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RESUMO

A transmissdo autdctone da maléria no estado do Rio de Janeiro foi considerada
eliminada em 1968; entretanto, casos autoctones esporadicos sao descritos em diferentes regides
do estado cobertas por Mata Atlantica, sendo escassos 0s dados referentes aos mecanismos de
transmissao e das formas de apresentacéo clinica da doenga. A autoctonia em estados vizinhos
ocorre em nimeros superiores aos do Rio de Janeiro e a infeccdo por Plasmodium em macacos
onde ocorrem casos favorece a hipétese de que a malaria nessas regifes possa ser uma zoonose.
Baseados nesses antecedentes, avaliamos os aspectos epidemiolégicos, clinicos, soroldgicos e
moleculares de 14 casos autdctones adquiridos na regido de Mata Atlantica no estado e
atendidos no periodo de 2006 a 2013 no IPEC/Fiocruz. Também estimou-se a prevaléncia de
infeccdo por Plasmodium na vizinhanca dos casos através de inquérito sorolégico e molecular.
Foram capturados e identificados nas regifes onde ocorreram 0s casos, vetores nos quais se
pesquisou a presenca de plasmddio através de exame molecular. Foi feita igualmente a
investigacdo e caracterizagdo molecular da infeccdo por Plasmodium em um grupo de simios de
um Centro de Primatologia localizado na Mata Atlantica do estado. A maioria dos casos ocorreu
em visitantes, nos meses mais quentes do ano, e todos tiveram infeccdo por P.vivax. Contudo, a
analise microscopica das laminas positivas demonstrou que, fenotipicamente, os parasitos se
apresentavam de forma atipica, com um menor nimero de merozoitos no interior dos
esquizontes quando comparado com o de P. vivax classico. No inquérito sorol6gico foram
observados anticorpos contra todas as variantes de CSP de P.vivax, com predominio da VK 210
(91%). Na pesquisa de anticorpos anti-CSP de P.malariae/brasilianum, 36% dos casos tiveram
pelo menos uma amostra positiva, assim como 73% dos casos tiveram pelo menos uma amostra
positiva para anticorpos anti-CSP de P.falciparum. A genotipagem dos microssatélites dos
parasitos identificados nos casos apontou para uma grande diversidade genética. ldentificou-se
duas situacdes epidemioldgicas distintas que podem ser caracterizadas como de dois perfis: o de
casos das regifes montanhosas, de Serra (Guapimirim, Teresdpolis, Sana, Macaé de Cima e
Lumiar) com agente etiologico fenotipicamente diferente do P.vivax, cursando com baixa
parasitemia; sintomatologia que se inicia com febre diaria e depois assume padréo terca classico
e evolucdo clinica sub aguda. Sob o ponto de vista entomoldgico houve predominio de
mosquitos do sub-género Kerteszia (particularmente Anopheles kerteszia cruzii), mas nenhum
espécime foi positivo para plasmodio em exame molecular. Detectou-se frequéncia elevada de
sorologia positiva para a proteina 1-19 da superficie do merozoita (MSP1-19) de P. vivax na
populacdo contactante vizinha, embora os exames moleculares em busca de parasitos nesses
individuos tenham sido negativos. As caracteristicas das regides associadas a presenca do vetor
apoiam a hipotese da maléria nestas localidades de vales e montanhas ser autoctone. O outro
perfil epidemioldgico é o encontrado em areas de planicie nas localidades de Santana de Japuiba
(Cachoeiras de Macacu) e Sapucaia, no qual os casos se apresentaram com um plasmodio
semelhante ao P. vivax tradicional no que se refere a morfologia, a parasitemia e aos aspectos
clinicos da doenca resultante da infeccdo. Nessas regides, predominaram os Anopheles
(Nyssorhynchus) aquasalis (nenhum positivo para plasmodio em exame molecular) e a
populagdo vizinha contactante também apresentou negatividade em todos o0s exames
moleculares mas com baixa frequéncia de sorologia positiva para a MSP1-19 de P. vivax. De
forma complementar, foram examinados 30 primatas das familias Cebidae e Atelidae do Centro
de Primatologia (CPRJ) em Guapimirim, e 30% tiveram PCR positivo [cinco (56%) infectados
por P.malariae/P.brasilianum, trés (33%) por P. vivax/P.simium e um (11%) por
P.malariae/P.brasilianum e P. vivax/P.simium (infeccdo mista)). A presenca de plasmaddio
nesses animais de cativeiro aponta para a circulacdo de plasmodio na regido, confirmada pela
investigacdo do 6bito de um primata de vida livre do género Alouatta que teve amostra positiva
para P.simium/P.vivax no exame molecular. Este estudo descreve, pela primeira vez, a infeccdo
de primatas da familia Cebidae com P.simium.

Palavras chave: malaria — transmissdo autéctone — Rio de Janeiro — inquérito — primatas ndo
humanos — kerteszia — MSP1-19.
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ABSTRACT

The autochthonous malaria transmission in the state of Rio de Janeiro was considered as
eliminated in 1968. However, sporadic autochthonous cases are described in different regions
covered by the Atlantic Forest in the state and scarce data regarding the transmission
mechanisms and clinical forms of the disease are available. The number of autochthonous cases
in the neighboring states is higher and Plasmodium infection in monkeys make possible the
hypothesis that malaria may be a zoonosis in these regions. Based on these facts, we evaluated
the epidemiological, clinical, serological and molecular features of 14 indigenous malaria cases
acquired in the region of the Atlantic Forest in the state that were diagnosed and treated at the
IPEC, Fiocruz, Rio de Janeiro, from 2006 to 2013. We have also estimated the prevalence of
Plasmodium infection in the contacting vicinity of the cases by serological and molecular
investigation. We identified the species of the vectors captured in areas where the cases
occurred and none of them was found, by molecular tests, to be carrying parasites. The
molecular characterization of Plasmodium infection was also made in a group of monkeys from
a Primatology Centre located in Guapimirim, in the Atlantic Forest of the state. Most cases
occurred in visitors during the warmer months of the year and all had infection by P. vivax.
However, the microscopic examination of the blades showed that, phenotypically, the parasites
in positive samples presented atypically with less numerous merozoites within the schizonts as
compared with the classical P. vivax. Serologically, antibodies to all P. vivax CSP variants were
observed, with predominance of the variant VK210. Concerning the P.malariae / brasilianum
CSP, 36% of cases had at least one positive sample for the presence of specific antibodies, and
73 % had at least one positive sample for anti P.falciparum CSP antibody. The microsatellite
genotyping of parasites identified in the cases pointed to a large genetic diversity. We identified
distinct epidemiological situations that were grouped into two profiles: the cases of mountain
regions, Serra (Guapimirim, Teresopolis, Sana, Macaé de Cima and Lumiar) having a P.vivax
phenotypically different as etiologic agent. They coursed with subacute clinical outcome, low
parasitemia and symptomatology starting with daily fever, which then assumes tertian classical
pattern. The prevalence of mosquitoes of the sub-genre Kerteszia (particularly Anopheles
Kerteszia cruzii) was higher in the region as was the frequency of positive serology for the P.
vivax merozoite surface protein 1-19 (MSP1-19) in the neighbouring contacting-population that,
however, presented as negative in the molecular tests. The characteristics of the regions
associated with the presence of this vector support the hypothesis of autochthonous malaria in
these locations valleys and mountains. The other clinical epidemiological profile of the
locations of Japuiba Santana (Cachoeiras de Macacu) and Sapucaia, where lowland areas, and
the Plasmodium found in the majority of cases resembling traditional with regard to clinical
features and parasitemia. As far as the entomological research is concerned, Anopheles
(Nyssorhynchus) aquasalis predominated. Contacting local residents also showed negative
molecular tests in all samples but with low frequency of positive serology for P. vivax MSP1-
19, contrasting to the other epidemiological profile. Complementarily, 30 primates of the
Cebidae and Atelidae families were examined, and 30% of them had a positive PCR [five (56%)
infected with P.malariae / P.brasilianum, three (33%) with P. vivax / P.simium and one (11%)
with P.malariae / P.brasilianum and P. vivax / P.simium (mixed infection)]. The presence of
these animals with Plasmodia points to the circulation of malaria in the region, as confirmed by
the investigation of the death of a free-living primate of the genus Alouatta that as shown to be
positive for P.simium / P. vivax in the molecular analysis. For the first time the Cebidae family
primates was found infected with P.simium.

Keywords: malaria - autochthonous transmission - Rio de Janeiro - survey - non-human
primates - Kerteszia - MSP1-19.
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DEFINICAO DE TERMOS

Definicao de caso de malaria adquirida na Mata Atlantica do estado do Rio de

Janeiro:

Foi considerado caso de malaria adquirida na Mata Atlantica, o individuo
sintomético com diagndstico clinico de malaria confirmado por exame microscopico
direto ou molecular, apés visita ou moradia em regido de Mata Atlantica e que ndo
apresentava historia de deslocamento para areas endémicas de malaria; uso
compartilhado de seringas; hemotransfusdes; ou transplantes de érgéos e tecidos; e

que ndo residiam em areas proximas a aeroportos.

Outras definigoes:

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1961), a malaria pode

ser classificada de acordo com a origem de sua aquisicéo:

Caso autdctone: é quando um caso se origina em uma localidade onde exista

fonte de infeccao.

e Caso importado: ocorre quando uma infeccdo é contraida fora do local onde o

individuo reside.

e Caso introduzido: é um caso secundario direto derivado de um caso importado

conhecido em areas onde a transmissdo foi interrompida.
e Caso induzido: esta relacionada a aquisicdo da malaria por meio de transfusdes

sanguineas, transmissdo parenteral, compartilhamento de agulhas e seringas

contaminadas com plasmadios.
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e Caso criptico: caso de maléria diagnosticado em &rea com transmissao

interrompida quando ndo se consegue comprovar o local de infeccéo.

Foram utilizados como critérios epidemioldgicos:

e Visitante frequente — definido como o individuo que se desloca para a

regido estudada no minimo quinzenalmente e pernoita no local.

e Visitante ocasional/esporadico — definido como o individuo que se
deslocou para a regido estudada no minimo em uma oportunidade e

pernoitou no local.

e Morador — definido como o individuo que reside na regido estudada por no

minimo dois anos.

IPA — Indice Parasitario Anual - NGmero de exames positivos de maléaria, por mil
habitantes, segundo local provavel de infeccdo, no ano considerado. No Brasil, 0 risco

de contrair malaria é classificadode acordo com o IPA (Brasil MS, 2007).

> Areas de alto risco para malaria (IPA > 49,9 casos/1.000 habitantes): areas de

transmissdo intensa favorecida pelo tipo de ocupacédo e exposicdo das pessoas.

> Areas de médio risco (IPA de 10 a 49,9): areas de transmissdo bem delimitadas,
melhores condicbes para o desenvolvimento de medidas de controle, melhor

infra-estrutura dos servicos de salde e maiores facilidades de comunicacgéo.

> Areas de baixo risco (IPA de 0,1 a 9,9): areas com baixa transmissdo da malaria,
porém, continuam sendo receptivas e vulneraveis, considerando o potencial

malarigeno, o que eventualmente pode dar origem a focos restritos.

> Areas ndo-endémicas (IPA = zero): areas onde a transmissdo de malaria foi

interrompida ou nunca existiu.
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Anemia - Para o diagndstico da anemia, foi considerado como marcador
fundamental o valor de hemoglobina (g/dL) para homens: hemoglobina < 13.0

g/dL, e para mulheres: hemoglobina < 11.0 g/dL).

Anemia Grave - Valor de hemoglobina (Hg) g/dL: < 7g/dL.

Choque - Pressao sistolica < 80 mm/Hg ou sinais de hipoperfuséo tecidual.

Exame padrdo ouro para o diagnéstico de malaria - Gota espessa.

Infeccdo assintomatica - Individuo que apesar da deteccdo de parasitemia ndo

apresentou nenhum sintoma ou sinal clinico 30 dias antes e até 30 dias depois da
coleta da amostra sem ter sido tratado com medicamentos antimalaricos no

periodo.

Insuficiéncia Renal Aguda - Diurese < 400 ml/dia ou 12ml/kg/dia segundo
critérios da OMS.

Malaria _cerebral - Caracterizada por diminuicdo do nivel de consciéncia,

convulsbes ou coma em paciente com diagnostico clinico-laboratorial de

malaria.

Manifestacdo hemorragica - Presenca de petéquias ou relato de epistaxe,

hematuria, melena ou qualquer sangramento referido pelo paciente com

diagndstico clinico-laboratorial de maléaria.

Periodo provavel de incubacdo - Tempo decorrido entre a saida do local de

transmissao e o inicio dos sintomas

Sangramento ativo - Sangramento espontaneo nao vaginal.

18



e Sinais de hipovolemia - Hipotensdo arterial (pressao sistolica <90mm/Hg),

desidratacdo, oliguria e lipotimia associada a hipotensdo postural.

e Triade Classica da Maléaria — Calafrios, febre, e sudorese.

e Triade Comum da Malaria — Calafrios, febre, e cefaléia.

e Trombocitopenia ou Plaguetopenia - Reducdo do nimero de plaquetas no

sangue, contagem inferior a 150.000/mmg.

e Trombocitopenia/Plaguetopenia grave - Reducdo do nimero de plaquetas no

sangue, contagem inferior a 50.000/mm3.

Nomes populares dos primatas ndo humanos descritos neste estudo:

Cebidae

e Cebus sp - macaco prego hibrido

e Aotus nigriceps - macaco da noite da cabeca preta

Atelidae

e Alouatta g. clamitans - macaco bugio-ruivo
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LISTA DE ABREVIATURAS

%o - Porcento

nl - Microlitro

ALT - alanina aminotransferase

AST - aspartato aminotransferase

CEP - Comité de Etica em Pesquisa

CEUA - Comissao de Etica no uso de Animais

CPD-Mal - Centro de Pesquisa Diagnostico e Treinamento em Malaria da
Fundacdo Oswaldo Cruz / Fiocruz. Centro de Referéncia da Secretaria de
Vigilancia em Saude do Ministério da Saude para o diagnostico de malaria na

Regido Extra-Amazonica

CPdRR - Centro de Pesquisa Rene Rachou — Fiocruz/Minas

SP - Proteina circunsporozoita

DFA - Doenca Febril Aguda

DNA - Acido desoxirribonucléico/Deoxyribonucleic acid.
DO - Densidade 6tica

ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ou teste imunoenzimatico.

Fiocruz - Fundagdo Oswaldo Cruz
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Fiotec - Fundacéo para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico em salde.

GPS - Global Positioning System ou sistema de posicionamento global.

GLURP - Proteina Glutamato- Rica em P. Falciparum

IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais

Renovaveis

IFI - Reacdo de Imunoflorescéncia Indireta

INI - Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

INFECCAO MISTA - Infeccdo concomitante de duas espécies, por exemplo:

Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax, associacdo mais frequente no

Brasil

INM - Instituto Nacional de Meteorologia

10C - Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz

IPA - Indice Parasitario Anual. Razdo entre o nimero de casos de malaria e a

populacdo da localidade X 1.000

IPEC - Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Fiocruz, atualmente

designado Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

IR - Indice de reatividade

LACEN - Laboratério Central Noel Nutels. Laborat6rio de Referéncia Estadual

para o diagnostico de malaria

S - Ministério da Salde
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MSP - Proteina de superficie de merozoitos. Merozoite surface protein

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

PCR - Reacdo em cadeia de polimerase / Polymerase Chain Reaction

PNCM - Programa Nacional de Controle da Malaria - Secretaria de Vigilancia

em Saude/Ministério da Saude

P. falciparum - Plasmodium falciparum

P. falciparum + P.vivax - Infeccdo mista: Associacdo das duas espécies:

Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax

P. malariae - Plasmodium malariae

P. vivax - Plasmodium vivax

SERVICO DE DFA - Servigo de Doengas Febris Agudas/Ipec/Fiocruz.

SVS - Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Salude

TGO - Transaminase oxalacética

TGP - Transaminase pirdvica

nB - Universidade de Brasilia

HO - World Health Organization
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INTRODUCAO

Apesar dos milhares de casos de malaria notificados no Brasil a cada ano, hoje a
parasitose apresenta-se como uma doenca restrita quase que exclusivamente a regido
amazonica, area de transmissao ativa no pais. Na regido extra-amazonica, a maioria dos
casos de malaria autoctone ocorre em areas proximas a Mata Atlantica, mais descritos
de forma sistemética nos estados de Sao Paulo e Espirito Santo, com detec¢do de casos
com baixa parasitemia e sintomatologia branda. Existem poucas descri¢des de casos
com transmissao local no estado do Rio de Janeiro, regido totalmente inserida no bioma
da Mata Atlantica brasileira e area sabidamente com presenca de bromelias, local
utilizado pelos mosquitos do género Kerteszia como criadouro.

A ocorréncia de casos autoctones é determinada por meio da avaliagdo do
potencial malarigeno da regido, que esta relacionado com receptividade e
vulnerabilidade da &rea. A receptividade se mantém pela presenca, densidade e
longevidade do vetor anofelino, e a vulnerabilidade é causada pela presenca ou chegada
de portadores de plasmodio, humanos ou ndo. Sabe-se que a malaria foi endémica no
estado do Rio de Janeiro até meados da década de 1960, contudo, esses casos eram
descritos em areas distintas dos locais em que a maioria dos casos ocorrem atualmente.
Até o momento existe uma lacuna de conhecimento referente aos provaveis
hospedeiros, aos mecanismos de transmissdo e das formas de apresentacdo clinica da
malaria adquirida na regido de Mata Atlantica, que parecem ser diferentes da Regido
Amazonica. Atualmente, acredita-se que a malaria na Mata Atlantica seria uma zoonose
e ndo uma antroponose como ocorre nas regides endémicas.

E possivel que escasso registro de casos de maléria autéctone no estado do Rio
de Janeiro ndo traduza a inexisténcia ou raridade da transmissdo da doenca, mas sim a
necessidade de esclarecimento da real magnitude da doenca na regido. As areas com
elevado potencial turistico e fluxo intenso de pessoas podem estar sujeitas a ocorréncia
de surtos e, ainda, a re-introducdo da malaria no estado. Este trabalho pretende
contribuir para o esclarecimento dos principais aspectos clinicos e epidemioldgicos da

malaria no estado do Rio de Janeiro.
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MARCO TEORICO

Aspectos epidemiolégicos da malaria no Brasil e no mundo

A malaria tem ampla distribuicdo geogréafica e € caracterizada como doenca
febril aguda, ndo contagiosa, de evolugdo potencialmente grave quando ndo tratada
oportunamente. Estima-se que em 2012 ocorreram mais de 200 milhdes de casos e 41%
da populacdo em 104 paises estava em risco de adquirir a doenca, principalmente nos
continentes africano, asiatico, americano e Oceania (OMS, 2012).

No continente americano, o Brasil € o pais com maior nimero de casos e
atualmente encontra-se em etapa de controle da malaria, com niveis de endemicidade
baixa ou média, a depender da area, entretanto com alguns focos de incidéncia elevada
(alto risco) concentrados na regido Amazonica (OMS, 2012). A situacdo do pais ainda é
caracterizada por instabilidade e permanente ameaca de desenvolvimento de surtos
epidémicos, com possivel disseminacdo focal para outras regides do pais,
principalmente em decorréncia das oscilagbes no comportamento climatico,
demogréafico e/ou socioeconémico (Pereira-da-Silva & Oliveira, 2002).

A maléria € uma doenca de notificacdo compulsoria, e mais de 45 milhdes de
pessoas estdo em area de risco no pais. Apesar do grande nimero de casos notificados a
cada ano no Brasil, no periodo de 2000 a 2013, 99,7% dos casos de malaria estavam
concentrados na Regido Amazénica, considerada area endémica do pais, composta pelos
estados do Acre (AC), Amazonas (AM), Amapa (AP), Mato Grosso (MS), Para (PA),
Ronddnia (RO), Roraima (RR) e parte de Maranhdo (MA) e Tocantins (TO). De 2000
até 2013 foram notificados em media 392 mil casos por ano; em 2013 houve um
decréscimo no nimero de notificacdes quando comparado aos anos anteriores (variando
de 615.246 em 2000 a 178.546 em 2013), a maioria dos casos por Plasmodium vivax
(Pina-Costa et al, submetido).

A regido extra-Amazbnia é considerada area ndo endémica para malaria e
compreende os estados Alagoas (AL), Bahia (BA), Ceara (CE), Distrito Federal (DF),
Espirito Santo (ES), Goids (GO), Mato Grosso do Sul (MS), Minas Gerais (MG),
Paraiba (PB), Parana (PR), Pernambuco (PE), Piaui (PI), Rio de Janeiro (RJ), Rio
Grande do Norte (RN), Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC), Séo Paulo (SP) e
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Sergipe (SE), além de partes dos estados do Maranhdo (MA), Tocantins (TO) e Mato
Grosso (MT), a maléria relatada nesta regido inclui os casos importados, introduzidos e
autoctones. Os estados de SP, RJ, GO, PR, MG, ES e PI s&o os estados da regido extra -
Amazbnia com o maior nimero de casos notificados no pais, dos quais 90% séao
importados de regides endémicas do Brasil e do exterior (PNCM, 2013).

