNTp mix, 1 ul de primer PFf 3700,
1 ul de primer PFr 4615 e 0,25 ul de Tag. Na segunda etapa séo utilizados 2 ul de
DNA, 17 ul de agua, 2,5ul de tampéao, 1 ul de cloreto, 0,25ul de dNTP mix, 1ul de
primer PFf 3700, 1ul de primer PFr 4102 e 0,25ul de Tag. O equipamento utilizado
para esta reagcdao de PCR foi o Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) no
Laboratério de Protozoologia, IMT/USP. Utilizando os parametros de 94°C por 5
minutos, 94°C por 15 segundos, 50°C por 15 segundos, 72°C por 45 segundos e 72°C

por 5 minutos em um ciclo de 30 vezes.

Gel de Eletroforese para visualizagéo dos produtos amplificados nas reacdes de PCR

A eletroforese foi realizada em gel de agarose (Sigma), 2,0% (p/v) contendo 0,5 ul/ml
de brometo de etidio (p/v) em tampado TBE 1x (Tris borato 0,09M; EDTA 0,0002M)
utilizando Electrophoresis Power Supply — EPS 200 (Pharmacia Biotech) como fonte
a uma voltagem constante de 90 V Para visualizacdo dos produtos amplificados foi
utilizada solucdo de Brometo de Etideo. Foi utilizado marcador de peso molecular de

50 bp (Fermentas).

Todas as medidas de protecdo e equipamentos de protecéo individual (EPIs) foram

utilizadas durante a realizacdo dos experimentos.

5. RESULTADOS

5.1 ARTIGOS AGREGADOS PARA A REVISAO BIBLIOGRAFICA

Apos a escolha dos 46 artigos, os mesmos foram organizados por ordem cronolégica.

Estes artigos estdo demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 3. Principais artigos consultados para elaboragéo da revisdo, com enfoque na

deteccdo de plasmaodios nas fezes de primatas ndo humanos.

Art. |Titulo Autor/Ano
n.
1 Plasmadio de primata do Brasil. FONSECA, 1951
2 The simian malarias: zoonoses, anthroponoses, or both? COATNEY, 1971
3 A maléria no Brasil. TAUIL, 1985
4 Simian Malaria in Brazil. DEANE, 1992
5 Complex polysaccharides as PCR inhibitors in feces: Helicobacter pylori | MONTEIRO et al., 1997
model.
6 Malaria vectors in the Brazilian Amazon: Anopheles of the subgenus | TADEI, 2000
Nyssorhynchus.
7 Widespread occurrence of antibodies against circumsporozoite protein | DUARTE et al., 2006
and against blood forms of Plasmodium vivax, P. falciparum and P.
malariae in Brazilian wild monkeys.
8 Nanotecnologia farmacéutica aplicada ao tratamento da maléaria. PIMENTEL, 2007
9 Natural Plasmodium infections in Brazilian wild monkeys: Reservoirs for | DUARTE et al., 2008
human infections?.
10 |Aspectos epidemiologicos de malaria autdctone na Mata Atlantica, | MARQUES et al., 2008
litoral norte, Estado de S&o Paulo, 1985 — 2006.
11 |Molecular diagnosing of malaria in a tertiary care center in the Brazilian | COSTA et al., 2008
Amazon region.
12 |Principles and applications of polymerase chain reaction in medical | VALONES et al., 2009
diagnostic fields: a review.
13 |Key gaps in the knowledge of Plasmodium vivax, a neglected human | MUELLER et al., 2009
malaria parasite.
14 |Plasmodium knowlesi Malaria in Humans Is Widely Distributed and | COX- SINGH et al., 2008
Potentially Life Threatening.
15 |African great apes are natural hosts of multiple related malaria PRUGNOLLE et al., 2009
species, including Plasmodium falciparum.
16 |A New Malaria Agent in African Hominids. OLLOMO et al., 2009
17 |Comparacéo de dois métodos de obtengcdo de DNA como protocolos | VIANA et al., 2010
alternativos para a deteccdo de parasitas da malaria humana por
nested PCR.
18 | Origin of the human malaria parasite Plasmodium falciparum in gorillas. | LIU et al., 2010
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19 |Métodos para avaliagdo da atividade antimalarica nas diferentes fases | NOGUEIRA et al., 2010
do ciclo de vida do Plasmodium.