Foram registrados 1.064 casos autoctones na regido extra-Amazonica no periodo
de 2007 a 2013. Dos 767 casos registrados em 2013 nesta regido, apenas 10,8% (83
casos) foram caracterizados como transmissdo autdctone — o0 que corresponde a apenas
0,05% do total de casos brasileiros; percentual semelhante foi observado em 2012:
10,1% (97 dos 955 casos registrados na extra-Amazonia), correspondendo a 0,04% do

total de casos (Pina Costa el al submetido).

Na figura 1 é possivel observar as areas onde ocorre risco de transmissdo de

malaria no Brasil.

[ ] sem transmisséo
[ ] Baixo risco

[ médio risco

B Alto risco

Figura 1- Distribuicdo dos casos de malaria Brasil em 2012.

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude/ MS
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De acordo com Bértoli & Moitinho (2001): “a maléria ndo se transmite com
igual intensidade e rapidez em todas as &reas. Sua dindmica de transmissdo e variavel
entre os agrupamentos humanos e esta na dependéncia da conjugagdo de varios fatores”.
A autoctonia pode ser definida quando um caso se origina em uma localidade onde
exista fonte de infecgdo (OMS, 1961).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica as areas malarigenas em
endémicas ou residuais (OMS, 2010). A malaria residual no Brasil ocorre em locais
onde a transmissdao da doenca foi interrompida ocorrendo apenas alguns casos
esporadicos, como na regido extra-Amazonica (Brasil, MS 2013).

Casos autoctones esporadicos usualmente ocorrem em areas focais, e as areas de
risco para transmissao da malaria sdo determinadas por meio da avaliacdo do potencial
malarigeno que esta relacionado com receptividade e vulnerabilidade da area (Brasil,
MS 2004b). A receptividade se mantém pela presenca, densidade e longevidade do
vetor anofelino, e a vulnerabilidade é causada pela presenca ou chegada de portadores
de plasmodio (Brasil, MS 2004b), humanos ou ndo. A intensidade da transmissédo da
malaria estd diretamente associada a densidade, capacidade e competéncia vetorial
(Cerutti, 2007).

Em regides ndo endémicas, um fator preocupante é o constante transito de
individuos para regiGes caracterizadas como receptivas para a transmissdo de
plasmadios, uma vez que as pessoas ao retornarem aos seus municipios de origem, estes
ndo se encontram estruturados, ja que na maioria das vezes dispde de servicos de
vigilancia epidemioldgica e profissionais pouco preparados para o diagnostico e
controle da malaria (Couto, 2009). Essas falhas e o retardo no diagndstico em regibes
com potenciais vetores podem desencadear surtos localizados de malaria nessas areas
(Couto, 2010).

A malaria no Brasil fora da Amazbnia — breve histérico e atualidades

No final do século XIX, a malaria estava presente em todo o territorio nacional,
particularmente na costa litoranea (Martins Costa APUD Camargo 2003) e diversos
surtos foram documentados, principalmente na regido da Serra do Mar (Benchimol e

Silva, 2008). Segundo Camargo (2003), no inicio do século XX, estimativas indicavam
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seis milhdes de casos de malaria por ano no pais e a doenca estava presente nas grandes
capitais, mas sem grandes epidemias; em 1901, Oswaldo Cruz publicou um artigo
intitulado “Contribuicdo para o estudo dos culicideos do Rio de Janeiro”, em que
descrevia os focos de maléaria no entdo estado da Guanabara, hoje estado do Rio de
Janeiro (Cruz O 1901, APUD Miguel R 2011). Fajardo proclamava em 1904: “na
cidade do Rio de Janeiro ndo ha impaludismo...”. No entanto, suas proprias observagoes
contradiziam essa assertiva ao confirmar microscopicamente casos de malaria oriundos
de varias partes do Rio de Janeiro como Ilha do Governador e até da Praga da
Republica, no centro carioca. A realidade é que os casos de malaria do Rio eram
autdctones e, portanto, a doenca estava presente sim na capital da Republica no inicio
do século XX (Camargo 2003). Entre 1907 e 1908 Arthur Neiva e Carlos Chagas
combateram a malaria na Baixada Fluminense, regido localizada a cerca de 60 km da
cidade do Rio de Janeiro. Estudo conduzido na época encontrou mais de quatro mil
trabalhadores infectados por Plasmodium, em obra realizada para aducdo dos rios
Xerém e Mantiqueira, RJ (Benchimol e Silva, 2008).

Registros historicos atestam que entre os anos de 1829 e 1842 no municipio de
Cachoeiras de Macacu, localizado a cerca de 97 km da capital, houve uma série de
casos de uma “febre endémica”, conhecida na regido como “Febre de Macacu”,
provavelmente causada por Plasmodium. A explicacdo seria as inundagdes do Rio
Macacu, seguida por um longo periodo de seca quando as &guas ficaram paradas nos
brejos, 0 que causou inimeras mortes e um atraso no desenvolvimento rural da regido.
Foram documentados trés surtos, um em 1829, outro em 1836 e o considerado mais
grave no ano de 1842, que culminou com o despovoamento da entdo Vila de Santo
Antbnio de Sa (Miguel RB 2011,

http://www.macacu.com/macacu/index.php?option=com content&task=view&id=53&lI

temid=52, http://mapadecultura.rj.gov.br/cachoeiras-de-macacu/ruinas-da-igreja-sao-

jose-da-boa-morte/).

O estado do Rio de Janeiro contava com 56 municipios, varios endémicos para
malaria (principalmente na regido da baixada fluminense) e quatro espécies de
anofelinos eram encontradas naturalmente infectadas: An. darlingi, An. aquasalis, An.
albitarsis, An. bellator (Carvalho & Rachou 1950 APUD Miguel, 2011).

De acordo com Barros Barreto, em livro publicado em 1940, a malaria no estado
do RJ ocorria na capital do estado e nos seguintes municipios e localidades em ordem

alfabética:
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“Angra dos Reis (localidades de Bracui, Estrela e Mambucaba) que
além de casos frequentes sofreu uma epidemia em 1926, a custas de A. cruzii.

Araruama (localidades de Arapoca, Baia Formosa, Juturnaiba,
Mussubai, Ponte dos Leites, Sdo Vicente de Paula).

Barra do Pirai (localidade de Pirai).

Cabo Frio (Porto do Carro, Palmeiras, Praia do Siqueira, Saco Fora).

Capivari (Caju de Capivari, Capivari, Conceicdo, Crubixae, Faxina,
Gaviles, Lencois, Serra da Catunga, Serra Queimada).

Iguassu (Andrade de Aradjo, Anhanga, Belford Roxo, Caxias, Desvio
do Amaral, Eden, Estrela, Fazenda da Posse, Retiro, Figueira, Fragoso, José
Bulhdes, Mangamga, Painera, Porto da Pedra, Posse, Retiro, Ronco d’Agua,
Santa Rita, Sdo Jose, Sarui,Taquara, Tingua).

Itaborai (Aldeia Velha, Areal, Bonfim, Cabucgu, Calujo, Colui,
Calundu, Duques, Itaborai, Itambi, Outeiro das Pedras, Pacheco, Pico, Porto das
Caixas, Retiro, Sambaetiba, Tangud, Venda das Pedras, Vila Nova do Itambi).

Itaguai (Bananal, Coroa Grande, Itaguai, Ribeirdo das Lages).

Macaé (Carapebus, Macaé).

Magé (Bananal, Canal, Enconha, Fleixeiras, Floresta, Fragoso,
Inhomerim, Iriri, Jorord, Lagoa, Linha de Ferro, Magé, Mundo Novo, Piedade,
Porto do Pedro, Raiz da Serra, Saco, Aleixo, Vila Nova).

Mangaratiba (lbieni, Ingaiba, Ilha Grande, Itacuruca, Jacarei,
Jungueira, Mangaratiba, Muriqui, Patriménio, Ribeira, Saco, Sai, Sdo Carlos).

Marica (Aracatuba, Barra, Caju, Caxita, Engeitado, Imbassai, Itapeba,
Itaocara, Jacaroa, Pindobas, Ponta Grossa, Ponta Negra, Posse, Retiro, Rio
Fundo, Saco das Flores, Ubatiba).

Niteroi (Charitas, Jurujuba, Morro da Viragdo, Morro dos Ourives,
Piratininga, Ponte Falsa, Preventorio, Saco de Sao Francisco, Samangoid, Serra
de Maracuja).

Parati (Barra Grande, Parati, Tarituba).

Rio Bonito (Rio dos indios de Dentro).

Sant”Ana de Japuiba (Batatal de Baixo, Cachoeiras, Santana, Subaio).

Sdo Jodo Marcos (Arrosal, Aterrado, Estrada Nova, Mato Dentro,
Passa Trés, Sdo Jodo Marcos).

Saquarema (Bacax4, Porto da Roca).

Vassouras (Barreira, Belém, Cascata, Inga, Lages, Mapé, Nilo Pecanha,
Paracambi, Quilombo, Sabugo, Serra, Sertdo)”.

Os casos ocorriam principalmente entre dezembro e janeiro, com picos em

marco e abril (Barros Barreto, 1940).

Diversas acbes foram implementadas na regido com o objetivo de combater a

malaria, dentre as quais a quininizacdo a forca, que esbarrou em forte resisténcia

popular. Uma cépsula de quinino era entregue ao trabalhador e caso ele ndo a ingerisse

era dispensado sumariamente de suas func@es (Benchimol e Silva, 2008).

Ainda de acordo com a publicacdo de Barros Barreto (1940), ndo existia naguela

época relato de malaria nos seguintes municipios:
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“Barra Mansa, Bom Jardim, Cambuci, Cantagalo, Carmo, Duas Barras, Miracema,
Nova Friburgo, Paraiba do Sul, Petropolis, Resende, Rio Claro, Santa Teresa, Santo Ant6nio de

Padua, Sao Sebastido do Alto, Sapucaia, Teresopolis, Trajano de Moraes ¢ Valenga”.

A partir das décadas de 60 e 70, com 0 sucesso da campanha de erradicacdo da
maléria os estados da regido extra-Amazoénica, tiveram suas regides malarigenas
transformadas em éreas de transmissdo interrompida. Nessa época estava em voga 0
processo de tratamento macico de casos, porém sem eliminacdo do mosquito
transmissor.

Segundo relatos histéricos, a malaria foi considerada eliminada no estado do RJ
em 1968 (Moraes, 1990).

Apesar do grande nimero de casos notificados no Brasil a cada ano, hoje a
parasitose se apresenta como uma doenga restrita quase que exclusivamente a regido
Amazonica, area endémica do pais. Na regido extra-Amazonica, a maioria dos casos de
malaria autdctone ocorre em areas proximas a Mata Atlantica, descritos de forma
sistematica nos estados de SP e ES, com deteccdo de casos com baixa parasitemia e
sintomatologia branda. Existem poucas descri¢cbes de casos com transmissao local no
estado do Rio de Janeiro, regido totalmente inserida no bioma da Mata Atlantica
brasileira, area sabidamente com presenca de bromélias, local utilizado pelos mosquitos
do sub género Kerteszia como criadouro.

De acordo com Veltri et al (2011), a regido Sudeste contribui com
aproximadamente 40% dos casos de malaria notificados na regido extra-Amazoénica. Os
estados do ES, SP e PR sdo responsaveis pela maioria dos casos autdctones registrados
fora da area endémica (Brasil MS, 2008a).

Dos 97 casos autoctones registrados no ano de 2012 na regido extra-Amazonica,
78 (80,4%) foram adquiridos em areas de Mata Atlantica. Dos 27 municipios da Mata
Atlantica, com casos autoctones registrados em 2012, 19 (70,4%) estavam localizados
nos estados de SP, ES, RJ e MG que compdem a regido Sudeste, explicando 69 (88,5%)
dos casos sob o dominio da Mata Atlantica (Pina Costa el al, submetido).

No estado de SP, a malaria autoctone ocorre em duas regides cobertas por Mata
Atlantica, Vale do Ribeira (que abrange 61% da Mata Atlantica brasileira) e Serra do
Mar; ocorrem em média 17 casos/ano, em sua maioria por P. vivax e suas variantes com
baixa contagem de parasitos (Yamasaki et al, 2011). O Vale do Ribeira esta localizado

no sul do estado de S&o Paulo e no leste do estado do Parané.
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No estado do ES, os casos autdctones ocorrem na regido montanhosa do estado,
area coberta por Mata Atlantica. Ocorrem em média 40 casos/ano, em sua maioria por
P. vivax e suas variantes com baixa contagem de parasitos (Cerutti et al 2007a, Cerutti
et al 2007).

Diferente dos outros estados da regido extra-Amazonica, em especial os da
regido sudeste que tem seus casos bem documentados e descritos, no estado do RJ
poucos sdo os relatos de casos de maléria. Analisando retrospectivamente apos a
eliminacdo da transmissdo de malaria no estado (1968), ha descricdo de casos no ano de
1975, durante a construcdo da Rodovia Rio-Santos, um grupo de trabalhadores
provenientes do estado do Maranhdo introduziu malaria no Sul do estado do RJ,
gerando casos na regido (Jornal O Globo, 11 de mar¢o de 1993). H& uma lacuna de
conhecimento acerca dos casos autoctones de maléria no estado do Rio de Janeiro nos
anos seguintes.

No verdo de 1993, casos autdctones, inicialmente entre visitantes do local, foram
descritos na regido de Nova Friburgo (distritos de: Lumiar, Santa Luzia e Rio Bonito)
distante cerca de 130 quilémetros do Rio de Janeiro entre 15 de janeiro e cinco de
marc¢o de 1993. Apds busca ativa, com analise de 150 amostras de sangue de moradores
locais, uma crianca de 18 meses e um caseiro também foram diagnosticados. Segundo
Mattos et al 1993, um total de sete casos de malaria foram diagnosticados na regiao,
todos referidos como autdctones. Todos apresentavam infeccdo por P. vivax e baixa
contagem de parasitos. Até esta data, ndo existiam publicados relatos de casos de
malaria na regido (Mattos et al, 1993). Estudo conduzido por Azevedo (1997) encontrou
prevaléncia de 35,4% e 47,8% de IgG anti P.vivax em amostras de residentes na regiao
nos anos de 1996 e 1993 respectivamente.

Em 1997, na localidade de Itaipuacu (Marica), distante aproximadamente 30
quilébmetros da cidade do Rio de Janeiro, foram confirmados trés casos de malaria em
uma regido considerada de alta densidade para An. aquasalis (Carreira-Alves, 2001),
sem referéncias para o tipo de transmisséo.

H4 relatos em midia eletronica de doze casos de maléria autdctone na localidade
de Lumiar, municipio de Nova Friburgo, no periodo de 2003 a 2010 (sendo trés em
2003, um em 2005, dois em 2006, dois em 2007, dois em 2008 e dois em 2010)

(Disponivel em http://www.avozdaserra.com.br/noticias.php?noticia=2135),

laboratorialmente identificados como P. vivax com parasitemias variando de menos de

% cruz a uma cruz (um caso com menos de % cruz, trés casos com % cruz e um caso
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com uma cruz). Todos 0s casos eram sintomaticos (Veltri et al, 2011).

Em recente estudo conduzido por Miguel (2011), no municipio de Guapimirim,
324 habitantes foram submetidos a exames moleculares, sorolégicos e parasitolégicos.
A prevaléncia de exame molecular positivo (PCR) foi de 2,8%, (nove individuos
assintomaticos com presenca de DNA plasmodial); ja na sorologia 3,5% das amostras
foram positivas para anticorpos IgG anti P. falciparum e 7,7% para 1gG anti P.vivax.
Apenas um exame parasitoldgico direto (gota espessa) foi positivo para Plasmodium
spp. Observou-se que o ingresso na mata foi considerado comportamento de risco para
infeccdo (Miguel, 2011).

O escasso registro de casos de malaria autéctone no estado do Rio de Janeiro
ndo traduz a inexisténcia ou raridade da transmisséo da doenga, mas a necessidade de
esclarecimento da dindmica de transmisséo e da real magnitude da doenga na regiéo.
Sabe-se que a malaria foi endémica no estado do RJ no passado, entretanto esses casos
eram descritos em areas distintas dos locais em que a maioria dos casos ocorre
atualmente. Até o momento existe uma lacuna de conhecimento referente aos
mecanismos de transmissdo e das formas de apresentacdo clinica da malaria adquirida
na regido de Mata Atlantica, que parecem ser diferentes da Regido Amazlnica.
Atualmente, vincula-se que a malaria na Mata Atlantica seria uma zoonose e ndo uma
antroponose como ocorre nas regides endémicas.

A descricdo de malaria autdctone no estado do RJ ocorre principalmente na
regido de Nova Friburgo, especificamente na localidade de Lumiar, desde o inicio da
década de 1990. Vincula-se que a presenca de madeireiras na regido com material
proveniente de estados endémicos, associada ao transito constante de individuos
também provenientes da Amaz6nia poderia ser a explicacdo para a manutencdo da

transmissdo na regido (Pina Costa et al, submetido).

A Mata Atlantica brasileira e o estado do Rio de Janeiro

A Mata Atlantica e seus ecossistemas associados corresponde a cerca de 15% do
territorio nacional, englobando 17 estados (AL, BA, CE, ES, GO, MG, MS. MT, PB,
PE, PI, PR, RJ, RN, RS, SC, SE e SP), e se distribui em faixas litoraneas, florestas de
baixada, matas interioranas, com consideraveis diferencas de altitude, que produzem

grande variedade de clima, temperatura e solo, 0 que potencializa sua diversidade
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biol6gica. Nessas regides vivem cerca de 110 milhdes de pessoas, totalizando
aproximadamente 62% da populacdo brasileira (Fundacdo S.0.S. Mata Atlantica &
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais, 2009).

Estima-se que anteriormente a chegada dos europeus, o estado do RJ possuia
uma éarea florestada que cobria cerca de 97% do seu territério. Em 500 anos, 0s
diferentes ciclos econémicos baseados essencialmente na exploragdo de recursos
naturais acarretaram enorme perda da area de Mata Atlantica. Hoje o estado do RJ
apresenta a cobertura florestal variando entre 19,6% e 20,3%, dependendo da referéncia
utilizada (Fundagdo S.O.S. Mata Atlantica & Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais
2009, Fidalgo et al 2009). O estado estd totalmente inserido no bioma da Mata
Atlantica, tem uma populacéo de 15.993.583 habitantes em uma area de 43.780 Km?,
dividido em 92 municipios. Possui oito diferentes regides: baixadas litoréneas, centro-
sul fluminense, costa verde, médio Paraiba, metropolitana, noroeste fluminense, norte
fluminense e serrana (Bastos & Napoledo, 2011). Seu territério limita-se a norte e
nordeste com o estado do ES; a norte e noroeste com o estado de Minas Gerais e, a
oeste com o estado de SP. Ao leste, sudeste e sul confronta-se com o Oceano Atlantico
por uma extensdo de 636 quildmetros. E um dos menores estados da Federagio

superando apenas SE, AL e o DF.

No estado do RJ existem duas areas estratégicas para conservacdo da Mata
Atlantica: o Corredor da Serra do Mar (perpassando o litoral de SP, SC, PR e RJ) e 0

Corredor Central (unindo as florestas do sul da BA e norte do ES).

O Corredor da Serra do Mar abrange a Serra dos Orgéos, trecho mais elevado,
localizado na regido central do estado do RJ, que é uma das areas mais ricas em
biodiversidade, apontada pelo Ministério do Meio Ambiente como uma das cinco areas
de extrema relevancia para conservacdo na Mata Atlantica no pais (Lei 9985/2000). O

corredor da Serra do Mar abriga mais de 2.800 espécies de plantas, com destaque para

mais de 100 espécies de bromélias (http://www.icmbio.gov.br/parnaserradosorgaos/).
Na Serra dos Orgdos encontra-se o Parque Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO)
inserido ao longo dos municipios de Teresépolis, Petropolis, Magé e Guapimirim. O
parque conta com mais de 20.000 hectares, relevo bastante acidentado com variagao

altitudinal de 80m a 2.263m (http://www.icmbio.gov.br/parnaserradosorgaos/); o clima

é tropical superimido (80 a 90% de umidade relativa do ar) com temperatura média
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anual variando de 13° a 23° C (atingindo valores de 38°C na parte mais baixa até 5°C
negativos nas partes mais altas) e variacdo pluviométrica de 1.700 a 3.600mm, com
concentracdo de chuvas no verdo (dezembro a marco) e periodo de seca no inverno
(junho a agosto).

O ecossistema na regido da Mata Atlantica do estado do RJ com existéncia
abundante de bromélias, de An Kerteszia cruzii e a provavel presenca de macacos
bugios da espécie Alouatta, e a deteccdo de maléria em individuos que entraram em area
de mata descritos neste estudo, sdo indicios de que pode haver casos de maléaria ndo
diagnosticados e infeccdo assintomatica na regido.

O agente etioldgico

Para que a malaria ocorra naturalmente é necessaria a interacdo de trés
elementos: o protozoario do género Plasmodium, o vetor anofelino (mosquito do género
Anopheles) e o hospedeiro. Segundo a maioria dos autores, 0 homem é o principal
reservatorio com importancia epidemiologica, e os agentes etiologicos da malaria
humana séo protozoarios do filo Apicomplexa, classe Sporozoa, familia Plasmodiidae e
género Plasmodium. As espécies presentes no Brasil sdo Plasmodium vivax (Grassi &
Feletti, 1890, Labbé, 1889) - que representa 82% dos casos registrados (Pina Costa et al,
submetido), Plasmodium falciparum (Welch 1897; Schaudinn 1902) - aproximadamente
16,5% dos casos, e Plasmodium malariae (Laveran 1881; Grassi & Feletti 1890) - uma
pequena percentagem dos casos. Os demais casos no pais sdo em decorréncia de
infeccdo mista (2%). Raramente ocorrem casos por Plasmodium ovale (Stephens, 1922)
que, neste caso, sdo importados de paises africanos (ndo ha registros de transmissao
autoctone dessa espécie no Brasil) (Brasil, 2008b).

Existem ainda diversas outras espécies de plasmddios que causam infeccdo em
simios, e que em condi¢des especiais também podem ser capazes de infectar o homem,
como: P. cynomolgi, P. simium (Fonseca, 1939), P. brasilianum (Gonder & Berenberg-
Gossler, 1908), P. eylesi, P. knowlesi (Franchini, 1927), P. schwetzi (Warrell & Gilles,
2002) e P.inui (Ta et al, 2014).

Plasmodium cynomolgi, P. knowlesi, P.inui e P. eylesi estdo distribuidos na Asia
e Africa, P. schwetzi é encontrado na Africa e P. brasilianum e P. simium no Novo
Mundo (Ta et al, 2014).
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Segundo Ta et al (2014), embora transmissdo natural de uma espécie de
plasmddio ndo-humano para humanos até recentemente era considerada rara, em 2004
confirmou-se infeccdo humana por P. knowlesi, na Malésia e sudoeste da Asia, (Singh
et al, 2008). O P. knowlesi era considerado um parasito com transmissao apenas entre 0s
primatas do Velho Mundo. Inicialmente, entre humanos, foi confundido em exame
direto com P. malariae, contudo, atualmente ja é considerado por muitos como a quinta
espécie de plasmddio capaz de infectar o homem, sendo reconhecido apenas por meio
de exame molecular (Cox-Singh et al, 2008). Até 0 momento ndo ha registro de casos
autdctones ou importados por essa espécie de Plasmodium diagnosticados no Brasil.

Em 2014, também na Malasia, Ta et al (2014) descreveram o primeiro caso de
infeccdo humana adquirida de forma natural por P. cynomolgi, que infecta naturalmente
macacos do Velho Mundo, naAfrica e sudeste daAsia. O P. cynomolgi ¢é
morfologicamente indistinguivel de P. vivax, e o protocolo de diagnostico molecular
mais utilizado no mundo (Snounou et al 1993) amplifica inespecificamente esse parasito
como P. vivax (possivelmente porque o gene 18srRNA € uma regido conservada entre
essas especies). Logo, para correta identificacdo desse parasito & necessario outro
protocolo de diagnostico que amplifique outro alvo (Ta et al, 2014).

De acordo com Yamasaki (2011), sdo conhecidas vinte espécies de plasmodios
que infectam primatas ndo humanos. A infecgéo entre simios ja € descrita ha varios anos
no Brasil; a malaria como zoonose foi estudada de forma mais profunda por Dr.
Lebnidas Deane, um dos mais importantes malariologistas brasileiros. No Brasil, estdo
implicados nesta dindmica P. simium e P. brasilianum (Ta et al, 2014).

Plasmodium simium, foi descrito pela primeira vez por Fonseca em 1939, em
uma gota espessa de um simio Allouatta fusca durante estudos sobre febre amarela no
Brasil (Deane, 1969).

De acordo com Deane (1969):

“Embora P. simium (morfologicamente e biologicamente indistinguivel do P.vivax) e P.
brasilianum (também morfologicamente e biologicamente indistinguivel do P.malariae) sejam
infectantes tanto para 0 homem quanto para os simios, seus ciclos de transmissao sdo na maioria
das vezes independentes.”
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Goldman et al (1993) APUD Lourenco de Oliveira & Deane (1995) salientam
que P. simium poderia ser uma cepa de P.vivax. Em estudo conduzido por Lim et al
2005, usando duas cepas de P.simium de origem brasileira, demonstraram que as
sequéncias da proteina de superficie de circunsporozoita (CSP) de P. simium sédo
geneticamente indistinguiveis das 24 cepas estudadas de P. vivax. Escalante et al
(1995), observaram identidade genética entre P. vivax e P. simium na CSP e concluiram
que a transferéncia entre os humanos e 0s macacos do Novo Mundo ocorreu
recentemente na escala evolutiva. A indistincdo genética das duas espécies foi
confirmada em 13 loci microssatélites e oito repeticdes em tandem (Lim et al, 2005). Os
dados indicam que, além disso, a transferéncia entre humanos e macacos deve ter
ocorrido duas vezes, porque ambos os tipos variantes (VK 210 e VK 247) estdo
presentes em ambas as espécies (Lim et al, 2005). A resposta imunoldgica também seria
idéntica (Duarte et al, 2006).

Segundo Cochrane et al (1990) e Fandeur et al (2000) APUD Cerutti (2007a) o
P. brasilianum é considerado a mesma espécie que o P. malariae por causa de
semelhancas moleculares encontradas nas duas especies. Em hospedeiros naturais, P.
brasilianum apresenta baixa parasitemia e em muitos casos infec¢fes inaparentes
(‘Yamasaki, 2011); suas formas sanguineas séo indistinguiveis e, imunologicamente, 0s
anticorpos contra esses dois parasitos (P. brasilianum e P. malariae) apresentam
reacdes cruzadas (Deane 1969, Yamasaki 2011).

Uma questdo levantada € a caracterizacdo de malaria como uma zoonose em
locais onde 0 mosquito vetor pica tanto proximo da copa das arvores quanto proximo ao
solo, como o faz o Anopheles (ker) cruzii em algumas regides, alimentando-se tanto ao
nivel do solo quanto ao nivel da copa das arvores (Ueno et al, 2007).

A figura 2 mostra um esquema hipotético de transmissdo da malaria simiana ao

ser humano.
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Copa Mata

Matasolo

Figura 2- llustragdo hipotética da transmissdo da malaria simiana a humanos. O vetor se

apresenta com dispersdo vertical entre e 0 solo e a copa das arvores.

Fonte: Yamasaki T, 2011. Deteccdo dos agentes etioldgicos da maléaria em simios resgatados em

areas de Mata Atlantica no estado de Sdo Paulo, pag 09.
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Na década de 1990, Dr Deane (Deane LM, 1992) descreveu:

“Apesar das altas taxas de primatas infectados, ndo existem evidéncias da relacdo entre
malaria simiana e malaria humana nas regides Sudeste e Sul, onde a malédria humana foi
erradicada. Ja na regido Amazonica, estudos soroldgicos tem revelado alta positividade de
anticorpos para P. brasilianum / P. malariae na populagdo local, o que pode sugerir a

transmissao da malaria num contexto de zoonose nessas regides”.

Os estudos de Deane (Deane et al 1969) em de diferentes regides do Brasil (AM,
ES, SP, SC, RS) mostraram simios da familia Cebidae naturalmente infectados por P.
brasilianum, com uma prevaléncia acima de 52% para a especie Alloutta fusca (bugio
ou barbado), 42% para Lagothrix cana (macaco barrigudo), acima de 33% para a
espécie Ateles paniscus chamek (coata de cara preta), 25% para a espécie Lagothrix
lagotrincha (macaco barrigudo), e acima de 16% para Alouatta seniculus straminea
(guariba vermelho). Ao estudar a familia Callithricidae (marmosets) nenhum animal
apresentava plasmodios em suas amostras de sangue. Ndo foram incluidos neste estudo
primatas do estado do RJ, contudo foram encontrados primatas com amostras positivas
para P. simium e P. brasilianum em Alloutta fusca em estados vizinhos, como SP e ES.
As frequéncias de infeccdo para P.simium em Alloutta fusca foram: 29,9%, 25,4% e
13,3% nos estados de SP, SC e RS respectivamente (Deane et al, 1969).

Em pesquisa conduzida por Duarte et al (2008), 448 amostras de macacos
selvagens que vivem em areas com descricdo de casos autoctones de malaria foram
estudadas. Cento e quarenta amostras provenientes da regido de Mata Atlantica
brasileira foram testadas por PCR multiplex, gota espessa e distensdo sanguinea. A
frequéncia das infeccdes por Plasmodium detectados por PCR em Alouatta guariba
clamitans na Mata Atlantica de SP foi de 11,3% (5,6% para o P. malariae e 5,6% para o
P. vivax), e uma amostra foi positiva para P. falciparum (1,4%). Nenhum exame direto
foi positivo. Os autores salientam que a prevaléncia parasitologica de P. vivax e P.
malariae em macacos selvagens da Mata Atlantica e o achado de um resultado positivo
para P. falciparum reforcam a hipotese de que 0s macacos pertencentes a este género
podem ser um reservatério potencial de Plasmodium em &reas com transmissao

autéctone.
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Em recente estudo conduzido por Araujo et al (2013) no estado de RR, foram
examinadas 184 amostras de primatas das familias Callitrichidae, Cebidae Aotidae,
Pitheciidae e Atelidae. Atraves de métodos moleculares (PCR e sequenciamento) foram
encontradas 18 amostras de animais infectados com P. brasilianum (10%) e de forma
inédita no pais, P. falciparum em quatro animais (2%), além de dois animais com
infeccdo mista (P. falciparum e P. brasilianum). Em consonéancia com os estudos de
Deane, em nenhum animal foi encontrada infecgdo por P.vivax/P.simium na regido
Amazonica.

Das espécies encontradas no Brasil, P.brasilianum tem uma vasta distribuigdo
geografica, sendo encontrado na floresta Amazonica e na Mata Atlantica infectando
todos os géneros das familias Cebidae e Atelidae, exceto Aotus (Duarte et al 2008,
Curotto et al 2012). Ja o P. simium foi encontrado em uma area muito mais restrita,
apenas em regides de Mata Atlantica do Sul e Sudeste Brasileiro, infectando apenas
macacos do género Alouatta e Brachyteles (Deane et al 1992).

Sabe-se que o ciclo de vida dos plasmodios simianos € muito semelhante a dos
plasmddios humanos e que algumas infecgbes desaparecem dentro de poucos meses,
mas outras podem persistir por varios anos (Yamasaki, 2011). Geralmente, a maioria
dos animais apresenta baixa parasitemia, esporadicamente febre e curam-se
espontaneamente (Deane 1992). Entretanto, diferente do Dr Deane, Hastings et al

(2003) sugerem que a infeccdo em hospedeiros naturais poderia ser cronica.

O ciclo bioldgico do parasito no homem

O ciclo biologico dos parasitos da malaria humana compreende uma fase de
reproducdo sexuada que ocorre dentro do hospedeiro invertebrado (vetor), e outra de
reproducdo assexuada que se desenvolve no hospedeiro vertebrado. Durante o repasto
sanguineo a fémea do mosquito infectado deposita esporozoitos sob a pele. Em cada
picada sdo depositados em média 100 esporozoitos (Jin et al 2007), os quais circulam na
corrente sanguinea por alguns minutos e penetram nos hepatdcitos. O processo de
invasdo dos hepatocitos é complexo e depende de varias interacGes do tipo ligante-
receptor (Sanchez 2011). Inicia-se o ciclo pré-eritrocitico ou esquizogonia tecidual que

dura em média seis dias para P. falciparum, oito dias para P. vivax e 12 a 15 dias para
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P. malariae. Durante este processo, nas infec¢cbes por P. vivax e P. ovale, alguns
parasitos se desenvolvem rapidamente nos hepat6citos, enquanto outros, 0s
responsaveis pelos casos de recaidas, permanecem em estado de laténcia no figado,
sendo assim denominados de hipnozoitos (Krotoski et al 1982). Uma vez dentro dos
hepatdcitos, os esporozoitos se diferenciam em trofozoitos que apds sofrerem varias
divisbes por esquizogonia formam o0s esquizontes. Estes esquizontes rompem o
hepatécito, liberando milhares de merozoitos na corrente sanguinea. Cada hepatdcito
rompido libera em média 2.000 merozoitos em infeccdo por P.malariae, 10.000 em
infeccdo por P.vivax, e 40.000 em infeccdo por P. falciparum. Esses merozoitos
teciduais invadem as hemacias iniciando assim a fase eritrocitica. P.malariae s6 invade
hemacias velhas, P.vivax preferencialmente hemacias jovens e P.falciparum hemaécias
em qualquer fase evolutiva (Brasil, MS 2009). Para que o merozoito invada a hemacia é
necessario que haja também o reconhecimento inicial de receptores especificos
(Barnewell & Galinski 1998). Esse processo de invasdo é complexo, sendo mediado por
interacdes moleculares especificas do tipo ligante receptor. No caso do P. vivax, a
invasdo é altamente dependente do antigeno de grupo sanguineo Duffy (DARC)
presente na superficie dos eritrocitos, que interage com uma proteina do parasito, a
Duffy binding protein (PvDBP) (Sanchez 2011).

Apos invadir as hemacias, durante um periodo que varia de 48 a 72 horas, na
dependéncia da espécie plasmodial (48 horas para P.vivax e P.falciparum e 72 horas
para P.malariae) o parasito desenvolve-se até provocar sua ruptura, liberando novos
merozoitos que irdo invadir novas hemacias. A ruptura e consequente liberacdo de
parasitos na corrente sanguinea da inicio ao paroxismo malarico (inicio dos sinais e
sintomas) (Brasil, MS 2009).

Através de mecanismos pouco esclarecidos, alguns merozoitos sanguineos se
diferenciam dando origem a formas sexuadas, 0s gametdcitos masculinos e femininos,
0s quais amadurecem sem sofrer divisdo celular. Ao serem ingeridos pela fémea do
mosquito do género Anopheles durante o repasto sanguineo, inicia-se o ciclo sexuado ou
esporogonico (Brasil, MS 2009).

A proteina de superficie de circunsporozoita (CSP) é o polipeptideo mais
abundante presente na cobertura de esporozoitos. Esta proteina estd envolvida na
motilidade e invasdo do esporozoito durante sua entrada no hepatécito (Souza-Neiras et
al, 2010). No caso do P. vivax, a espécie plasmodial com maior nGmero de casos nas

Américas, variaces no gene da proteina CSP foram descritos em estudos realizados nas
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Gltimas décadas (Rosenberg et al 1989, Kain et al 1991, Lim et al 2005, Souza-Neiras
et al 2010). A primeira variante sequenciada e que se caracteriza pela presenca de um
nonapeptideo repetido em tandem no dominio central da proteina, foi denominada
VK210, considerada a forma classica de P.vivax.

Em cepas da Tailandia, foram descritas varia¢cbes neste mesmo nonapeptideo,
sendo essa variante conhecida como VK247(Rosenberg et al, 1989). Em cepas de Papua
Nova Guiné, foi descrita a existéncia da variante P. vivax-like, assim denominada por
ser morfologicamente semelhante ao P.vivax, mas por diferir na sequéncia repetitiva da
regido central da CSP. Esta variante apresenta total identidade com o P.simiovale,
parasito de primatas, originalmente identificado no Sri Lanka. Possivelmente este
parasito circula de forma independente nos dois hospedeiros.

As trés variantes tém sido demonstradas em diferentes partes do mundo (Kain et
al 1991, Souza-Neiras et al, 2010). No Brasil, a ocorréncia dos trés genotipos é descrita
por diferentes autores (Machado & Po6voa 2000, Storti-Melo et al 2009). Estudos
sugerem que o genotipo VK 210 é a variante melhor adaptada em todo mundo
(Machado & Pdvoa 2000).

Alguns pesquisadores propdem que essa diferenca na proteina CSP poderia
interferir na intensidade de transmissdo, competéncia vetorial, resposta imune e ao
tratamento e resisténcia as drogas disponiveis para a cura (Machado & Pdvoa 2000,
Storti-Melo et al 2009, Souza-Neiras et al 2010).

O vetor e a transmissao

A maléaria naturalmente adquirida € transmitida por mosquitos fémeas infectadas
e infectantes da ordem dos dipteros, da familia Culicidae e do género Anopheles. No
Brasil, o principal vetor da regido Amazdnica é o Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi
que é reconhecidamente antropofilico e tem como criadouro grandes colecGes de agua
limpa e parada (Deane 1986, Consoli & Lourengo-de-Oliveira 1994, Cerutti 2007).

Na regido extra-Amazonica sdo considerados vetores da malaria além do
Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi: An. (Kerteszia) bellator e An. (Kerteszia) cruzii,
incriminados na transmissdo da malaria de bromélia e An. (Nyssorhynchus) aquasalis

(criam-se em é&guas salobras) e An. (Nyssorhynchus) albitarsis (criam-se nos mais
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variados tipos de colecGes liquidas, temporérias ou ndo, naturais e artificiais, expostas a
luz ou sombreadas) (Consoli &Lourengo-de-Oliveira 1994). A maioria das espécies de
Kerteszia € encontrada em regides costeiras (oceanos Pacifico e Atlantico), com registro
da presenga de An. cruzii, An. bellator, An. homunculus, An. bambusicolus and An.
laneanus (Zavortink 1973 APUD Marelli et al 2007). Dessas espécies, apenas An. cruzii
e An. bellator apresentam importancia epidemioldgica.

Segundo Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994:

“O género Kerteszia cria-se em bromélias preferindo as situadas em locais protegidos
dos raios solares, ou seja, na sombra produzida pelas copas das arvores. E também encontrado,
porém em menor frequéncia, em gravatas rupestres e/ou expostos ao sol, sendo abundante dentro
de matas Umidas das encostas litoraneas. Pica durante o dia e a noite, com forte aumento da
atividade hematofagica no crepusculo vespertino e nas primeiras horas da noite, ataca 0 homem e
outros mamiferos; a presenca de uma fonte sanguinea torna-o imediatamente excitado,

independentemente do horario ou do tipo de hospedeiro.”

O An. cruzii é o unico vetor natural conhecido de malaria simiana no Brasil e nas
Américas, veiculando os dois plasmodios de macacos do Novo Mundo — o P.
brasilianum e o P. simium — ambos infectantes para 0 homem (Deane et al 1970, Rona
et al 2010). S0 mosquitos vorazes que picam durante as 24 horas do dia (com picos
crepusculares) (Branquinho et al, 1997). Esta espécie que pertence ao subgénero
Kerteszia, é encontrada ao longo de toda a Mata Atlantica brasileira, desde o litoral do
RS até SE (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994). Esta floresta fornece um ambiente
excelente para An cruzii, uma vez que € um ecossistema abundante em bromélias. A
“bromélia-maléria” ou “malaria de bromélias” é assim chamada devido a associagdo de
sua ocorréncia com matas ricas neste tipo de vegetal (Ueno et al, 2007) que
proporcionam um excelente ambiente para as espécies de Kerteszia, que sabidamente se
utilizam dessas plantas para seu criadouro e habitat larval (Marelli et al, 2007).

De acordo com Consoli & Lourengo-de-Oliveira (1994), o An. bellator ¢
encontrado apenas no litoral, e seus habitos sdo muito semelhantes aos do An. cruzii e
de outros Kerteszia. Prefere criar-se em bromélias mais expostas ao sol e aquelas
maiores que permitem o acimulo de maior quantidade de dgua nas axilas de suas folhas.

Tem habito essencialmente crepuscular vespertino, prolongando sua atividade
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hematofagica as primeiras horas da noite, atacando o0 homem de maneira surpreendente,
e em elevado nimero, ao por-do-sol.

Estudos apontam que &reas com presenca de espécies de Kerteszia s&o
consideradas de risco para a transmissédo de Plasmodium (Marelli et al, 2007). Essas
areas de Mata Atlantica usualmente apresentam clima Umido e chuvoso. (Ueno et al
(2007) apontam que a correlacdo entre chuva e densidade de mosquitos possivelmente
existe, entretanto merece ser mais bem investigada.

Em menor intensidade, mas também considerados vetores da malaria na regido,
o An. (Nyssorhynchus) aquasalis, que prefere aguas dotadas de certa salinidade,
podendo também ser encontrado em localidades distantes do litoral, sempre quando o
solo é rico em cloretos, e sua densidade populacional é diretamente influenciada pela
presenca de chuvas, caracteristica imposta pela relativa transitoriedade de seus
criadouros, sendo mais raro em épocas de mais seca (podendo quase desaparecer no
final desta estacdo) e ser altamente abundante quando iniciam ou finalizam os meses
chuvosos (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994). E considerado vetor primario da
malaria nas zonas aridas do Nordeste, na Amazonia (no PA (Belém) e AP), além de ja
ter sido detectado com infeccdo natural nos estados do RJ e SP (Galvéo et al 1942;
Deane et al 1948; Rachou, 1958 APUD Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994).