20 |Malaria grave por Plasmodium falciparum. GOMES et al., 2011

21 |Detection of etiological agents of malaria in howler monkeys from|YAMASAKI et al., 2011
Atlantic Forests, rescued in regions of Sdo Paulo city, Brazil.

22 | Detection of Plasmodium spp. in Human Feces. JIRKU et al., 2012

23 | Malaria em mamiferos silvestres. CUROTTO et al., 2012

24 | Age-related effects on malaria parasite infection in wild chimpanzés. DE NYS et al., 2013

25 | African origin of the malaria parasite Plasmodium vivax. LIU et al., 2014

26 | Detection of Plasmodium knowlesi DNA in the urine and faeces of a |KAWAI et al., 2014
Japanese macaque (Macaca fuscata) over the course of an
experimentally induced infection.

27 | Simian malaria in the Brazilian Atlantic forest: first description of natural | ALVARENGA et al., 2015
infection of capuchin monkeys (Cebinae subfamily) by Plasmodium
simium.

28 | Diversity of malaria parasites in great apes in Gabon. BOUDENGA et al., 2015

29 |Non-invasive surveillance for Plasmodium in reservoir macaque | SIREGAR et al., 2015
species.

30 |Detection of Plasmodium in faeces of the New World primate Alouatta | ASSIS et al., 2016
clamitans.

31 |Non-human primate malaria parasites: out of the forest and into the | MARTINELLI, 2016
laboratory.

32 | OQutbreak of human malaria caused by Plasmodium simium in the | BRASIL et al., 2017
Atlantic Forest in Rio de Janeiro: a molecular epidemiological
investigation.

33 | Wild bonobos host geographically restricted malaria parasites including | LIU et al., 2017
a putative new Laverania species.

34 |Malaria pathogenesis. MILNER, 2018

35 | Human migration and the spread of malaria parasites to the New World. | RODRIGUES et al., 2018

36 |Ecological characterisation and infection of Anophelines (Diptera: |BUERY et al., 2018
Culicidae) of the Atlantic Forest in the southeast of Brazil over a 10 year
period: has the behaviour of the autochthonous malaria vector
changed?

37 |Serological and molecular techniques applied for identification of | FIGUEIREDO et al., 2018

Plasmodium spp. in blood samples from nonhuman primates.
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38 | A scoping review on the field validation and implementation of rapid | OSORIO et al., 2018
diagnostic tests for vector-borne and other infectious diseases of
poverty in urban areas.

39 |Reinvestigating the status of malaria parasite (Plasmodium sp.) in|DIXIT et al., 2018
Indian non-human primates.

40 |An assay for the identification of Plasmodium simium infection for| ALVARENGA et al., 2018
diagnosis of zoonotic malaria in the Brazilian Atlantic Forest.

41 |Investigating zoonotic infection barriers to ape Plasmodium parasites | LOY et al., 2018
using faecal DNA analysis.

42 | Plasmodium knowlesi malaria: current research perspectives. AMIR et al., 2018

43 |Prevalence of Plasmodium parasites in non-human primates and | RONDON et al., 2019
mosquitoes in areas with different degrees of fragmentation in
Colombia.

44 |Howler monkeys are the reservoir of malarial parasites causing zoonotic | ABREU et al., 2019
infections in the Atlantic forest of Rio de Janeiro.

45 | Naturally Acquired Humoral Immunity against Malaria Parasites in Non- | MONTEIRO et al., 2020
Human Primates from the Brazilian Amazon, Cerrado and Atlantic
Forest.

46 |Atlantic Forest Malaria: A Review of More than 20 Years of|BUERY etal., 2021

Epidemiological Investigation.

5.2 RESULTADOS DAS REACOES DE PCR PARA DETECCAO DE

PLASMODIUM NAS FEZES.

Para o treinamento, foram realizadas extracdes de DNA de trinta e cinco amostras de
fezes de macacos de Bugios (Alouatta guariba clamitans), oriundos do Parque
Estadual da Cantareira e do Centro de Manejo da Animais Silvestres, do
Departamento de Parques e Areas Verdes de S&o Paulo, Prefeitura Municipal de S&o
Paulo (CEMACAS/PMSP), de pesquisa coordenada pela Dra. Ana Maria (Projeto

FAPESP 2014/10.919-4).

Trinta amostras foram submetidas a extracdo com o “Qiagen kit”, kit ja padronizado e

utilizado, e cinco amostras com o “Zymo Kit”, para verificar a qualidade de DNA obtido

e a possivel adocao desse kit.
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Todas as amostras foram submetidas a reacéo para a identificacdo/confirmacdo do
DNA do hospedeiro, sendo que todas foram positivas quanto a presenca de DNA do

hospedeiro.