O An. (Nyssorhynchus) albitarsis € comumente encontrado picando durante todo
0 ano nas areas de planicie, baixada e planalto, e é raro a medida que se avanca para
terrenos com forte declive ou para dentro das florestas. Cria-se nos mais variados tipos
de colecbes liquidas, temporarias ou ndo, naturais e artificiais, expostas a luz ou
sombreadas. Contudo, suas larvas sdo mais abundantes nos alagados com capim
(campos ou pastagens), de agua doce e limpa, que se formam nos descampados, de
forma que os criadouros sdo ensolarados, mas com a luz solar um pouco abrandada pela
vegetacdo emergente. E considerado um vetor secundario ou no méaximo local, visto que
em poucas localidades foi encarado como o Unico transmissor (Consoli & Lourengo-de-
Oliveira, 1994).

Em trabalho conduzido pelo Centro de Estudos e Pesquisa em Antropozoonoses
do estado do RJ, exposto no | Encontro macrorregional de malaria do Rio de Janeiro em
2009, foram apresentados 0os mapas com a distribuicdo dos anofelinos no estado. Nos
municipios de Cachoeiras de Macacu, Nova Friburgo e Teresopolis ndo foram
encontrados Anopheles (Nys) darlingi e Anopheles (Nys) aquasalis. Nos dois ultimos

municipios citados, também ndo foi encontrado Anopheles (Nys) albitarsis. O

44



Anopheles (Ker) bellator ndo foi encontrado nos municipios de Cachoeiras de Macacu,
Macaé e Guapimirim. Ja o Anopheles (Ker) cruzii ndo foi encontrado nos municipios de
Guapimirim, Macaé e Cachoeiras de Macacu.

A figura 3 apresenta os municipios com presenca de Anopheles (Nys) darlingi,
Anopheles (Nys) albitarsis, Anopheles (Nys) aquasalis e Anopheles (Ker) bellator. A
figura 4 apresenta 0s municipios com presenca de Anopheles (Ker) cruzii.
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Figura 3 — Distribuicdo de vetores de maléria no estado do Rio de Janeiro. Fonte: Centro de Estudos e Pesquisa em Antropozoonoses do estado do Rio de Janeiro,
Secretaria Estadual de Saude, RJ. A cor amarela no mapa se refere aos municipios sem informacao.
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Centro de Estudos e Pesquisa em Antropozoonoses do Estado do Rio de Janeiro - Maxime da Fonseca Filho - CEPA/ILACEN RJ

Figura 4 — Distribuicdo de vetores de maléria no estado do Rio de Janeiro — Anopheles cruzii
Fonte: Centro de Estudos e Pesquisa em Antropozoonoses do estado do Rio de Janeiro, Secretaria Estadual de Saude, RJ.

e A cor amarela no mapa se refere aos municipios sem informac&o.
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Além da transmissdo natural da maléria através do vetor, também pode ocorrer
transmissdo a partir de hemoderivados (plasma fresco, concentrados de hemécias, de
leucécitos e de plaquetas (Wells & Ala 1985, Dover & Guinee 1971, Garfield et al,
1978)). Esse tipo de transmissdo (Saez-Alquézar et al, 1998) ndo é incomum no Brasil e
ocorre geralmente através de doadores assintométicos ou com baixas parasitemias
(Martins, 1993 apud Torres-Silva, 1999, Scuracchio P et al 2011).

No Brasil, a real incidéncia da malaria transfusional é desconhecida, e este
evento pode estar contribuindo para uma provavel transmissdo da doenca em regides
onde a triagem sanguinea talvez ndo esteja sendo feita de maneira rigorosa. Colabora
com estes dois fatores, a desinformagdo nos bancos de sangue e dos profissionais de
saude em relagéo a distribuicdo geografica da malaria podendo determinar equivocos na
realizacdo da triagem epidemioldgica (Couto, 2008). Como essa triagem ndo exclui
individuos que residem em area de Mata Atlantica ou proximos a ela, é possivel que
individuos oligossintomaticos ou assintomaticos doem sangue e transmitam malaria
para receptores imunocompetentes ou nao, o que pode cursar com uma infeccéo leve ou

até obito, como ja descrito por Kirchgatter et al 2005, Scuracchio et al 2011.

Pouco frequente, mas bem documentados séo surtos de malaria com transmissao
por uso compartilhado de seringas (Shin Shiang et al, 1991) e por acidente com
materiais perfuro cortantes (Kow-Tong et al, 1999), 0 que caracteriza uma transmissao
induzida, além de transmissdo congénita, que se efetiva pela mistura do sangue materno
com o fetal (McDermott et al, 1996).

A Doenca e o Diagnostico

A maléria pode se manifestar como uma infeccdo leve, moderada, grave ou
gravissima, na dependéncia da espécie que causa a doenca e da imunidade prévia do
individuo parasitado e do tempo entre o inicio dos sintomas e diagnostico.

Classicamente, os sintomas envolvem a triade classica: calafrio, febre e
sudorese. A fase sintomatica inicial geralmente precede a classica febre da malaria, e é
caracterizada por mal estar, cefaléia, nduseas, tonturas, cansaco, mialgia, artralgia,

sintomas comuns a maioria das doengas febris agudas.
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O ataque paroxistico inicia-se com calafrio que dura de 15 minutos a uma hora,
sendo seguido por fase febril com temperatura corpérea podendo atingir 40°C ou mais.
Apo6s um periodo de duas a seis horas, ocorre reducdo da febre e o paciente apresenta
sudorese profusa e fraqueza intensa. Segue-se um periodo de auséncia dos sintomas
com sensacdo indefinida de bem estar e certo grau de prostracdo. Apds essa fase inicial,
a febre assume carater intermitente, dependendo do tempo de duracdo dos ciclos
eritrociticos de cada espécie de plasmoddio. A febre esta relacionada com a liberacdo de
merozoitos no sangue pelas heméacias rompidas ao final da esquizogonia sanguinea; a
cada 48 horas para P. falciparum e P. vivax, o que caracteriza a chamada malaria terca,
e a cada 72 horas para P. malariae o que caracteriza a malaria quartd. Nem sempre 0
quadro febril se apresenta com padrdo regular classicamente descrito, inicialmente
porque sd0 necessarios varios ciclos para alcancar a sincronia, e posteriormente a
sincronia se perde quando ocorre 0 sequestro eritrocitario, como ocorre no caso do P.
falciparum. Além disso, em alguns casos, o individuo recebe mais de uma picada
infectante com inoculacdo de esporozoitos em diferentes oportunidades, o que pode
descaracterizar a intermiténcia dos sintomas, pois o individuo pode ter parasitos em
diferentes etapas evolutivas.

Barros Barreto em 1940 ao citar o prestigiado médico Miguel Pereira descreveu
0s prodrémos da malaria como: “sensa¢des vagas e erraticas (...) resumidas todas no
indefinivel mal estar qua a cada individuo provoca (...) sempre com a mesma queixa:
nao sei o que tenho, mas ndo me sinto bem...”

Prossegue descrevendo o quadro clinico:

13

pequenas horripilacdes, dores inexpressivas, inexplicavel lassiddo, irritabilidade,
incapacidade de trabalho, diminuicdo do apetite, torpor digestivo, acrimonia do humor ... e uma sensacéo
muito especial experimentada pelo paciente, como se lhe corresse agua fria pelas costas...” Barros
Barreto, 1940

A infeccdo por P. vivax é usualmente reconhecida na literatura como uma
doenca benigna que cursa com sintomas brandos e baixa parasitemia, em comparacao
com o P. falciparum (Daniel-Ribeiro et al, 2008), porém nos Ultimos anos, casos graves
de malaria por P. vivax tém sido relatados em varias partes do mundo, incluindo a
regido Amazonica brasileira, sem que os mecanismos fisiopatogénicos desses casos

complicados/graves por P. vivax sejam conhecidos. Pouco se sabe sobre a capacidade de
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P. vivax induzir formas clinicas graves, contudo ja se demonstrou in vitro sua
capacidade de formacdo de rosetas a partir de hemacias parasitadas e ndo parasitadas, o
que é classicamente descrito para P. falciparum (Udomsanpetch, 1995 APUD
Guimardes de Lacerda, 2007). Além das formas graves e ndo graves, ha formas
intermediarias de infeccdo por P. vivax que ndo se caracterizam rigorosamente como
formas graves, pela auséncia de citoaderéncia, mas que fogem ao comportamento
habitual das formas clinicas ndo graves classicamente observados no Brasil (Guimardes
de Lacerda, 2007).

Os casos de malaria complicada por P. vivax até 0 momento descritos estdo
especialmente associados a primo infeccdo (Alecrim, 2000 apud Suérez-Mutis et al,
2005). Um dos eventos de malaria complicada mais frequentes na infec¢do por P. vivax
€ a anemia, bem como trombocitopenia grave (contagem de plaquetas inferior a
50.000/uL), e mais raramente ruptura esplénica, malaria cerebral e edema pulmonar
(Guimaraes de Lacerda, 2007). A trombocitopenia é descrita como usual em pacientes
com malaria por P. falciparum, sendo também considerado um evento hematologico
comum em infecgdes por P. vivax, sem que haja relacdo deste achado laboratorial com
sangramentos e manifestacdes hemorragicas. Normalmente apos o inicio do tratamento
especifico a contagem de plaquetas sobe rapidamente sem que haja necessidade de

transfuséo de plaquetas (Antinori et al, 2005).

Cabe salientar que a descricdo de um caso grave de malaria por P. vivax exige
como condicdo primordial, a confirmacdo da espécie envolvida utilizando uma
abordagem diagndstica altamente sensivel, por exemplo, PCR, para exclusdo de uma
infeccdo mista (P. falciparum / P. vivax), além de se excluir a presenca simultanea de
outras doencas infecciosas agudas (por exemplo, dengue), e também outras doencas
crbnicas que podem simplesmente descompensar na infeccdo pelo P. vivax, tal como a

anemia falciforme (Daniel-Ribeiro et al, 2008).

A maléria autoctone de Mata Atlantica é descrita como de curso benigno
geralmente atipico, baixa parasitemia e sintomatologia muito leve (Branquinho et al
1997, Marques et al 2008. Em contraponto, Cerutti et al (2007) descrevem o0s sintomas
da malaria autoctone no estado do Espirito Santo como abundantes e de longa duracéo
mas sem gravidade.

O principal elemento para o diagnostico da malaria, tanto nas areas endémicas

como ndo endémicas, € sempre evocar a doenga. Como sua distribuicdo geografica ndo
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é homogénea torna-se importante durante a anamnese resgatar informagdes sobre a area
de residéncia ou relato de viagens ou exposicdo a area de mata. O coeficiente de
letalidade fora da area endémica € muito superior a area endémica (Brasil, MS 2013) em
decorréncia da falta de suspeicdo clinica da doenca nas regides ndo endémicas, 0 que
resulta em retardo diagnéstico e evolugdo para 6bito (Oliveira-Ferreira et al, 2010).

O diagnostico de certeza da infeccdo malarica s6 é possivel através da
demonstracdo do parasito por microscopia ou de moléculas parasitarias no sangue do
paciente. A identificacdo precisa da espécie de Plasmodium infectante é fundamental
para o tratamento adequado da pessoa doente. A técnica padrdo para o diagndstico no
Brasil é a gota espessa (Brasil MS, 2005); esse procedimento requer uma consideravel
habilidade técnica na leitura das laminas para um diagndstico correto, especialmente nos
casos de baixa parasitemia (Speers et al, 2003). Ja a distensdo sanguinea permite a
diferenciacdo especifica dos parasitos a partir da analise de sua morfologia e das
alteracdes provocadas no eritrocito infectado (Brasil MS, 2005). Devido as limitagOes
da microscopia, nos ultimos anos tem-se utilizado o diagndstico molecular, PCR -
polymerase chain reaction ou reacdo da polimerase em cadeia (Hanscheid, 1999). A
PCR tem se mostrado eficiente nos casos em que a parasitemia encontra-se abaixo do
nivel de deteccdo microscopica (Zalis et al 1996, Torres et al 2006), sendo uma
ferramenta extremamente sensivel para o diagnostico de amostras pauciparasitadas,
alem de ser util para genotipagem dos plasmodios e deteccdo de resisténcia aos
antimalaricos.

A pesquisa de anticorpos para malaria sejam eles de fase esporozoita ou
antigenos de formas eritrocitarias sao Uteis apenas para indicar o contato com o parasito,
e ndo sdo rotineiramente utilizados como método diagnostico. E uma técnica empregada
em inquéritos epidemiolégicos com objetivo de determinar a ocorréncia de transmissao
(Cerutti 2007).
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JUSTIFICATIVA

Embora a transmissdo da malaria tenha sido considerada interrompida no estado
do Rio de Janeiro no final da década de 1960, a identificacdo de casos esparsos nunca
deixou de ocorrer e tem aumentado nos ultimos anos, com cerca de 100 casos
confirmados/ano (variando de 84 a 133 casos no periodo de 2005 a 2013) em sua grande
maioria, correspondendo a casos importados adquiridos em regibes endémicas. Esse
aumento do numero de casos se reflete no nimero de atendimentos a individuos com
suspeita de maléria no servico de sentinela dos viajantes do IPEC/Fiocruz, que vem
atendendo uma proporcéo crescente (cerca de 30%) dos casos de maléria diagnosticados
no estado do Rio de Janeiro, em sua maioria, individuos encaminhados de outras
unidades de satde. A associagdo de critérios clinicos e epidemiologicos é primordial
para a suspeicao da doenca, isto é, a presenca de sintomatologia geral, sobretudo com
febre, em paciente procedente de area com transmissdo indica obrigatoriamente, a
solicitacdo do exame laboratorial para confirmacdo de malaria. Nas areas sem
transmissdo, o0 diagndstico de malaria €& frequentemente dificultado pelo
desconhecimento da doenca por parte dos profissionais de satde e pela inespecificidade
de suas manifestacdes clinicas, comuns a outras doencas mais frequentes nesses locais,
como o dengue no Rio de Janeiro.

Apesar dos casos autoctones representarem apenas uma pequena fatia dos casos
de malaria diagnosticados na regido extra amazonica (10,1%), considerada area nao
endémica e sem transmissdo, a transmissdo esta localizada principalmente em areas
cobertas por mata Atlantica, e com presenca de vetores do sub género Kerteszia e de
bromélias; sua ocorréncia mesmo que baixa é constante e apresenta um desafio as
autoridades de salde, uma vez que casos indices podem geram casos secundarios e até
mesmo a possibilidade de reintroducdo em regides receptivas. Ademais, a ocorréncia de
casos de malaria e a presenca de infec¢Bes assintomaticas ndo diagnosticadas, podem
ser responsaveis pela manutencdo da transmissdo do parasito, inclusive por
hemotransfusdes; ja que em areas ndo endémicas, candidatos a doacdo de sangue sao
submetidos apenas a uma entrevista, antes de doar sangue.

No estado do Rio de Janeiro ap6s eliminacdo da transmissdo, um dos primeiros

relatos da ocorréncia de casos de maléria autdctone ocorreu em 1993, através da
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comunicagdo pessoal dos doutores Ricardo Lourengo de Oliveira e Marise Mattos
responsaveis pela investigacdo de um aglomerado de casos de malaria no municipio de
Nova Friburgo, no distrito de Lumiar. Além da identificacdo dos casos, um inquérito
soro epidemioldgico realizado na &rea apontou para alta frequéncia de anticorpos (1gG -
anti P. vivax pela Imunofluorescéncia Indireta) na populacédo estudada. Desde entdo, séo
escassos 0s dados sobre maléria autdctone no estado do Rio de Janeiro. Casos
esporadicos com transmissdo autdctone estavam concentrados e restritos em Lumiar até
2006, quando nosso grupo identificou casos em areas na Mata Atlantica sem descricao
prévia de transmissdo e com pouca densidade populacional.

Se por um lado, o reduzido nimero de notificacdes de malaria autéctone em
nosso estado ndo nos permite ter uma dimenséo real do que acontece nessa regido, por
outro, estudos realizados em estados vizinhos (SP e ES), também cobertos por Mata
Atlantica confirmam, por métodos sorologicos ou moleculares, a presenca de casos de
malaria e de infec¢do assintomatica por Plasmodium em um namero significativamente
superior ao do estado do Rio de Janeiro, apesar de condicbes epidemiologicas e
climaticas semelhantes.

Até o0 momento existem poucos dados referentes aos mecanismos de
transmissdo e das formas de apresentacdo clinica da malaria adquirida na regido de
Mata Atlantica, que parecem ser diferentes da regido Amazonica. A baixa parasitemia
apresentada pelos casos sugere a possibilidade de um parasita mal adaptado ao homem.
Evidéncias de infeccdo por Plasmodium em macacos relatados em areas da Mata
Atlantica onde ocorrem casos autoctones favorecem a hipotese de que a malaria nessa
regido possa ocorrer em contexto de zoonose, € N80 COMO uUma antroponose, como
descrita em areas endémicas. Baseados nesses antecedentes, e com o objetivo de
identificar as areas em que a transmissao autoctone ocorre, avaliamos a epidemiologia
da maléria adquirida na regido de Mata Atlantica no estado do Rio de Janeiro, a partir

da investigacdo de casos autdctones atendidos no IPEC no periodo de 2006 a 2013.
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OBJETIVO GERAL

Descrever o0s aspectos clinicos, epidemioldgicos, sorolégicos e moleculares
da maléria adquirida na regido de Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro a partir

os casos diagnosticados no IPEC no periodo de 2006 a 2013.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Descrever as caracteristicas sdcio-demograficas, geografico-ambientais e clinicas
dos casos de maléria adquiridos na Mata Atlantica do Rio de Janeiro, atendidos
no IPEC, no periodo de janeiro de 2006 a outubro de 2013.

2. Caracterizar morfologicamente e molecularmente as espécies de Plasmodium spp

encontradas nos casos de malaria adquiridos na Mata Atlantica.

3. Avaliar a resposta imune humoral dos casos de malaria adquirida na Mata
Atlantica aos antigenos de MSP1-14 de P.vivax e anticorpos IgG contra epitopos
repetidos da proteina circunsporozoita (CSP) de P. falciparum e P.malarie e

contra as variantes de CSP de P.vivax.

4. Estimar a prevaléncia de infeccdo por Plasmodium na vizinhanca dos casos
adquiridos na Mata Atlantica através de inqueérito laboratorial (soroldgico

(MSP1-19 de P.vivax) e molecular).

5. Identificar e caracterizar os vetores capturados, nas regides onde ocorreram 0S
casos e investigar a possibilidade de infeccdo por Plasmodium através de exame

molecular.
6. Investigar e caracterizar molecularmente a infeccdo por Plasmodium em um
grupo de simios de um Centro de Primatologia localizado na Mata Atlantica no

estado do Rio de Janeiro.
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METODOS

Estudo descritivo com quatro componentes:

1. Caracterizacdo clinico-epidemioldgica, parasitolégica, sorologica e molecular
dos casos de maléria de Mata Atlantica diagnosticados e acompanhados no
IPEC; e anélise da distribuicdo espacial dos casos.

2. Inquérito (molecular e soroldgico) domiciliar a partir dos casos indice.
3. Inquérito entomoldgico e caracterizagdo de vetores nas regides com casos.

4. Investigacdo de plasmodio em primatas da Mata Atlantica

CARACTERIZACAO CLINICO-EPIDEMIOLOGICA DOS CASOS DE
MALARIA DE MATA ATLANTICA

Desenho de estudo

Estudo descritivo do tipo série de casos dos casos de malaria autoctone atendidos
pelo ambulatério de Doenca Febril Aguda (DFA) do IPEC, no periodo de janeiro de
2006 a outubro de 2013.

Local de atendimento

Em 2004 foi criado no IPEC, o ambulatorio de DFA, que se estabeleceu como
polo de referéncia para malédria da regido extra-amazbnica e para o atendimento,
diagndstico e tratamento de febre nos viajantes, ele integra o CPD-Mal, centro de
referéncia para a malaria na regido extra Amazonia.

A equipe multidisciplinar do ambulatorio atende todos os dias pacientes febris,
maiores de 12 anos, com os mais diversos quadros clinicos, referénciados de
unidades basicas de salde, hospitais secundarios e terciarios, encaminhados por
secretarias de vigilancia epidemioldgica de municipios vizinhos, de embaixadas e

consulados, ou aqueles que vém por demanda espontanea. O atendimento é
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oferecido diariamente e com atendimento médio de 25 a 40 pacientes por semana
(Bressan 2010).

Selecdo e Caracterizacdo dos Casos

Critérios de elegibilidade

Critérios de Inclusdo: casos de malaria autdctone atendidos no Ambulatério
de DFA do IPEC no periodo de janeiro de 2006 a outubro de 2013, com idade acima
de 12 anos e historia de moradia ou visita a Mata Atlantica no estado do Rio de

Janeiro.

Critérios de Exclusdo: individuos com histéria de deslocamento para areas

endémicas de malaria; uso compartilhado de seringas; hemotransfusdes ou

transplantes de 6rgaos e tecidos ou que residiam em areas proximas a aeroportos.

Coleta de Dados Clinicos e Epidemioldgicos e Acompanhamento dos Casos

Todos os individuos com malaria autéctone foram avaliados por medicos
infectologistas por meio de anamnese dirigida (entrevista para coleta de dados
demogréficos, histéria de exposicdo, sintomas e sinais clinicos) e exame fisico

completo.

O protocolo de consultas de acompanhamento dos pacientes com malaria
atendidos no servico de DFA do IPEC foi dividido da seguinte forma: a primeira
consulta (dia zero), na ocasido da suspeicdo clinica e confirmacdo laboratorial da
infeccdo e instituicdo da terapéutica de acordo com a espécie gque causou a infeccao,
seguida de consultas diarias até a negativacdo da parasitemia, instituidas para o
acompanhamento laboratorial e da resposta terapéutica dos casos, e as consultas
seguintes, nos dias 7, 14, 21, 28, 40 e 60 apo6s o inicio do tratamento para avaliacdo

de par@metros clinicos e laboratoriais.
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Instrumento de coleta e Base de dados

Para a coleta de dados foi utilizado um questionario semi-estruturado de
referéncia do ambulatério de DFA (vide anexo 1), com alta confiabilidade
interobservador para sinais e sintomas (Daumas et al 2013). Essas informacoes
geraram uma base de dados do periodo de janeiro de 2006 a outubro de 2013.

As variaveis de interesse foram: sexo, idade, dia, ano e més do diagnostico, local
provavel de aquisicdo da malaria, histéria de entrada em area de mata, presenca de
comorbidades, tempo entre o inicio dos sintomas e o diagndstico, caracterizacdo da
febre, sintomas clinicos, parasitemia e espécie de plasmodio, internacdo hospitalar e

Obito.

> Ensaios Laboratoriais

Diagnostico

O diagnoéstico de malaria foi realizado por exame direto, teste rapido
(Optimal®), e pela amplificacéo de 4cidos nucleicos a partir da técnica de Reag&o em

Cadeia da Polimerase - Polymerase Chain Reaction - PCR.

Exame direto

Os exames diretos utilizados para a deteccdo de plasmodio nesse estudo
permitiram a confirmacdo da infeccdo e a identificacdo da espécie plasmodial -
exames microscopicos do sangue - gota espessa (distendido espesso) e distensdo
sanguinea (esfregaco ou distendido delgado), realizados segundo as normas técnicas
do Ministério da Saude (Brasil MS, 2005).

A leitura e inspecdo de todos 0s campos microscopicos da gota espessa para
estimativa da quantidade de parasitos no sangue foi realizada por dois examinadores

de forma cega e independente no Laboratorio de Parasitologia do IPEC.

Os meétodos citados possibilitaram quantificar a intensidade do parasitismo,
mediante a determinacdo da parasitemia por volume (UL ou mm®) de sangue (Brasil

MS, 2005). Seguindo as instrugdes do MS a parasitemia pode ser registrada em
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cruzes ou em quantidade de parasitos por mm?® ou pL (Quadro 1). Os casos 03, 04,
05 e 14 tiveram sua parasitemia descrita em formato semiquantitativo, para 0s

demais casos foi utilizada a metodologia quantitativa.

Assumiu-que em caso de parasitemia semiquantitativa = (+/2) o valor médio da

parasitemia foi = 250 parasitas/mm>.

Quadro 1 - Avaliacdo semi-quantitativa da densidade parasitaria de Plasmodium
pela microscopia em gota espessa de sangue

NUmero de parasitos Parasitemia Parasitemia quantitativa (por
o mm?)
contados/campo qualitativa
40 260 por 100 campos vy 200-300
1 por campo + 301-500
2-20 por campo Slsis 501-10.000
21-200 por campo +++ 10.001-100.000
200 ou mais por campo ++++ >100.000

Adaptado de Brasil, 2005.

Quando o numero de parasitos encontrados foi inferior a 40 em 100 campos

examinados, utilizou-se o nimero total absoluto encontrado nos 100 campos.

Além do exame direto do sangue periférico foi realizado o teste rapido
Optimal® seguindo o protocolo descrito pelo fabricante (OptiMAL-IT Malaria Test
Kit®, 2011. Disponivel em http://www.tcshiosciences.co.uk/downloads/OptiMAL-
IT_Diagrams_2011.pdf).
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Caracterizagdo morfologica do parasito

A anélise descritiva morfoldgica do parasito e das células sanguineas pela
microscopia Optica foi realizada com utilizacdo de microscopio NIKON Eclipse
E200® com oculares de 7X e 10X e imersdo em objetiva de 100X. A descrigdo dos
parasitos foi realizada pela equipe do Laboratério de Parasitologia do IPEC e
confirmada por um expert com mais de 30 anos de experiéncia em microscopia e
referéncia nacional do Nucleo de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia (UnB), Sr Francisco das Chagas Luz. Essa leitura foi feita
também em forma cega. Os resultados foram comparados posteriormente. N&o foram

utilizadas ferramentas de medic@o ou comparacgéo estatistica.

Exame molecular

O teste molecular (PCR) foi realizado apos extracdo de DNA, em que se
utilizou Kit Wizard® Genomic purification (Promega) (segundo normas do
fabricante), a partir de uma aliquota de 300pl de sangue.

Para o estabelecimento do diagndstico molecular - género Plasmodium - foi
utilizada a metodologia de PCR em formato single (técnica descrita e padronizada no
Laboratorio de Pesquisa em Malaria do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz (Gama
2006).

A reacdo de PCR para deteccdo de P. falciparum foi realizada com a
metodologia em formato nested (Zalis et al, 1996) e para P. vivax utilizou-se
metodologia em formato single (Torres et al, 2006).

Como controles internos, foram utilizados sequéncias de DNA de humanos.

A extracdo do DNA e a técnica do exame molecular foram realizadas pelo
Laboratério de Pesquisa em Malaria do Instituto Oswaldo Cruz (LabMal/1OC).

A sensibilidade desta deteccdo € de niveis de parasitemia entre 0,01 e

0,001%, adequado para o diagnostico de infec¢Bes sintomaticas e subpatentes.
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Caracterizagcdo molecular através da analise de fragmentos

Uma amostra da aliquota de DNA utilizada para o diagnéstico molecular dos
casos foi enviada para o Laboratdrio de Maléria do Centro de Pesquisas René
Rachou/Fiocruz (CPgRR) para andlise de fragmentos. Estas amostras foram
submetidas ao ensaio de diagnostico molecular e genotipagem do parasito para a
caracterizacdo das espécies circulantes nas areas (P. vivax/P.simium, P. malariae/P.
brasilianum e P. falciparum).

Foram testados 10 loci de microssatélites e os blocos 2 e 10 da proteina
MSP1, ja padronizados para P. vivax no Laboratério de Malaria/CPgRR (Koepfli et
al. 2009). As analises foram baseadas na eletroforese capilar em sequenciador
automatico dos fragmentos amplificados por PCR dos loci de microssatélites e
regides polimdrficas da proteina MSP1 para a determinacéo exata dos tamanhos dos
alelos (Rezende et al 2010).

Caracterizacao do receptor DARC (Duffy Antigen/Receptor for Chemokines)

Também em colaboracdo com o Laboratorio de Malaria do Centro de
Pesquisas René Rachou/Fiocruz (CPgRR) foi realizada a caracterizacdo do receptor
DARC (Duffy Antigen/Receptor for Chemokines) das amostras dos pacientes
incluidos no estudo, com excecdo dos casos 1, 6 e 14 que nao tinham amostras
disponiveis para execucdo da técnica. O protocolo utilizado neste trabalho foi

baseado no descrito por Sousa et al (2007), com modificacdes.

Tratamento

O tratamento de todos os casos foi instituido seguindo as recomendacdes

instituidas pelo Ministério da Satde no Guia Pratico de Tratamento da Malaria no Brasil

(Brasil MS 2008b).
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Aspectos soroldgicos

Pesquisa de anticorpos IgG contra a proteina recombinante MSP-1;5 de P. vivax por

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Uma amostra de soro no momento do diagnostico e outra nos momentos de
controle de cura de 11 casos de malaria autdctone (em funcédo da disponibilidade de
amostras) foram submetidas ao teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), utilizando-se antigeno recombinante de MSP1;9 de P. vivax
para pesquisa de anticorpos IgG.

As placas de ELISA (Nunc/Maxisorp) foram sensibilizadas por 12 h a 4°C com
a adicdo de 50 pul da proteina recombinante (Pv MSP-1(19)) em uma concentragéo de
4ug/ml em tampéo Carbonato-bicarbonato (Na,CO3; 16mM Sigma, Na,HCO3 34 mM
Sigma) pH 9,6. Apos a sensibilizacdo, as placas foram lavadas por trés vezes com
PBS (NaCl 139 mM; KCI 2,68 mM; Na;HPO, 8,10 mM; KH,PO,4 1,47 mM - pH 7.2,
Sigma) contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T20). Posteriormente os pocos foram
saturados com 200ul de uma solucdo de PBS-T20 contendo 3% de leite desnatado
(Molico) e incubadas durante 2 h a 37 °C. Decorrido o tempo de saturagdo, as placas
foram novamente lavadas por trés vezes com PBS-T20 e incubadas durante 1 h a 37
°C com os soros-teste diluidos a 1:100 em PBS-T20 + 1% de leite Molico (PBS-T20-
Molico). Apds trés lavagens com PBS-T20, as placas foram incubadas com anti-1gG
humana conjugada a peroxidase (Sigma) diluida a 1:2.000 em PBS-T20-Molico,
durante 1 h a 37 °C, e novamente lavadas com PBS-T20. Finalmente, 100ul de uma
solucdo de OPD (orto-fenil-etilenodiamino, Sigma) a 10mg/25ml de tampéo citrato-
fosfato pH 5,0 contendo 10ul de H,0O, 30% foram adicionados por pogo e as placas
incubadas por aproximadamente 5 minutos a temperatura ambiente no escuro. A
reacdo foi interrompida pela adi¢do de uma solucéo de H,SO,4 2N (50ul por pogo) e a
leitura das densidades Oticas (DO) feita em espectrofotdmetro SpectraMax 190
(Molecular Devices) no comprimento de onda de 492nm.

Todas as amostras de soro foram testadas em duplicata e cada placa recebeu

um controle "branco” (sem soro), um soro-padréo reativo e cinco soros-padrdo nao
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reativos, sendo esses Ultimos, soros de individuos que residem na cidade do Rio de
Janeiro e que nunca tiveram malaria (grupo controle).

O resultado foi analisado pelo limite minimo de positividade (cut off), que foi
calculado a partir da média da DO dos controles ndo reativos mais trés desvios
padréo. A positividade foi determinada pela razdo entre a DO das amostras testadas e
o cut off. As amostras com resultados superiores a 1.0 foram consideradas positivas.

As sorologias (teste imunoenzimatico ELISA) foram realizadas por dois
laboratorios distintos de forma cega. Laboratorio de Pesquisa em Malaria do Instituto
Oswaldo Cruz (LabMal/IOC) e pelo Laboratério de Malaria do CPgRR.

As amostras de soros positivas foram diluidas em série (fator 2), comecando a
1:100, em PBS-T20 + 1% de leite Molico (PBS-T20-Molico) e adicionados 100 ul
por poco de cada diluicdo, em duplicata, e incubados durante 1h a 37 °C. Em
sequida, as placas foram lavadas, continuando as etapas como descrito acima. O
titulo foi estabelecido como sendo a Gltima diluicdo que apresentou densidade Gptica
acima de 0,1.

A titulacdo das amostras positivas foi realizada pelo Laboratorio de Pesquisa
em Maléria do Instituto Oswaldo Cruz (LabMal/10C).

Deteccdo de anticorpos 1gG contra epitopos repetidos da proteina
circumsporozoita (CSP) de P. falciparum e P. malariae e contra as variantes de
CSP de P.vivax

A pesquisa para anticorpos da classe IgG contra epitopos repetidos da
proteina circumsporozoita (CSP) de P. falciparum e P. malariae e para a detec¢do
das variantes da proteina circumsporozoita (CSP) de P.vivax foram realizadas nas

amostras de plasma do diagndstico e controles de cura de 11 pacientes.

Foram utilizados peptideos sintéticos (Life Technologies ®) para:
P.falciparum - NANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANP
P.malariae/brasilianum - GNAAGNAAGNDAGNAAGNAAGNAAGNAA
P.vivax VK 247 - ANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGN
P.vivax like humano - APGANQEGGAAAPGANQEGGAAAPGANQEGGA
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P.vivax classico - VK 210 - DGQPAGDRAAGQPAGDRADGQPAGDRADGQPAG

Todas as amostras foram testadas em duplicata na diluicdo de 1:100 e em
cada placa foram colocados soros-padréo reativos (controle positivo do experimento)
e soros-padrdo ndo reativos de individuos moradores de &reas ndo endémicas de
malaria que nunca contrairam a doenca (controle negativo do experimento). Em cada
experimento foi calculada a média das densidade 6tica (Dos) dos controles negativos
e trés desvios-padrdes foram somados a esta média, obtendo-se assim o valor do
ponto de corte (cut-off). As médias das DOs das duplicatas de cada soro foram
divididas pelo cut-off do experimento e o valor desta raz&o foi chamado de indice de
Reatividade (IR). Soros com indice de reatividade maior que 1 foram considerados
positivos, ou seja, apresentavam resposta positiva de anticorpos IgG contra o

antigeno testado.

Amostras positivas para proteina circumsporozoita (CSP)
de P.falciparum foram também testadas para as proteinas recombinantes representando
a proteina de superficie de merozoita (MSP3) e a proteina rica em glutamato (GLURP)
de P. falciparum. A proteina MSP3 esta presente na fase eritrocitica e a GLUP em

todas as fases do ciclo evolutivo do Plasmodium no homem.

Os testes de Elisa foram realizados pelo Laboratorio de Imunoparasitologia do
Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz, utilizando protocolos previamente descritos (Nardin
et al 2000, Oliveira-Ferreira et al 2004, Arruda et al 2007).

Reacdo de Imunoflorescéncia Indireta — IFI - para detec¢cdo de anticorpos contra

estagios eritrocitarios de P.vivax
A técnica de imunoflurescéncia indireta (IFI) é considerada a técnica de

referéncia na sorologia da malaria.

I.  Obtencédo do antigeno de P. vivax:
Pela impossibilidade de se manter em laborat6ério uma cultura in vitro continua

de P. vivax, os esquizontes maduros que foram utilizados para a confecgdo das laminas
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de imunofluorescéncia indireta (IFI) foram obtidos diretamente de um individuo com
malaria, com parasitemia maior que 10.000/mm?® de sangue. Foram coletados desse
paciente, 9 mL de sangue em tubo com heparina. A amostra foi centrifugada a 1500 rpm
para retirada do plasma. Em seguida, as heméacias foram lavadas trés vezes com PBS
estéril por centrifugacdo a 1500 rpm, por 10 minutos a temperatura ambiente, sendo o
hematdcrito ajustado para 10 % com PBS estéril.

Para o isolamento de esquizontes, foi utilizada a técnica de separacao celular por
colunas magnéticas (MACS, magnetic activated cell sorting). Brevemente, a suspensao
hemacias foi transferida para colunas 25LD e entdo colocadas em campo magnético de
um separador MACS (QuadroMACS®, Miltenyi Biotec, EUA). As hemécias normais e
contendo formas imaturas do parasito passaram pela coluna na presenga de campo
magnético. Apds a remoc¢do da coluna do campo magnético, 0s esquizontes
magneticamente retidos (selecdo positiva) foram eluidos (PBS), lavados (PBS),
suspensos v/v de PBS e quantificados por microscopia Otica.

A diluicdo 6tima do antigeno foi calculada pela formula proposta por Ferreira e
Sanches (1988): VD= (2,5 x N) -1, onde VD é o volume de PBS para diluicdo do
sedimento de hemacias e N é o nimero médio de hemacias parasitadas com esquizontes
por campo microscopico. Apés a determinacdo do nimero de hemacias parasitadas por
campo, a suspensdo obtida foi imediatamente depositada sobre areas demarcadas nas
laminas de vidro proprias para IFI (5 pl/area), formando uma fina camada de hemacias,
obtendo-se cerca de 20 a 30 hemécias parasitadas por campo microscopico com a
objetiva de 40x. Apds secagem a temperatura ambiente, as laminas foram armazenadas,
uma a uma com papel absorvente, e em grupos de 10 com papel aluminio, seladas com

plastico, e conservadas a -70° C, até o0 momento do uso.

1. Desenvolvimento da técnica

As laminas de IFI contendo com o antigeno foram retiradas do freezer e
colocadas a 37° C para descongelar e secar. Apds secagem, foram fixadas com acetona
gelada por 5 minutos e lavadas com PBS poco por poco. Aliquotas de 10 pl dos soros
diluidos em PBS (1/50 a 1/6400) foram adicionadas a cada poc¢o da lamina conforme
esquema prévio. As laminas foram entdo incubadas a 37° C por 40 minutos em camara
Umida. Apo6s a incubacdo, foram lavadas por trés vezes com PBS (5 minutos por
lavagem, sob agitacédo) e colocadas a 37° C para secar. Uma anti-lgG humana conjugada

a fluoresceina (Sigma) foi diluida a 1:200 em solucdo de Azul de Evans a 1% e
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adicionada as laminas na quantidade de 10 pl por pogo. Ap6s nova incubacdo em

camara Umida durante 40 minutos a 37° C, as laminas foram submetidas a nova lavagem

de 5 minutos com PBS por 3 vezes, sob agitacdo. Apds secagem foram montadas com

glicerina tamponada (0,5 M Na2CO3 e Na2HCO3) e lidas em microscopio de

imunofluorescéncia, com objetiva de 40 X e ocular de 10X. Foram considerados

positivos todos os soros com fluorescéncia igual ou maior aquela apresentada pelo

controle positivo, a partir da diluigdo de 1:50. A gradacdo em cruzes foi feita
comparando-se 0s soros testados com o0s controles positivo e negativo. Determinou-

empiricamente valores em cruzes para as leituras das laminas com os plasmas-teste

Se

diluidos a partir de 1:50, assim como graus para as respectivas intensidades de

luminescéncia das reacdes. Designou-se entdo valores em cruzes conforme quadro 2:

Quadro 2 — Intensidade da reacdo de IFI em cruzes

Valor Intensidade da reagdo
+/ limiar de positividade
+ fraca

++ média

+++ forte

++++ muito forte

A técnica de imunofluorescéncia direta foi realizada Laboratério de Pesquisa em
Malaria do Instituto Oswaldo Cruz (LabMal/IOC).

Andlise Espacial dos Casos e Confec¢do dos mapas

Para a analise das informacGes ambientais que podem ter relacdo com os
casos de malaria adquiridos na Mata Atlantica, foram coletadas em campo as
coordenadas geogréaficas do local de exposicdo e do provavel local de aquisicdo da
infeccdo. Para isso foi utilizado o Global Positioning System, GPS. O aparelho
utilizado para a marcacdo das coordenadas foi o eTrex Vista® fabricado pela

empresa Garmim® .

Para a confeccdo dos mapas foi utilizado o programa Arcgis 10.0, com o

elipsdide de referéncia WGS84 (World Geographic System) e o Sistema de Projecdo
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Universal Transversa de Mercator (UTM). Também foram utilizados dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), referentes aos limites

geopoliticos dos municipios.

A andlise espacial dos casos foi realizada em colaboragdo com o Laboratdrio

de Doencas Parasitérias do Instituto Oswaldo Cruz (10C).

INQUERITO

O estudo transversal foi realizado no periodo de janeiro de 2006 a outubro de
2013, na Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro, a partir da identificacdo de

casos de maldria autoctone atendidos no ambulatério de DFA do IPEC.

Local do estudo:

O estudo foi realizado nos municipios: Guapimirim, Macaé, Cachoeiras de
Macacu, Sapucaia, Nova Friburgo e Teresopolis, areas proximas ou cobertas por
Mata Atlantica, onde ocorreram 0s casos de malaria. A figura 5 ilustra a divisdo

geopolitica do estado.