Na figura 1 estdo demostradas as bandas amplificadas de cinco amostras com 580
pb correspondentes ao cyt b de Alouatta. Essas amostras foram extraidas com o Zymo

kit” e permitiu verificar que o apresentou kit apresento bom desempenho.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 2%. Técnica de PCR para amplificacdo de
fragmentos de cyt b de Alouatta g. clamitans (580 pb) em fezes de bugios do Pq.
Estadual da Cantareira, na imagem descritas como 1, 2, 3, 4 e 5 respectivamente. C+:
Controle positivo de sangue de bugio (amostra de sangue) e Br: controle negativo (mix
com todos os reagentes, sem amostra de DNA). Padréo de peso molecular: 50 pares
de bases (pb). DNA extraido com o Zymo kit
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Posteriormente, as amostras de DNA foram submetidas ao teste para deteccdo de
plasmadios: técnica PCR tempo real (Sistema TagMan) para amplificacdo de 18S
rRNA de Plasmodium. As trinta amostras extraidas com o “Qiagen kit” apresentaram

resultados negativos para P. vivax, P. malariae e P. falciparum.

Os resultados das reacgfes para deteccao de plasmodio nas amostras extraidas com
0 “Zymo Kit” podem ser observados nas figuras 2 e 3, PCR TagMan para P. vivax e

P. malariae, respectivamente.
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Figura 2. PCR em tempo real de fezes de Alouatta guariba clamitans para deteccao
de P. vivax. Reacgao para amplificacdo do fragmento do gene 18S rRNA de P. vivax
em amostras de fezes cedidas pelo DEPAVE. A curva (@), a primeira a ficar
ascendente, representa o0 controle positivo para Plasmodium vivax. O controle
negativo e as amostras negativas ficaram abaixo do limiar de reatividade (linha
horizontal).
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Figura 3. PCR em tempo real de fezes de Alouatta guariba clamitans para deteccao
de P. malarie, reacdo para amplificacdo do fragmento do gene 18S rRNA de P.
malariae em amostras de fezes cedidas pelo DEPAVE. A curva (a), a primeira a ficar
ascendente, representa o controle positivo para P. malariae. As curvas (b, c, d), sédo
controles positivos usados na reacdo. A curva (e), amostra “3”, positiva para P.
malariae. O controle negativo e as amostras negativas ficaram abaixo do limiar de
reatividade (linha horizontal).

Na figura 4 é possivel observar algumas amostras DNA de fezes testadas na reagéo
para amplificacdo de fragmento de cyt b de plasmaddio, na qual se visualiza uma

amostra positiva e o controle positivo com o tamanho de 402 pb.
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50bp 38f 39f 40f 41f 42f 01D 02D 03D C+ Br Br

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 2%. Técnica de PCR para amplificacéo de
fragmentos de cyt b de género Plasmodium (402pb) em algumas amostras de DNA
de fezes de bugios do Pg. Estadual da Cantareira, Amostra positiva 3D. C+: Controle
positivo de plasmaodio Parelheiros (amostra de sangue de bugio positiva) e Br: controle
negativo (mix com todos os reagentes, sem amostra de DNA). Padrdo de peso
molecular: 50 pares de bases (pb). Amostras 01, 02 e 03 extraidas com o Zymo Kit.

O produto obtido na reacdo de PCR para amplificacdo de fragmento cyt b foi purificado
e submetido a reacdo de sequenciamento para identificacdo molecular de plasmaodios,

porém nao houve tempo para acompanhar essa etapa.

Ao finalizar as préticas laboratoriais, fui convidada a acompanhar uma equipe da
Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN) em coleta culicideos, em busca
de vetores da Febre Amarela e pude conhecer a técnica de coleta com a armadilha

CDC, que é amplamente utilizada em coletas de anofelinos também.
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6. DISCUSSAO

A pratica laboratorial das técnicas permitiu observar que é possivel identificar a origem
das fezes, por meio da PCR de deteccdo de DNA do hospedeiro, e identificar infec¢éo
por plasmadios, por meio de duas técnicas sensiveis e especificas e utilizando dois
marcadores tradicionalmente usados, 18S rRNA e cyt b. O kit Zymo Research foi
testado, seguindo as orientacdes do fabricante, como alternativa ao kit anteriormente
utilizado (Qiagen) e apresentou bom resultado, contudo esses kits geralmente séo
para 50 extracdes e o0 preco € bem caro, em comparacao aos kits de extracao mais

comuns.