Figura 5 - Mapa de divisdo geopolitica do Estado do Rio de Janeiro

66


http://www.educacaopublica.rj.gov.br/oficinas/geologia/rochas/mapa.html

Yarre-Sai

Parcidndula

Matividade Baom Jesus do

Itabapoana
Laje do Muriag Itaperuna
SioJozé de Ubs S 1
i Ha Francisco
Mir gt Italua de Itabapoana
. b 5 Cardozo
Santo Antdnio de Padua Cambuci Maoreira
580 José do Wale do Ria Preto ibé
; Aparibé —£ g 550 Fidélis
Tréz Rios S50 Sebastifo do Alto e
. Sin Jodo
aresl Sumidouro \ Campos dos da Barra
L Comendador ca Cantagalo i Pt
Pinheiral Leuy Sasparian rme Sﬁ,l“t; ?"13”3
Wolta Redonda Sapucaia IeEUs e
i Cordeira . N : o
. Barras r%]ano Conceicao Quissami
Porto Real CQuatis Rio das Parsib Bam e de Macabu
aralba i
Flares i Jarditn Moraiz
WValenca Mava o 3 Carapebus
Itatiai Paty do Teresdpelis  Friburge e
tatiai Alferes
Barra \assouras Petripolis
do Pirai Miguel %achoeiras Ria das Ostras
I\l‘?arra Perziry silacecy JSiIé.'_a \C imire de &b
ansa Moval Dugque ] ardim asimiro de &breu
Resende Pirai Iquagu 0hT Mage )
Caxiar Cabo Frio
' Rio
Rio Clara Sgifab"a' Banito Atmagdo de Bdzios
Itaguai Gongalo I
: i Saquarama
Angradiiiel Rio de Janeiro Mitersi Maricé|
Tangud
Mangaratib Guapimirim 550 Pedro da Aldeia
S50 JoFo de Meriti Arraial do Cabo
Parati Belford Rouo Iguaba Grande
Mildpelis Araruama
Mesquita
Queimados
Japeri
Engenheire Paulo de Frantin
Seropédica
Mendesz
Paracambi

*QOs municipios sinalizados sdo agueles com casos apresentados neste estudo.

Origem da populacéo estudada

A populacdo estudada é proveniente de area de Mata Atlantica do estado do
Rio de Janeiro, que apresenta cobertura florestal de cerca de 20% do total de seu
territorio, com uma area de 5.700 km?, incluindo a Serra dos Orgaos (que abrange 0s
municipios de Guapimirim, Magé, Petrépolis e Teresopolis) e 0s municipios de
Macaé, Cachoeiras de Macacu, Nova Friburgo, e Sapucaia. E uma érea turistica do
estado, e de acordo com o Censo 2010, apresenta populacdo residente superior a
meio milhdo de habitantes, distribuidos nos seguintes municipios: Guapimirim com
51.483 mil habitantes e territorio de 360, 766 km?; de Macaé com 206,728 mil
habitantes e 1.216,846 km? e Sana (distrito de Macaé), que se divide em Barra do

Sana, Arraial do Sana e Cabeceira do Sana, totalizando 1.741 moradores. O
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municipio de Cachoeiras de Macacu tem uma populacdo total de 54.273 mil
habitantes e um territério de 953,801 km% o municipio de Nova Friburgo tem uma
populagdo de 182.082 mil habitantes e um territério de 933,414 km?. O municipio de
Sapucaia tem 17.504 habitantes e um territorio total de 540,350 km?. No municipio
de Teresopolis, se localiza a sede do Parque Nacional da Serra dos Orgdos. A
populagdo total do municipio é de 167.622 habitantes e sua area total 770,601 km?.
Mesmo fazendo parte da Serra dos Orgdos, como ndo foram identificados
casos autoctones de malaria nos municipios de Magé e Petropolis, e sendo assim, as

mesmas ndo sdo descritas neste trabalho.

Logistica das visitas a campo

Todo caso suspeito de maléria autoctone atendido no IPEC era investigado.
Apos a confirmacdo da autoctonia (atravées da historia epidemioldgica) era realizado
contato telefénico com o paciente, informando sobre a visita da equipe de estudo a

regido provavel aonde ocorreu a transmissdo da maléria.

Os locais provaveis de infeccdo dos casos 01, 02 e 03 ndo foram visitados
devido a incapacidade de se limitar o local exato de exposi¢do. Todos 0s contactantes
dos casos 02 e 03 foram convidados a comparecer ao Ambulatorio de DFA para
coleta de dados epidemioldgicos e material para 0os exames ja citados. Estes

individuos foram incluidos no estudo 14 dias apds o diagnostico do caso 2.

A visita ao local de infeccdo dos casos 04, 05, 06 foi realizada imediatamente
apos o diagnostico do primeiro caso na regido, contudo, a coleta de sangue da
populacdo exposta ocorreu 20 meses apds o diagnostico dos casos.

Do caso 07 ao caso 13 as primeiras visitas a campo foram realizadas de 22 a
70 dias apos o diagndstico dos casos.

O local provavel de infeccdo do caso 14 ndo foi visitado porque a proprietaria
ndo autorizou a visita da area pela equipe.

O numero de viagens a cada area foi realizada em funcdo da cobertura dos

habitantes da regido.
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Critérios de inclusdo, exclusao, selecéo e caracterizacdo da populacao exposta

O individuo exposto incluidono estudo foi definido como maior de cinco anos
de idade, morador ou visitante de um raio maximo de dois quildmetros determinados
pela capacidade de deslocamento do vetor (F’errcira E et al, 1969), a partir da
possivel exposicdo do primeiro caso no local. A selecdo dos expostos foi realizada
através da busca ativa em cada area estudada.

Os critérios de exclusdo foram: individuos com histdria de deslocamento para
areas endémicas de malaria nos trés meses anteriores a coleta de dados e material
bioldgico; ou uso compartilhado de seringas; ou hemotransfusdes ou transplantes de

orgaos e tecidos;

A participacdo voluntaria dos individuos foi efetivada por meio do TCLE

(anexo 2).

Populacéo estudada

Censo dos habitantes e viajantes provenientes das areas, geograficamente e

cronologicamente associadas a ocorréncia dos casos.

Coleta de dados

Para a coleta de dados da populacdo exposta foi utilizado um questionario

especifico contendo variaveis demograficas, epidemioldgico-clinicas (anexo 3).
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Seguimento

Em individuos sintomaticos foi realizado exame fisico geral com coleta
sistematica da temperatura axilar, esplenometria e hepatometria, seguido de
encaminhamento do paciente ao ambulatério de DFA, para a pesquisa de malaria. O
individuo com diagndstico positivo passava a ser caso e 0 negativo se mantinha no
grupo para monitoramento de maléria durante o periodo do estudo, atraves da

vigilancia de sindrome febril.

Coleta e Processamento de Amostras

Realizou-se a coleta local de sangue de cada individuo em duas amostras. Uma
amostra de cinco mililitros (ml) de sangue total em tubos vacutainer® contendo
acido etilenodiaminotetracetico (EDTA) para diagndstico e caracterizagdo molecular
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR); e outra amostra de 8 ml de
sangue coletada em tubo vacutainer® sem anticoagulante para realizacdo de
sorologia. Essas amostras foram centrifugadas ainda no campo para obtencéo do soro
e conservadas a 4°C, em recipiente com gelo seco. O material era posteriormente
transportado para a Fiocruz e armazenado a -20°C.

Toda coleta foi realizada com utilizacdo de material descartavel, obedecendo as

normas de precaucdo padrdo e biosseguranca.

Pesquisa de plasmaodio

A pesquisa de plasmodio na populacdo exposta foi realizada através de teste

molecular (PCR), com a mesma metodologia descrita na pag 35.
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Inquérito Soroldgico

As amostras de soro da populacdo exposta foram submetidas a pesquisa de

anticorpos IgG contra a proteina recombinante MSP-1;9 de P. vivax atraves da técnica

ELISA seguindo a mesma metodologia mencionada na pagina 19.
As sorologias foram realizadas pelo Laboratério de Malaria do Instituto
Oswaldo Cruz (LabMal/IOC).

Considerac0es éticas

Todos os sujeitos elegiveis eram incluidos no estudo somente apds assinatura
do TCLE. O projeto “Investiga¢do dos casos de maldria autéctone na Mata
Atlantica do Estado do Rio de Janeiro” foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa do IPEC sob o numero de processo 0062.0.009.000-11.

71



CARACTERIZACAO DE VETORES

Captura de adultos

Em estudo paralelo, realizado pela equipe do Laboratério de Transmissores
de Hematozoarios (LATHEMA) do 10C, foram coletados adultos e larvas de
anofelinos, na regido proxima as localidades em que se deslocavam os casos ja
notificados, a saber: Guapimirim (bairro Monte Olivette), Macaé (Sana), Cachoeiras
de Macacu (Santana de Japuiba), Nova Friburgo (Macaé de Cima), com o objetivo de
correlacionar a presenca de vetores com 0s casos de malaria da regido. Essas coletas
foram esporadicas e ocorreram no mesmo dia em que foi realizada a coleta de dados
e exames da populagdo humana.

Para investigar a fauna de anofelinos da regido do Sana, municipio de Macaé,
foram estabelecidas duas areas para coletas de adultos e formas imaturas desses
culicideos, identificadas como ponto 1 local provavel de infeccdo de um caso de
malaria (caso 7) e ponto 2, local de permanéncia do caso 7, area que recebe muitos
visitantes e onde a equipe de entomologia que realizou as capturas ficou hospedada.
A investigacdo entomoldgica nesses lugares se estendeu por um periodo de 18 meses,
de novembro de 2011 a abril de 2013.

As coletas de adultos foram realizadas quinzenalmente, por duas noites
consecutivas. Os mosquitos capturados eram colocados em gaiolas proprias, trocadas
em intervalo de uma hora, durante as coletas. Dados sobre a temperatura e umidade
também foram obtidos, a cada intervalo. Os mosquitos eram levados vivos, seguindo
as normas de biosseguranca da legislacdo vigente, para o insetario do LATHEMA,
onde eram triados, identificados, e criopreservados para pesquisa de infeccdo por
plasmadios.

Em Guapimirim as coletas de adultos ocorreram no periodo de janeiro a
junho de 2012. Foram realizadas uma ou duas coletas a cada més, utilizando-se
apenas armadilha Shannon e luz entre 17:00 e 22:00h, com a mesma metodologia
usada para as coletas na regido do Sana.

Nas localidades de Japuiba e Macaé de Cima, as coletas foram realizadas de
forma esporadica nos periodos de agosto a setembro de 2011 e em julho de 2012

seguindo a mesma metodologia descrita acima.
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Em todos os locais as coletas de adultos foram realizadas no periodo
compreendido entre as 17:00 e 22:00h, utilizando-se armadilha Shannon. Na maioria

das coletas utilizou-se isca animal (cavalo).

Coleta de larvas

Em todas as localidades, durante o dia, nas imediagdes dos locais estipulados
para as coletas dos mosquitos adultos, foram realizadas buscas exploratdrias por
criadouros como bromélias, depressao no solo, lagos, margens de riachos e valas,
onde se esperava obter formas imaturas de anofelinos. As pesquisas nesses
criadouros foram realizadas ao longo dos meses que duraram as coletas de adultos,
utilizando-se concha entomoldgica para coletas em cole¢des liquidas no solo, ou
sugadores manuais para coletas em bromélias. As larvas eram transportadas em sacos
proprios com essa finalidade, para o insetario do LATHEMA, onde eram criadas até
a fase adulta, e, posteriormente identificadas.

Identificacdo das espécies

A identificacdo das espécies, tanto dos adultos quanto das formas imaturas,
foi realizada pela observacdo dos caracteres morfoldgicos, utilizando-se chaves
dicotémicas para culicideos (Consoli & Lourengo-de-Oliveira 1994, Forattini 2002)
no LATHEMA/IOC.

Pesquisa de plasmddio nos vetores

Os mosquitos foram dissecados e posteriormente tiveram sua cabeca e tdrax
triturados individualmente em tubos do tipo “eppendorf” (identificados com o codigo de
cada mosquito) em 50 pl de 4gua destilada estéril. Foram adicionados 200 pl de
DNAZzol e apds serem bem macerados, foram centrifugados por 10 minutos a 15.000
rpm. O sobrenadante foi retirado e transferido para novo tubo eppendorf, acrescentado
125 ul de etanol absoluto (100%) e mixado. Os tubos foram novamente centrifugados
por 15 minutos a 15.000 rpm. O sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido em

200 pl de etanol 70% e centrifugado por 15 min a 15.000 rpm. O sobrenadante foi
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novamente descartado e o pellet deixado para secar a 55 °C por 10 minutos. Foi
acrescentado 40 pl de agua DNA free e misturado bem. Os tubos foram mantidos
overnight em temperatura de 4 °C. Extracdo de DNA dos mosquitos foi realizada pelo

Laboratdrio de Pesquisa em Malaria do 10C.
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ESTUDO EM PRIMATAS NAO HUMANOS

O estudo em primatas ndo humanos foi realizado em parceria com o Centro
de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ), 6rgdo criado em 1975, gerido pelo
Instituto Estadual do Ambiente (INEA), e localizado a cerca de 100 quilémetros do
centro da cidade do Rio de Janeiro no municipio de Guapimirim, na Serra dos
Orgaos, entre 0os municipios de Magé e Cachoeiras de Macacu. Atualmente o CPRJ
mantém em cativeiro 250 primatas de pequeno e médio porte, distribuidos em 85
viveiros, ocupando &rea aproximada de 264.920 hectares viznho de mata com riqueza
bidtica significativa.

Foram examinados 30 primatas ndo humanos; a coleta das amostras foi
realizada em novembro de 2011, pelo Dr. Alcides Pissinati, médico veterinario,
pesquisador e diretor do CPRJ. Foram retirados aproximadamente 2 ml de sangue
total de cada animal. O volume foi calculado com base na volemia e peso do animal.
Para apenas alguns individuos foi necessario sedagdo com Quetamina® e Midazolan.
As amostras foram aliquotadas em volumes iguais. Todo o material foi enviado para
Laboratério de Malaria do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz (CPgRR). Uma
aliquota foi designada para procedimentos sorologicos e a outra para exame
molecular.

Outros seis primatas apreendidos pelo IBAMA e mantidos no Criadouro
Passaredo, em Guaratiba, bairro da cidade do Rio de Janeiro, incluidos no programa
de soltura do IBAMA tiveram suas amostras coletadas em novembro de 2013. Foram
retirados aproximadamente dois ml de sangue total, calculados com base na volemia
e peso do animal. Para todos esses individuos foi necessario sedacdo com
Quetamina® e Midazolan. Todos os procedimentos foram realizados pelo médico
veterinario do Criadouro e pelo Dr. Alcides Pissinati. As amostras foram aliquotadas
em volumes iguais. Uma aliquota foi designada para procedimentos soroldgicos,
realizados no LabMal/lOC e a outra para exame molecular, enviado para o
Laboratorio de Malaria do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz (CPgRR).

A investigacdo do dbito de outros dois primatas também foi realizada, pela
andlise de fragmentos de baco e figado. Estes fragmentos foram conservados a seco e
em solucdo salina a -70°C na Fiocruz e posteriormente enviados para Laboratério de

Maléria do CPgRR para extragdo de DNA e pesquisa de plasmédio. A extracdo de
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DNA foi realizada utilizando o kit QIAGEN (PUREGENE®, Gentra Systems,
Minneapolis, USA) de acordo com as especificagbes do fabricante. Amostras de
DNA foram amplificadas através da Nested-PCR baseando-se na metodologia

descrita por Snounou et al, 1993, com modificagdes, conforme descrita abaixo.

Inquérito molecular nos primatas ndo humanos

Extracdo de DNA a partir de sanque total

A extracdo do DNA gendmico dos individuos foi realizada utilizando-se o kit
QIAGEN (PUREGENE®, Gentra Systems, Minneapolis, USA) de acordo com as
especificagdes do fabricante. Para cada 1 mL de sangue total foram acrescentados 3
mL de solugéo de lise para eritrocitos em um tubo Falcon (15 mL). Apos lise visivel
(= 10 minutos), a mistura foi centrifugada a 2000 x g, por 10 minutos, a 25°C. O
sobrenadante foi entdo removido e o material ressuspendido em 1mL de solucéo de
lise celular. Em seguida, foram adicionados 300uL de solucdo de precipitagdao de
proteina, sendo o material submetido por 30s em agitador de tubos (vortex), e
centrifugado a 2000 x g, por 10 minutos, a 25°C. O sobrenadante contendo o0 DNA
soluvel foi precipitado em um tubo contendo 1 mL de isopropanol P.A. (Merck) a
4°C. Em seguida, o DNA foi centrifugado a 2000 x g, por 3 minutos, a 25°C, sendo o
sobrenadante descartado. Foi adicionado 1mL de etanol 70% para a lavagem do
DNA seguido de centrifugacdo a 2000 x g, por 1 minuto, a 25°C. O sobrenadante foi
novamente descartado e apos a completa evaporacao do etanol por aproximadamente
15min, o DNA foi hidratado com solucdo de hidratacdo (Tris-hidrometil
aminometano, EDTA) e incubado por 1 hora, a 65°C. O DNA extraido foi
armazenado a -20°C até o seu uso. As concentracdes das solucbes utilizadas em cada

um dos Kits ndo séo disponibilizadas pelo fabricante.

Extracdo a partir de fragmentos de 6rgdos

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit QIAGEN (PUREGENE®,
Gentra Systems, Minneapolis, USA) de acordo com as especificacdes do fabricante.

Primeiro o 6rgédo foi macerado. Para cada 25 mg de amostra foram acrescentados 80



uL de PBS e 100 puL de solucdo de lise ATL, em um tubo eppendorf (1,5 mL).
Apos esse passo, foi adicionado 20 pL de Proteinase K. A mistura foi vortexada, e
incubada por 3 horas a 56°C, e centrifugado brevemente. Em seguida foi adicionado
200 pL de Tampéo AL, vortexado e incubado por 10minutos a 70°C. Foi adicionado
no tubo 200 pL de etanol (Merck), levado ao vortex e centrifugado brevemente. Em
seguida, a amostra foi colocada em uma coluna, centrifugada a 8000 rpm, por 1
minuto, a 25°C, sendo o sobrenadante descartado. Foi adicionado 500 uL de AW1,
centrifugada a 8000 rpm, por 1 minuto, a 25°C, sendo o filtrado descartado. Em
sequida foi adicionado 500 uL de AW2, centrifugada a 14000 rpm, por 3 minuto, a
25°C, sendo o sobrenadante descartado, e posteriormente centrifugada a 14000 rpm,
por mais 1 minuto, a 25°C, e o sobrenadante novamente descartado. A coluna foi
colocada em um novo tubo e o DNA foi hidratado com 200 uL de solugdo de
hidratacdo (AE) e incubado por 3 minutos e centrifugado a 8000 rpm, por 1 minuto.
Esse passo foi repetido mais uma vez, ap6s 3 minutos. O DNA extraido foi
armazenado a -20°C até o seu uso. As concentracdes das solucdes utilizadas em cada

um dos kits ndo séo disponibilizadas pelo fabricante.

Controle das extracdes de DNA gendmico

A fim de averiguar se as extracdes de DNA foram realizadas com sucesso, as
amostras de DNA foram submetidas a uma PCR para amplificar o gene citocromo B

de mamiferos.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Nested-PCR

Amostras de DNA foram amplificadas através da Nested-PCR baseando-se na
metodologia descrita por Snounou et al (1993), com modificacdes. Este protocolo
amplifica regides de género e espécie especificas dentro da subunidade menor do
RNA ribossomal, gene 18S. A Nested-PCR amplifica na primeira reacdo um
fragmento de 1200 pb (seqléncia género-especifica) e na segunda reacdo sequéncias

espécie-especificas sdo amplificadas. As reacGes foram realizadas em volumes de
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20pL utilizando-se: 80 ng de amostra de DNA, 250nM de cada um dos iniciadores,
10pL de Master Mix (PROMEGA-0,3U Tag DNA Polimerase, 200uM de cada um
dos dNTPs e 1,5mM MgCl,). As amplificacdes foram realizadas no termociclador
PTC-100™ Version7.0 - MJ Research e as condi¢des da PCR foram, para a primeira
reacdo: um ciclo de 95°C por cinco minutos, 58°C por dois minutos, 72°C por dois
minutos, 24 ciclos de 94°C por um minuto, 58°C por dois minutos, 72°C por cinco
minutos, 4°C por tempo ilimitado. A segunda reacdo foi realizada nas mesmas
condi¢des, porém com 29 ciclos.

PCR em Tempo Real

O protocolo de PCR em Tempo Real utilizado neste trabalho foi baseado no
descrito por (Mangold et al 2005), com modificacbes. O protocolo descrito por estes
autores se baseia na deteccdo das quatro espécies de plasmodios humanos, na
utilizagdo de apenas um par de iniciadores consenso, desenhado em uma regido
espécie-especifica da subunidade menor do RNA ribossomal, gene 18 S. Tais
iniciadores amplificam fragmentos que variam no nimero de nucleotideos e esses
diferentes tamanhos sdo analisados e discriminados por meio de curvas de
dissociacdo, que permitem a diferenciacdo das espécies de plasmddios. As reacOes
foram realizadas em volumes de 20uL, utilizando 200ng de amostra de DNA, 0.5
mM de cada iniciador, 2.5mM de MgSQO, e 10uL de SYBR Green PCR master mix
(Applied Biosystems, Califérnia, USA). As amplificacbes e a deteccdo da
fluorescéncia foram conduzidas no ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). As condi¢bes da PCR foram um ciclo de 95°C por 10
minutos, 40 ciclos em 90°C por 20 segundos, 50°C por 30 segundos e 60°C por 30

segundos.

Visualizacdo dos fragmentos por gel de agarose

A visualizacdo dos fragmentos amplificados foi realizada em eletroforese em
gel contendo 2% de agarose (Invitrogen) dissolvida em tampdo TAE 1x (40mM Tris-

acetato, ImM EDTA), sendo adicionados 5ug/mL de brometo de etidio (Invitrogen).
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As amostras de DNA foram misturadas em tampédo de amostra (0,25% azul de
bromofenol, 40% sacarose) e aplicadas em cada uma das canaletas do gel de agarose.
A corrida eletroforética foi realizada em um sistema horizontal (Bio-Rad) a 100V,
por cerca de 30 minutos. O gel foi analisado em transluminador ultravioleta (UVP -
Bio-Doc it System) e arquivado em sistema digital.

Em todos os ensaios de PCR foram utilizados controles positivos e negativos nas
reacOes. Como controles negativos foram utilizados amostras de DNA de primatas
ndo-humanos negativos para malaria. Como controles positivos foram utilizados: (i)
P. falciparum, DNA proveniente de cepa de cultivo continuo mantido no Laboratério
de Maléria (CPgRR); (ii) para P. vivax/P. simium, DNA de simio com infeccdo
aguda e parasitemia confirmada pela microscopia Optica; (iii) para P. malariae/P.
brasilianum: DNA de Referéncia do MR4 (Banco Internacional de Reagentes de
Referéncia de Malaria — ATCC, USA). Os iniciadores utilizados neste estudo estdo
demonstrados no quadro 3.

Quadro 3 - Iniciadores utilizados no estudo.

Tama_
PCR Alvo Iniciado Sequéncia de nucleotideos (5°-3°) nho do Refgren
res fragment cia
0
. gene 185 rPLUS 5’ CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 3° Snounou
Nested 1 de 1200 pb etal
Reacdo Plasmodiu P 199é
m sp. rPLUG 5’ TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG
VIVL 5’CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATA
gene 18S c3 120 ob
de P. vivax P
VIV2 S’TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATAT
T3’
Nested 22 gene 185 'FALL S’TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATAT Snounou
Reagéo deP T3 205 pb el
falciparum EAL2 5’ACACAATGAACTTCAATCATGACTACCCG 1993
TC3’
gene 185 'MAL1 5’ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATACCGC
de P. 3 144 pb

S’AAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA

malariae rMAL2 3




P1 5 TAA CGA ACG AGATCT TAA3J'

gene 18S

PCR em de Mangold

. etal.

Tempo Real Plasmodiu P2 5'GTT CCT CTAAGA AGC TTT 3' 2005

m sp
MSF};lbIZ 5" CTCCTTCAGCACTTTCACGCGCTT 3’

PCR Citocromo cyBF 5" CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 3 Quaresm

Convencion B de 350 pb aetal.

al mamiferos 2012

cytBR 5" CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA 3’

Sequenciamento das amostras de simios positivas

As amostras positivas foram purificadas por meio do kit de purificacdo
Qiagen (PUREGENE®, Gentra Systems, Minneapolis, USA). Em seguida, foram
enviados 20ul de produto a 50ng/ pl para a empresa de sequenciamento Macrogen®.
Os produtos foram dosados em Nanodrop e também em gel de agarose de todos 0s

alvos moleculares descritos neste estudo.

Inquérito soroldgico nos primatas ndo humanos

Pesquisa de anticorpos 1gG contra a proteina recombinante MSP-1;5 de P.

vivax por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Os soros dos animais foram diluidos a 1:100 em PBS-T20-Molico e, frente a
indisponibilidade de conjugado especifico anti-imunoglobulina de cada espécie de
primata testada, o ensaio foi realizado com uma imunoglobulina de coelho anti-lgG
de Saimiri produzida no Laboratério de Pesquisa em Malaria do 10C, diluida a
1:8.000 em PBS-T20-Molico. Em seguida, uma anti-lgG de coelho conjugada a
peroxidase (Sigma) diluida a 1:5000 em PBS-T20-Molico foi adicionada. Apés 1h de
incubacdo, as placas foram lavadas, continuando as etapas como descrito acima. O
resultado foi interpretado seguindo 0 mesmo critério adotado para as amostras sericas

humanas.
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Considerac0es éticas

Como ndo havia manipulacdo direta pelo grupo de pesquisa dos animais, a
coordenacéo da Comissdo de Etica no Uso de Animais, CEUA da Fiocruz, dispensou
a submissdo do Projeto ao CEUA e manifestou-se favorével ao processamento e
analise, pela Fiocruz, das amostras de sangue de macaco coletadas pelo diretor e
veterinario do Centro de Primatologia.
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ANALISE DE DADOS

Foi construida uma base de dados no programa Microsoft Excel (2010). A
analise estatistica foi efetuada usando o programa Epilnfo 3.5.3 (CDC Atlanta, 2011)
ou o programa Graphpad Prisma Software®. As variaveis categoricas foram analisadas
usando os testes de Qui quadrado (X?) com correcdo de Yates para proporcdes e em
caso de valores esperados menores que cinco foi feito o teste de Fisher. Para as
variaveis continuas foram realizadas analises de distribuicdo de frequéncias, medidas de
tendéncia central (medias e medianas), medidas de dispersdo (variancia e desvio padrédo
e quartis). Para correlacdo de duas variaveis numéricas foi utilizado teste ndo
paramétrico - teste de Spearman. Em todos os casos foi considerado como

estatisticamente significativo um valor de p menor de 0,05.
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RESULTADOS

De acordo com os dados do Programa Nacional Controle da Malaria (PNCM),
no periodo de janeiro de 2006 até dezembro de 2013 foram notificados 8410 casos de
maléria na regido extra Amazoénica, dos quais 1068 classificados como autoctones.

Os estados da regido Sudeste (Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas
Gerais) registraram, no periodo citado, 565 casos autoctones, o que representa 52,9%
dos casos autoctones registrados no pais no periodo. Ao se incluir o estado do Parana
(regido Sul do pais), 69,6% dos casos autdctones do pais se concentram nestes estados.

O gréfico a seguir ilustra 0 nimero de casos/ ano nestes estados.

Grafico 1 — Casos autdctones registrados na regido Sudeste e no estado do
Parana no periodo de 2006 a 2013.
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m 2009 29 40 3 4 28
m 2010 49 14 8 1 51
m2011 37 10 0 1 11
2012 38 27 4 0 1
2013 37 17 10 0 1

Fonte: Dados fornecidos pelo Programa Nacional Controle da Maléria (PNCM), Ministério da

Salde.
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Em relacdo aos dados notificados pela Secretaria Estadual de Saide do Rio de
Janeiro (SES-RJ), 38 casos de maléria foram identificados como aut6ctones no periodo

deste estudo. Os municipios com casos autdctones sdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — NUmero de casos, local e ano de notificacdo da malaria autdctone no
estado do Rio de Janeiro.

LOCAL ANO N°
Rio de Janeiro 2006 (1) 2007 (1) 2009 (3) 5
Guapimirim* 2007 (1) 2008 (1) 2010 (1) 3
Nova Friburgo* 2007 (3) 2008 (4) 2010 (3) 2012 (1) 2013 (3) 14
Casimiro de Abreu 2008 1
Parati 2008 1
Cachoeiras de Macacu* 2010 1
Conceigdo de Macabu 2010 1
Macaé* 2010 (2) 2013 (2) 4
Magé 2012 1
Resende 2012* (1) 2013 (1) 2
Santa Maria Madalena 2012 1
Duque de Caxias 2013 2
S&o José do Vale do

Rio Preto 2013 1
Teresopolis* 2013 1
TOTAL Dados de janeiro de 2006 a Outubro de 2013. 38

*municipios com casos apresentados neste estudo.
Fonte: Dados gentilmente cedidos pelo Programa Nacional Controle da Maléaria (PNCM),

Ministério da Salde.

Neste mesmo periodo foram confirmados 177 casos de malaria no Ambulatorio
de Doencas Febris Agudas (DFA/IPEC), dos quais 14 (8%) com evidéncias de
transmisséo autoctone.

Do total de casos autoctones diagnosticados no estado no periodo (n=38), 37%
(n=14) foram atendidos no DFA/IPEC. A tabela 2 apresenta o nimero de casos

autoctones identificados/ ano tanto no estado do RJ quanto no DFA/IPEC.
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Tabela 2 — NUmero de casos autoctones de malaria notificados no estado do Rio
de Janeiro e nimero de casos identificados no Ambulatorio de Doengas Febris Agudas
(DFA/IPEC).

Ano Casos notificados | Casos identificados | Frequéncia de casos

pelo Estado no IPEC atendidos no IPEC
(%)

2006 01 01 100%

2007 05 00 00

2008 07 02 28.5%

2009 03 01 33.3%

2010 08 02 25%

2011 00 02 -

2012 04 01 25%

2013 10 05 50%

Total 38 14 37%

Identificacdo dos casos atendidos no IPEC - Localizacdo, Caracteristicas geograficas
e ambientais

Para facilitar a identificacdo clinica e epidemioldgica dos individuos garantindo
ao mesmo tempo o sigilo das informacgdes dos pacientes, 0s casos classificados como
autoctones foram identificados em ordem numérica.

A suspeicdo clinica e o diagnostico dos casos 1, 2, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13 foram
realizados no IPEC, enquanto os demais casos (3, 4, 5, 6 e 14) foram diagnosticados em
outras unidades e acompanhados no IPEC.

No ano de 2013 foram diagnosticados cinco casos (36%). Em 2011, 2010 e
2008 dois casos/ano (14%), 2012, 2009 e 2006 um caso/ano (7%). No ano de 2007 nao
houve identificacdo de casos autdctones.

A maléria ocorreu predominantemente nos meses mais quentes do ano, de

janeiro a maio (86%). A maioria dos casos (n=10) ocorreu em visitantes das localidades
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(71%). Dentre os visitantes, metade dos individuos (n=5) eram visitantes frequentes, e
os demais (n=5) visitantes ocasionais ou esporadicos.

O provavel local de infeccdo da maioria dos casos foi: Monte Olivette (trés
casos, 21%) e Garrafdo (dois casos, 14%) ambas pertencentes ao municipio de
Guapimirim, o que totalizou cinco casos (36%) neste municipio. Seguido da localidade
do Sana (pertencente ao municipio de Macaé) — quatro casos (28,5%); Lumiar e Macaé
de Cima (pertencentes ao municipio de Nova Friburgo) — um caso em cada localidade,
totalizando dois casos nesse municipio (7%). Um caso foi adquirido na localidade de
Santana de Japuiba, distrito de Cachoeiras de Macacu (7%). Outro caso foi adquirido no
Parque Nacional da Serra dos Orgdos em area pertence ao municipio de Teresopolis. E
um caso no municipio de Sapucaia (7%), no periodo.

Foram identificados no estudo dois focos com transmisséo autdctone em areas
distintas, e por convencdo foram nomeados foco Macaé, que inclui 0s casos
identificados no distrito do Sana e foco Guapimirim (casos identificados nas localidades
do Garrafio, Monte Olivette em Guapimirim e Serra dos Orgéos em Teresdpolis).

Todos 0s casos ocorreram em areas ndo urbanas, cobertas por vegetacao florestal
como pode ser observado nas figuras 6 e 7. As regides podem também ser visualizadas

pelas imagens de satélite (figura 8).

Figura 6 — Uso e cobertura do solo das localidades com casos autoctones de malaria no
estado do Rio de Janeiro
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Os nimeros sinalizados no mapa se referem aos casos de malaria incluidos neste estudo. O ponto
sinalizado com o nimero 15 aponta o local em que esta localizado o Centro de Primatologia do estado do

Rio de Janeiro (CPRJ).
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Figura 7 — Uso e cobertura do solo das localidades com casos autoctones de

malaria
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Figura 8 — Imagens de satélites das localidades com casos autoctones de malaria no
estado do Rio de Janeiro.
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A figura 9 apresenta os focos de maléaria identificados neste estudo e faz uma

delimitacdo dos municipios onde ocorreram 0s casos.
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Figura 9 — Focos de maléria autdctone identificados no

delimitacdo dos municipios com casos.

43“0['0"W 42° 3?'0“W

estado do Rio de Janeiro e

42°0I'0"W

22°00's
L 3
-
T
S IFAK
r
,.&;:

22°30'0"S

Foco de Malaria

5 10 20 30 40
- e Kilometer:

0"S

22°0"

T
22°30'0"S

T T
43°0'0"W 42°30'0"W

T
42°0'0'W

O caélculo da distancia entre os pontos (locais provaveis de infeccdo e foco de

casos) demonstrou que a distancia minima entre os casos foi de 24.3 km? para o caso de

Lumiar (caso 1) ao caso de Cachoeiras de Macacu (caso 8) e a distancia maxima foi

encontrada entre os focos de Guapimirim e Macaé-Nova Friburgo (Sana-Lumiar), 79.7

km2, A distancia média entre os pontos calculados foi de 45 kmz, e a mediana 44 kmz,

No quadro 3 estdo apresentadas as distancias entre 0s pontos com casos de

maldaria autdctone.
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Quadro 3- Distancias em quildmetros entre os pontos com casos de malaria autéctone.

PONTO DE PONTO DISTANCIA
ORIGEM DE DESTINO MINIMA*
Caso Cachoeiras de Macacu Caso Nova Friburgo (Lumiar) 24.3
Foco Macaé-Friburgo Caso Nova Friburgo (Lumiar) 30.4
Foco Guapimirim Caso Cachoeiras de Macacu 32.1
Foco Guapimirim Municipio de Sapucaia 34.6
Caso Nova Friburgo Municipio de Sapucaia 40.6
Caso Cachoeiras de Macacu Municipio de Sapucaia 47.4
Foco Guapimirim Caso Nova Friburgo (Lumiar) 49.4
Foco Macaé-Friburgo Caso Cachoeiras de Macacu 53.1
Foco Macaé-Friburgo Municipio de Sapucaia 58.7
Foco Guapimirim Foco Macaé-Friburgo 79.7

*distancia calculada em kmg2.

Foco Macaé - Casos 07, 11, 12 e 13.

Foco Macaé - Friburgo - Casos 07, 09, 11, 12 e 13.

Foco Guapimirim — Casos 02, 03, 04, 05 e 06.

Ao se analisar os casos identificados na regido do Sana (foco Macaé) observou-

se que a distancia total entre os pontos foi de 7,40 km?, conforme ilustrado no poligono

a seguir (figura 10). Ja a distancia total entre os pontos dos casos identificados no foco

Guapimirim foi de 6,54 km2, conforme ilustrado no poligono (figura 11).
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Figura 10— Representagdo da distancia total e distancia entre os casos de maléria
identificados na regido do Sana.
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Figura 11— Representagdo da distancia total e distancia entre os casos de maléria

identificados na regido de Guapimirim.
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Descricao dos locais, formas de exposicdo e aspectos clinicos dos casos:

NOVA FRIBURGO — Lumiar

Caso 1 — Homem, 56 anos, médico, natural e residente na cidade do Rio de
Janeiro, com histéria de visita esporadica na regido de mata entre as localidades de
Lumiar e Macaé de Cima para sucessivos passeios de bicicleta e trekking. Em virtude
deste deslocamento e dos diversos momentos de exposicdo (em meados de abril de
2006), ndo foi possivel identificar com precisdo o tempo entre a exposicao e o inicio dos

sintomas e local provavel em que a infecgdo foi adquirida.

A localidade de Lumiar tem cerca de 700 metros de altitude, esta localizada na
Mata Atlantica da serra fluminense e é o 5° distrito do municipio de Nova Friburgo. Faz
fronteira com a localidade de Macaé de Cima. Segundo o Instituto Nacional de
Meteorologia (INM), o clima local é do tipo superumido, e a temperatura média anual é
de 18°C, sendo janeiro, fevereiro e marco 0os meses mais quentes, e junho, julho e

agosto 0s meses mais frios.

E uma regido turistica que recebe um grande ndmero de visitantes e também
conta com um nucleo do movimento religioso intitulado Santo Daime. Os membros
deste movimento em sua maioria sdo da cidade do Rio de Janeiro e Macaé (Oliveira
DM, 2010) e circulam pela regido Norte do Brasil.

Na figura 12, vista area da localidade de Lumiar, municipio de Nova Friburgo.

94



Figura 12 — Imagens de satélites da localidade de Lumiar, Nova Friburgo, RJ.

GUAPIMIRIM — Garrafdo

Casos 2 e 3 — Uma mulher e um homem, com 28 e 27 anos respectivamente,
bidlogos, naturais e residentes na cidade do Rio de Janeiro, que realizaram trabalho de
campo, com entradas sucessivas e pernoite em area de Mata Atlantica (Garrafao, Serra
dos Orgdos, regido serrana do estado do Rio de Janeiro). Também ndo foi possivel
identificar com precisdo o local exato de exposicdo. As entradas em area de mata
ocorreram no ano de 2008 nas seguintes datas: De 1 a 8 de fevereiro; 12 a 13 de
fevereiro; 17 de fevereiro durante 24 horas; 03 de marco também por 24 horas; e do dia
06 a 12 de margo.

O periodo de incubagdo dos casos a contar da data da primeira exposicao foi de
23 dias.

A regido do Garrafdo localiza-se entre os municipios de Guapimirim e
Teresopolis, conta com residéncias esparsas e vegetacdo densa. Situada na base do
Dedo de Deus, dentro dos limites do Parque Nacional da Serra dos Orgdos (area de

preservacdo ambiental), se estende ao longo de um grande vale, entre 800 e 400 metros
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de altitude; tem sua entrada pela estrada Rio-Teresopolis e € o Ultimo bairro do
municipio de Guapimirim. Na figura 13, vista area da localidade do Garrafdo, onde

observa-se nos arredores a estrada que liga os municipios de Guapimirim e Teresopolis.

Figura 13— Imagens de satélites da localidade do Garrafdo, Guapimirim, RJ.

GUAPIMIRIM — Monte Olivette

Casos 4, 5 e 6 - série de casos de visitantes frequentes (veranistas) de um
condominio no bairro Monte Olivette em Guapimirim. Trés homens, com 46, 54 e 79
anos, advogado, engenheiro e aposentado, respectivamente. Todos eram moradores e
naturais da cidade do Rio de Janeiro e proprietarios de casas de veraneio no
condominio. O caso n° 4 foi o primeiro relato de caso de malaria nessa regido e ocorreu
em dezembro de 2009, seguindo-se os casos 05 (janeiro de 2010) e 06 (mar¢o de 2010).
Devidos as exposicOes recorrentes, ndo foi possivel precisar o periodo de incubacdo dos
casos. A distancia entre as casas ndo chegou a 2 km2.
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O Monte Olivette estd localizado na estrada Rio-Teresdpolis, entre 0s
municipios de Guapimirim e Teresopolis, muito préximo ao Parque Nacional da Serra
dos Orgdos. A area em que 0s casos ocorreram faz parte de um condominio com 46
casas de alto padrdo, frequentado em sua maioria durante férias escolares, feriados e
finais de semana por turistas proprietarios de casas, sendo poucos 0s moradores fixos do
local; a maioria dos empregados reside em outros bairros e trabalha apenas durante
temporadas. As casas, algumas delas cortadas por um pequeno cérrego, foram
construidas muito proximo & mata, onde hd numerosas bromélias e relatos de presenca

esporéadica de primatas ndo humanos.

MACAE DE CIMA — Sana

Casos 7, 11, 12 e 13 - série de casos de habitantes e visitantes (um frequente e
outro esporadico) do Sana.

O caso 7 foi diagnosticado em maio de 2011, sendo um individuo do sexo
masculino, 44 anos, engenheiro, morador e natural da cidade do Rio de Janeiro,
visitante frequente da regido, que relatou historia de viagem para a Cabeceira do Sana,
no periodo de 20 de abril a 07 de maio. Este foi o primeiro caso identificado na regido,

nesta série de casos descritos neste trabalho.

Caso 11, sexo feminino, 35 anos, dona de casa, natural e moradora da Cabeceira

do Sana, inicio dos sintomas em 30 de janeiro de 2013.

Caso 12, sexo feminino, 54 anos, dona de casa, natural e moradora da Cabeceira

do Sana, inicio dos sintomas em 28 de fevereiro de 2013.

Caso 13, sexo feminino, 22 anos, estudante, moradora e natural da cidade do Rio
de Janeiro, visitante esporadica do Cabeceira do Sana, inicio dos sintomas em 05 de

marc¢o de 2013, apos historia de viagem nos meses de janeiro e fevereiro de 2013.

A regido do Sana é uma serra, e desde 2002 foi decretada Area de Protecdo
Ambiental. E o 6° e Gltimo distrito do municipio de Macaé; faz fronteira com o0s

municipios de Trajano de Moraes e Nova Friburgo a oeste (Lumiar e Macaé de Cima) e
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a leste com Casimiro de Abreu. E uma regido turistica que recebe um grande nimero
de visitantes e tem uma populacdo de aproximadamente trés mil habitantes, divididos
em trés regides distintas: Barra do Sana, Arraial do Sana (onde se encontra a maior parte
da populacdo) e Cabeceira do Sana. As moradias sdo muito proximas a mata fechada,
com presenca de numerosas bromélias na Cabeceira do Sana. A temperatura varia entre
18°C e 24°C na maior parte do ano e no inverno, a temperatura varia de 10°C a 18°C,
segundo o INM. Na figura 14 é observa-se o local de exposi¢cdo do caso 7, alto de um
vale com altitude de 708 metros localizado na Cabeceira do Sana, local ndo frequentado
por turistas.