ApoOs a realizacdo deste trabalho, foi possivel identificar as principais vantagens e
desvantagens da utilizacdo de fezes de primatas ndo humanos para deteccdo de DNA
de Plasmédios que infectam macacos por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR).

Dentre as principais limitacdes observadas na utilizacdo de fezes para deteccéo de
Plasmodium estéo a presenca de bactérias e produtos da alimentacdo que podem ser
potenciais inibidores da amplificacdo, outro ponto negativo € a menor sensibilidade
em amostras fecais, se comparado com amostras de sangue, iSSo porque as amostras
fecais possuem uma carga parasitaria menor que amostras sanguineas, tendo em
vista que o ciclo parasitario ocorre no figado e hemécias. A deteccdo de DNA do
parasita pode se mostrar menos eficaz pela degradacdo do mesmo onde encontramos
fragmentos deste, a auséncia de uma ligacao explicita entre parasitemia do individuo
e a presenca do parasita nas amostras fecais também dificulta a utilizacéo das fezes
como método de deteccdo do Plasmodium. Tendo isso em vista, torna-se necessaria
a utilizacdo dos métodos de extracado de DNA robustos e a amplificacéo de segmentos
mais curtos e especificos do mesmo. (MONTEIRO et al., 1997; LIU et al., 2014;
SIREGAR et al., 2015; RONDON et al., 2019).

Mesmo com as dificuldades relatadas sobre a degradacdo do DNA em materiais
biolégicos dessa natureza, pode-se utilizar das sequéncias mitocondriais para
detectar o parasita nas fezes, esse tipo de técnica apresenta vantagens pois 0 DNA
mitocondrial possui multiplas cOpias no organismo do parasita, diferente do DNA

gendmico e quando escolhido corretamente por¢cdes de aproximadamente 200pb sao
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capazes de informacdes filogenéticas substanciais para identificacdo das espécies de
Plasmodium. Essa técnica ja foi capaz de identificar ao menos 6 espécies distintas do
parasita. O fato de ser uma técnica nao invasiva, onde nao € necessario submeter o
animal a ser examinado, a captura e sedacgéo, tornando-se, portanto, um método de
custo imensamente mais baixo para as atividades de campo, e por outro lado, a
confiabilidade dos resultados obtidos, torna esse método extremamente viavel. Esta
técnica também contribui positivamente para pesquisas epidemioldgicas,
considerando o fato de técnicas moleculares possuirem uma sensibilidade
significantemente maior, comparada aos esfregacos sanguineos (JIRKU et al., 2012;
DE NYS et al., 2012; KAWAI et al., 2014; BOUDENGA et al., 2015; SIREGAR et al.,
2015; MONTEIRO et al., 2020).

Contudo, estudos recentes realizados no Brasil e na Colémbia utilizando técnicas de
deteccdo de Plasmodium em fezes de primatas ndo humanos, mostraram a
capacidade da utilizacdo deste método para deteccdo e monitorizacdo de variacdes
genéticas e da dinamica do parasita, além de demonstrar a importancia da técnica
para compreendermos de maneira mais profunda a prevaléncia, dindmica de
transmissao e diversidade deste parasita (ASSIS et al., 2016; RONDON et al., 2019).

Alguns dos trabalhos de suma importancia utilizando esta vertente, foi realizado na
Africa, no qual foram analisados um nimero expressivo de amostras de fezes de
chimpanzés, gorilas e bonobos, sendo possivel nestes estudos a identificagdo de
espécies do subgénero Laverania e a discussdo da origem de P. falciparum que
infecta humanos Laverania (LIU et al., 2010; LIU et al., 2017).

Prugnolle e colaboradores (2009), afirmam que a relacao cada vez mais estreita entre
humanos e os primatas ndo humanos, seja por desmatamento, invasao das florestas
e exploracdo da madeira, tem tornado mais fragil a troca de patégenos humanos para
simios e de simios para humanos. A perca de areas de mata verde, também pode
acarretar desequilibrios entre as populacdes de vetores e dos hospedeiros naturais,

podendo assim, alterar toda a dindmica da doenca (BUERY et al., 2021).

Para entendermos a fundo a origem, evolucdo, transmissdo e diversidade deste
patdogeno nos humanos, em ambito de saude publica, necessitamos estuda-los para
ampliar a compreensédo de suas dinamicas nos seus hospedeiros e vetores naturais,
bem como contribuindo na possivel descoberta de novas espécies de Plasmodium
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gue futuramente possam se tornar capazes de infectar humanos (DIXIT et al., 2018).
Com uma melhor compreensao da genética das espécies de Plasmodium, seremos
capazes de desenvolver medidas preventivas mais eficazes de controle e até vacinas
(BUERY et al., 2021).

Uma vez que a analise molecular para deteccéo de Plasmodium em amostras fecais
S0 se torna possivel pois o desenvolvimento pré-eritricitico assintomatico do patégeno
ocorre no figado (6rgdo também responsavel por degradar e remover os glébulos
vermelhos infectados da circulacdo sanguinea), onde o parasito pode ser entdo
expelido pela bile a luz do intestino e atingir as fezes, se torna possivel a deteccao
pré-eritrocitica do patdgeno, ou seja, podendo evidenciar o parasito antes da infec¢céo
eritrocitica. Neste cenario € possivel inferir que niveis mais altos de parasitemia estao
associados a taxas de deteccéo de Plasmodium mais altas em amostras fecais (DIXIT
et al., 2018; LOY et al., 2018).

As perspectivas apontadas pelo uso da técnica ndo invasiva podem contribuir no
manejo dos desafios associados as acdes de controle e vigilancia em areas de floresta
levando a melhor compreenséo de situacdes potenciais de zoonoses envolvendo a
circulacao dos plasmédios entre reservatérios simios, em sinergia com a transmissao

silenciosa humana, envolvendo portadores assintomaticos.

Buery et al. (2021) discutem que “uma vez que a eliminacdo se tornasse uma
realidade, manchas da doenca sustentadas por variaveis incomuns, como
reservatorios nao humanos, podem se tornar santuarios de transmisséo. As areas de
malaria residual podem atuar como uma fonte para reintroduzir a doenca a longo
prazo. Por isso € necessario entender todos os elementos envolvidos nesses cenarios
de transmissdo incomum e desenhar estratégias especificas para sua contengao.
Para combater uma doenca complexa como maléria, € de extrema importancia nao

subestimar sua capacidade de resistir a eliminagao”.

Os laboratérios de saude publica que estejam de algum modo envolvidos nas
atividades de vigilancia deveréo ser estruturados, da melhor forma possivel para a
realizacdo de técnicas moleculares com diferentes niveis de complexidade, e
capacitacao continua de seus técnicos nas atividades de campo e laboratoriais, e iSso

envolve fortes politicas e gestdo para atender essas necessidades.
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A necessidade de rastreamento das doencas e parasitas nos animais silvestres € de
nossa responsabilidade, temos atualmente nos deparado com situagdes nas quais a
adocado dessa atividade podera mitigar situacOes graves de doenca e morte de
pessoas e animais, como por exemplo, a epizootia da Febre Amarela e o proprio
COVID-19. Quanto mais nos aproximamos e convivermos com a vida selvagem, mais
precisaremos estuda-la e cuida-la. E tendo a possibilidade de explorar os parasitas
em seus hospedeiros naturais, teremos a possibilidade de melhorar a compreenséao
da relacdo parasito — humano, consequentemente isso tera seu reflexo na saude

publica, podendo ter reflexos positivos no controle da malaria residual.

7. CONCLUSOES

Foi possivel verificar o potencial do uso de técnicas ndo invasivas como uma
alternativa para o diagnostico da malaria simia, levando em conta a facilidade na
aquisicdo das amostras bioldgicas; e o fato de estar sendo adotada nos paises onde
a malaria residual possa estar relacionada com a maléria simia e isso possa ser um

problema no controle da malaria (Africa, Sudeste asiatico e india).

O custo ainda sera um desafio a ser superado pois as técnicas de PCR ainda séo
caras, considerando que essas técnicas venham a ser adotadas nas atividades de

vigilancia do servico de saude.

Estudos adicionais sobre essa vertente poderdo ampliar os conhecimentos da maléria

simia e poderdo elucidar a circulagéo de plasmaodios em areas de Mata Atlantica.

Diante de todas as observacdes apresentadas, podemos concluir que a técnica de
PCR utilizando DNA obtido de fezes pode trazer grandes beneficios e avangos nos
estudos de maléaria simia e humana, mostrando-se indispensavel para confirmacao

zoonotica e andlises de perfil epidemioldgico da doenca.
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