Figura 14 — Local de exposi¢édo do caso 7
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Vista do vale na Cabeceira do Sana (altitude de 708 metros)
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CACHOEIRAS DE MACACU — Santana de Japuiba

Caso 8 — Homem, 66 anos, economista aposentado, natural da cidade do Rio de
Janeiro, morador ha cerca de um ano no condominio Santa Helena em Santana de
Japuiba, 1° distrito de Cachoeiras de Macacu.

O municipio de Cachoeiras de Macacu esté localizado na porgao centro-sul do
estado do Rio de Janeiro, estendendo-se por uma superficie de 1055 km2 numa faixa de
contato entre o litoral e a Serra do Mar. E uma regio de baixada, cercada pela Serra dos
Orgdos e Serra do Mar. Faz fronteira com os municipios de Nova Friburgo,
Guapimirim, Teresopolis, Rio Bonito, Itaborai, Silva Jardim e Tangua.

A cobertura florestal original do municipio era Mata Atlantica e foi retirada para
a pratica agricola, utilizacdo da madeira ou producdo de lenha. A Mata Atlantica se
estendia das areas serranas até a baixada e hoje, esté restrita as cristas de alguns morros
e as encostas ingremes do municipio. No lugar da floresta surgiu uma vegetacao
secundaria nas areas mais baixas e uma floresta secundaria, nas costas da Serra do Mar
(Fortuna et al 2002).

As condices climaticas de Cachoeiras de Macacu sdo influenciadas pela
disposicdo do relevo; as areas de altitudes mais elevadas apresentam temperaturas mais
amenas e pluviosidade mais acentuada. Na area de baixada do municipio, onde se
localiza Santana de Japuiba (Fortuna et al 2002), as médias de temperatura sdo mais
elevadas durante todo o ano, a temperatura média anual é de 21 °C (INM).

O paciente habita em um condominio com cerca de 40 casas (figura 15); a
maioria dos moradores € natural do municipio. A regido nao é préxima a matas e ndo
conta com a presenca de bromélias. Por se tratar de um morador da regido, nao foi
possivel estabelecer com precisdo o periodo de incubacdo. Os sintomas iniciaram em 31
de julho de 2011.
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Figura 15— Condominio identificado como local provavel de exposi¢do do caso
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NOVA FRIBURGO — Macaé de Cima

Caso 9 — Mulher, 31 anos, professora, moradora e natural da cidade do Rio de
Janeiro, visitante ocasional de uma casa em Macaé de Cima, muito proxima a mata,
vizinha de um cérrego, onde permaneceu durante trés dias, de 06 a 08 de abril de 2012.
O periodo de incubacdo a contar do primeiro dia de exposicao foi de 22 dias. A regido
de Macaé de Cima, distrito de Nova Friburgo, é uma serra e estd localizada entre
Lumiar e Sana. O local apresenta moradias esparsas, muito proximas a mata, com

numerosas bromélias (figura 16).
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Figura 16 — Numerosas bromélias na vizinhanca do local de exposi¢do do caso

TERESOPOL IS — Pargue Nacional da Serra dos Orgaos

Caso 10 — Homem, 36 anos, bidlogo, natural da cidade do Rio de Janeiro,
morador e funcionario do Parque Nacional da Serra dos Orgdos. Ndo foi possivel
estabelecer com precisdo o periodo de incubacdo por se tratar de um morador da regido,
com diversos momentos de exposic¢do. O inicio dos sintomas ocorreu em 07 de janeiro
de 2013.

O Parque Nacional da Serra dos Orgéos esta inserido ao longo de quatro dos
municipios (Teresopolis, Petropolis, Magé e Guapimirim), com areas urbanas em torno
de suas imediacdes. A populacdo total desses municipios é de cerca de 700 mil
habitantes. Teresépolis € o municipio mais fortemente associado ao parque e abriga a
sede da unidade.

Por se tratar de uma area de preservacdo ambiental, formada por vegetacdo

densa existem apenas poucas residéncias esparsas, contudo, é frequentado por turistas,

101



estudantes e pesquisadores. Apresenta clima tropical de altitude, superamido (com 80 a
90% de umidade relativa do ar) com média anual variando de 13° a 23° C (n&o atingindo
temperatura superior a 19°C nas &reas acima de 800m) e variagdo pluviométrica de
1.700 a 3.600mm, com concentracdo de chuvas no verdo (dezembro a marco) e periodo
de seca no inverno (junho a agosto) (Plano de Manejo do Parque Nacional da Serra dos
Orgaos, 2009). Na figura 17, a sede do PARNASO em Teresopolis.

Figura 17 — Sede do PARNASO em Teresépolis, RJ.
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SAPUCAIA

Caso 14 — Mulher, 51 anos, professora, moradora e natural da cidade do Rio de
Janeiro, visitante frequente & uma fazenda em Sapucaia. Por conta dos diversos
momentos de exposicdo, ndo foi possivel determinar com exatiddo o periodo de

incubagédo do caso. Inicio dos sintomas em 19 de fevereiro de 2013.

Sapucaia esta localizada na regido do Médio Paraiba, limitando-se com o estado
de Minas Gerais ao Norte, Sdo José do Vale do Rio Preto ao Sul, Carmo e Sumidouro
a0 Leste e Trés Rios a Oeste. No passado, a mata da regido foi removida para o plantio
de café e fabricacdo de carvdo vegetal, o que causou grandes erosdes no solo.
Atualmente, no lugar das antigas matas predomina vegetacéo rasteira e relevo formado
por areas planas, onduladas e poucas montanhas. A altitude do municipio é de 221
metros e apresenta clima predominantemente tropical, com verdes quentes e chuvosos e

um inverno seco; com média anual 22°C variando de 17° a 32° C.

O quadro 4 sintetiza e apresenta as caracteristicas epidemioldgicas dos casos autdctones
atendidos no periodo de 2006 a 2013.

Quadro 4- Caracteristicas clinico-epidemiologica-laboratoriais dos casos autdctones
atendidos no periodo de 2006 a 2013
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Caso | Ano Més Morador | Entrada Local provavel de infecgao Altitude | Tempo entre o N° de Diagndstico | Espécie de | Parasitemia Exame Teste
do ou em area do local inicio dos exames inicial de plasmédio molecular rapido
diagndstico | visitante | de Mata (metros) sintomas eo | diretos até o dengue (gota (PCR)
diagnostico diagndstico (clinico) espessa e
(dias) distensdo
sanguinea
1G | 2006 Maio Visitante Sim Lumiar NR Sl - SI P.vivax | 1 320p/mm’ NR NR
esporadico
2P | 2008 Margo Visitante Sim Serra dos Orgdos 730m 14 02 Na&o P.vivax 16p/mm3 Detectado NR
esporadico (P.vivax)
3H | 2008 Marco Visitante Sim Serra dos Orgéos 730m 28 02 Sim P.vivax (+/2)* NR Negativo
esporadico
4N | 2009 | Dezembro Visitante Né&o Monte Olivette 280 m 14 02 Né&o P.vivax (+/2)* NR NR
frequente
5R | 2010 Janeiro Visitante Né&o Monte Olivette 330m 28 02 Sim P.vivax (+/2)* NR NR
frequente
6 R | 2010 Margo Visitante Né&o Monte Olivette 340m 10 03 Sim P.vivax 500 p/mm3 Detectado NR
frequente (P.vivax)
7H | 2011 Maio Visitante Sim Cabeceira do Sana 735m 15 05 Sim falad el Detectado Negativo
frequente (P.vivax)
8L | 2011 Agosto morador Né&o Santana de Japuiba 160m 14 02 Sim P.vivax 5.880 Detectado Positivo
p/mm3 (P.vivax)
9C | 2012 Maio Visitante Sim Macaé de Cima 1004 m 15 02 Sim P.vivax 400p/mm® Detectado Negativo
esporadico (P.vivax)
10 2013 Janeiro morador Sim Serra dos Orgaos/Teresopolis 1300m 18 02 Né&o P.vivax 112 p/mm? Detectado Negativo
G (P.vivax)
11 2013 Fevereiro morador Sim Cabeceira do Sana 393m 09 00*** Né&o P.vivax 592 p/mm® Detectado Negativo
M (P.vivax)
12 2013 Marco morador Nao Cabeceira do Sana 622m 21 00*** Né&o P.vivax 920 p/mm® Detectado Positivo
z P.vivax
e
P.falciparum
13 2013 Marco Visitante Sim Cabeceira do Sana 335m 10 02 Sim P.vivax 288 p/mm® Detectado Negativo
p esporadico (P.vivax)
14 2013 Marco Visitante Nao Sapucaia Sl 18 03 Sim P.vivax (+2)* Detectado NR
A frequente (P.vivax)

SI= Sem informacdo - NR= Exame ndo realizado no momento do diagnéstico. *Exame realizado pelo LACEN . ** Sem exame microscépico positivo.

*** Diagnostico realizado no primeiro exame direto.

As letras ao lado dos nimeros representam a letra inicial de cada paciente.
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Tempo entre o inicio dos sintomas e diagndstico

O tempo médio entre o inicio dos sintomas e o diagnostico foi de 16 dias, mediana de
15 dias [9-28]. Dos treze individuos com informacéo do tempo entre o inicio dos sintomas e o
diagndstico, nenhum recebeu o diagndstico de maléria em periodo < 48 horas. Seis individuos
(46%) receberam o diagndstico de malaria em até 14 dias entre o inicio dos sintomas e 0
diagndstico e sete (54%) receberam diagndstico entre o 15 e 28 dias ap6s o inicio dos
sintomas. O gréafico abaixo apresenta a correlacdo entre o inicio dos sintomas e o diagnéstico
(p valor = 0,6630).

Gréfico 2 — Correlacgdo entre o inicio dos sintomas e o diagnostico e a parasitemia dos casos
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Caracteristicas clinicas dos casos

A maioria dos casos era do sexo masculino, n=8 (57%) e a mediana de idade 45 anos
[22-79 anos]. Entrada em area de mata fechada foi descrita por oito individuos (57%). Quatro
individuos apresentavam comorbidades (28,5%): hipertensdo arterial sistémica (n=4), HIV
(n=1), diabetes mellitus (n=1), neoplasia de préstata (n=1), doenca coronariana (n=1), e
obesidade (n=1).

Todos os pacientes no estudo apresentaram febre (100%), queixa principal em 85%
dos individuos que foi também o principal motivo para a procura de atendimento médico (n=
12/14). Todos os casos apresentaram sindrome febril: febre acompanhada de cefaleia,
mialgia, fraqueza, indisposicdo e sensagdo de cansaco. A maioria dos casos recebeu
diagnostico clinico inicial de dengue (61,5%). Em 12 casos (86%) a febre inicialmente
continua tornou-se periodica (tercd) apos uma mediana de nove dias. Em dois casos a febre
permaneceu diaria até o diagnostico, 15 e 18 dias ap6s o inicio da sintomatologia. Em sete
casos (50%) houve sintomas no periodo interfebre, periodo caracterizado como o intervalo de
tempo sem febre. Os mais referidos foram: cefaleia intensa, prostracdo, mialgia, artralgia e
anorexia.

A triade classica da malaria, composta por calafrios, febre e sudorese foi referida por
93% dos casos (n=13), ja a prostracdo intensa foi referida por 64% (n=9). Metade dos
entrevistados observou emagrecimento durante o tempo da doenca (cerca de 5% do peso
corporal).

Dados do exame fisico, como ictericia, esplenomegalia e hepatomegalia estiveram
presentes 43%, 42% e 46% dos casos, respectivamente. Dois individuos (14%) apresentaram
sangramento ativo (epistaxe, hematlria, e hematoquezia). Dois pacientes apresentaram
confusdo mental e um paciente apresentou delirios.

Quatro pacientes foram hospitalizados: trés para investigacdo diagnostica de febre de
evolucdo subaguda, sem foco e um em decorréncia de complicacdo da malaria (confusao
mental, lipotimia, sangramento, ictericia, trombocitopenia), cuja internacdo durou seis dias.
N&o houve 06bito associado a malaria. Todos o0s casos foram diagnosticados como malaria por
P. vivax a excecdo do caso 12 que teve infecdo mista (P.vivax e P. falciparum).

As principais caracteristicas clinicas dos casos de malaria autéctone atendidos no

periodo de 2006 a 2013 estdo descritos no quadro 5.
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Quadro 5 — Caracteristicas clinicas dos casos de malaria autoctones da Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro.

Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Sexo M F M M M M M M F M F F F F
Idade 56 28 27 54 46 79 44 66 31 36 35 54 22 51
Comorbidades | N&o Nao Nao Sim Nao Sim Nao Sim Nao Nao Nao Sim Nao Nao
Imunodepressdo | N0 Nao Néao Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Tempo entre o Sl 14 28 14 28 10 15 14 15 18 09 21 10 18
inicio dos
sintomas e
diagndstico
Quadro clinico |  Sjm Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
inicial
inespecifico
Tipodefebre | tercd | tercd | tercd | tercd | tercd | tercd diaria tercA | tercd | tercA | tercd | tercA | tercd | diaria
Sintomas no Nao Sim Nao Sim Sim Néao Sim Nao Sim Nao Nao Nao Sim Sim
periodo
interfebre
Triade cléssica” | N30 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Prostragéo Néao Sim Néao Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Nao Nao Sim
intensa
Diarréia Nao Sim Nao Nao Nio Sim Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Sim
Emagrecimento | N3o Néao Néao Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nao Nao Nao Nao Sim
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Ictericia clinica | N&o Né&o Sim Sim Sim Né&o Sim Sim Né&o Né&o Né&o Né&o Sim Né&o
Esplenomegalia | N&o Nao N&o Sim Sim Nao Sim Sim Sim Nao N&o N&o Nao Nao
Hepatomegalia | N3o Néo Sim Sim Sim Nao Sim Sim Sim Nao Nao Nao Nao Nao
Sangramento N&o Sim N&o N&o Né&o Né&o Sim Sim Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o
ativo * epistaxe gengivorragia | melena

Confusdo Nao Nao Nao Nao Sim N&o Nao Sim Sim Nao Nao Nao N&o Nao
mental®

Internagao Nao Nao Sim Nao Sim Sim Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao
hospitalar

1- Calafrios, febre e sudorese.
2- Sangramento ativo — Epistaxe, gengivorragia e melena

3- Confusdo mental e delirios.

As caracteristicas clinicas e laboratoriais que indicam malaria grave por P. falciparum (OMS, 2008) foram utilizadas neste estudo
também para definir os casos de malaria grave por P. vivax, em funcdo da inexisténcia de critérios bem definidos para a infeccdo por esta
espécie até o presente momento. Nenhum dos casos precisou de internacdo em unidade de terapia intensiva (UTI), nem apresentou
disturbio 4acido basico, malaria cerebral, insuficiéncia renal aguda (IRA), edema aguda de pulmdo, choque hipovolémico ou

hiperparasitemia (> 100.000 p/mm?®). O quadro 6 apresenta alguns dos parametros clinicos e laboratoriais desses pacientes.
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Quadro 6 — Pardmetros clinicos e laboratoriais utilizados para identificacdo de casos com gravidade

Parametro | Caso Caso | Caso | Caso | Caso | Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Espécie P.v P.v Pv | Pv | Pv P.v P.v P.v P.v P.v P.v P.v+ P.v P.v
parasitaria Pf
Idade 56 28 27 | 54 | 46 79 44 66 31 36 35 54 22 51
Sexo M F M| M|M| M M M F M F F F F
Valor de Si 12.7 SI SI SI 15.6 11.9 9.4 9.6 14.9 11.8 125 12.6 12.9
Hemoglobina
(g/dL)’
Sta_nggamento Ndo Sim Ndo | Ndo | Néo Nao Sim Sim Nao Nao Néao Néao Néao Né&o
ativo
Plaquetas’ Sl 232.000 | SI Sl Sl | 414.000 | 259.000 | 226.000 | 123.000 | 126.000 | 191.000 | 62.000 | 172.000 | 398.000
Sl 21 Sl Sl Sl 18 45 92 23 24 22 31 33 19
TGO*
- Sl 36 Sl Sl Sl 35 129 79 52 50 70 36 50 47
Eiltir:gbina Sl 0.15 Sl Sl Sl Sl 0.29 5.9 0.94 0.64 1.0 0.61 1.04 0.25
ota

1. Valor de Hemoglobina (g/dL) Anemia Grave — Hemoglobina (Hb g/dL) < 7g/dL ; Anemia — Hemoglobina (Hb g/dL) < 12g/dL

2. Sangramento espontaneo ndo vaginal ou Coagulacéo Intravascular Disseminada (CID)

3. Valor das plagquetas - Plaguetopenia < 150.000 ; Plaguetopenia grave < 50.000

4. Transaminase/TGO (AST) Ul/l aumentada > 144 Ul/I

5. Transaminase/TGP (ALT) Ul/l aumentada > 150 Ul/I

6. Bilirrubina Total mg/dL aumentada > 3,0 mg/dL
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Ao analisar os parametros laboratoriais, observa-se que nenhum individuo
apresentou anemia grave (Hb/g/dL <7g/dL), contudo, dos dez pacientes com dados
disponiveis, quatro (40%) apresentaram anemia (Hb/g/dL <12g/dL). Trombocitopenia
esteve presente em trés (30%) dos dez pacientes com dados disponiveis. Nenhum
paciente apresentou trombocitopenia grave. Nenhum apresentou aumento de
transaminases (TGO e TGP). Todos os pacientes tiveram o diagnéstico de dengue
afastado pela realizacdo de sorologia especifica (ELISA- IgM).

Diagnostico

As laminas (gota espessa e distensdo sanguinea) de todos os casos foram
analisadas, incluindo as do momento do diagnostico e dos controles de cura que ainda
se apresentavam positivas, com exce¢do do caso 7, que nunca teve exame direto
positivo. No exame das laminas dos pacientes, foram observadas todas as formas
evolutivas: anéis (trofozoitos jovens), formas irregulares (trofozoitos maduros),

esquizontes e gametdcitos.

Em 13 dos 14 casos (93%), a especie visualizada no exame direto foi P.vivax.
Em um individuo (caso 7), apesar da sintomatologia, 0 exame direto ndo foi positivo,
mesmo apds pesquisas consecutivas. O diagnostico presuntivo baseado no padrdo tercd
da febre e na ativacdo policlonal foi confirmado pelo exame molecular positivo (Brasil
P. etal, 2013).

Em 10 casos (71%) a parasitemia foi inferior a 300 parasitos/ mm?® (+/2). O
exame molecular detectou P. vivax em 13 casos (93%). Em uma amostra 0 exame
molecular detectou infeccdo mista (P. vivax e P. falciparum).

Das oito amostras que foram submetidas ao teste rapido, seis (75%) foram
negativas, com parasitemia (determinada pela gota espessa) variando de indetectavel ao

exame direto a 592 parasitos/ mm? (vide quadro 3).
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Caracteristicas morfologicas

A anéalise microscopica das laminas dos individuos incluidos foi realizada por
dois microscopistas experientes de forma cega. Baseados na morfologia dos parasitas e
na exclusdo de P. malariae, P. ovale, P. knowlesi e P. falciparum, o resultado do exame
de todos os casos foi P. vivax, ja que o encontrado se assemelha mais a esta espécie.
Fenotipicamente, as amostras analisadas se apresentavam de forma atipica do
comumente observado em amostras de P.vivax de individuos oriundos da regido

endémica brasileira, com excecao da lamina do caso 8.
As principais caracteristicas observadas estdo descritas abaixo.

As hemacias infectadas eram jovens e estavam levemente aumentadas, com

morfologia preservada;

Os linfocitos apresentavam-se de tamanho pequeno (micro-linfocito) com

diametro semelhante ao do globulo vermelho.

Os trofozoitos jovens tinham massa de cromatina maior e auséncia de pigmento

malarico.
Os trofozoitos maduros tinham o citoplasma bem mais compactado.

Os esquizontes, quando maduros, tinham um nimero de merozoitos variando de

8 a 12, e irregularmente arranjados.

Os gametdcitos eram menores e mais compactos, com granulacéo difusa e mais

escura.
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Acompanhamento:

Ao se analisar oito, dos 14 individuos incluidos no estudo, observou-se que o
exame direto tornou-se negativo entre 24 e 48 horas ap6s o inicio do tratamento. Os
demais individuos foram acompanhados apds este periodo. Até ao final desse estudo

nenhum dos individuos incluidos no estudo apresentou episodios de recaida.

Caracterizacdo molecular dos parasitas a partir da analise de fragmentos e
caracterizacdo do receptor DARC (Duffy Antigen/Receptor for Chemokines) dos
pacientes

Dez das quatorze amostras de pacientes (71%) com malaria incluidos no estudo
tiveram seus parasitas caracterizados molecularmente a partir da analise de fragmento
do DNA do Plasmodium. Microssatélites de 10 loci e dois blocos polimorficos da MSP-
1 (Blocos 2 e 10) foram buscados. Alem disso, também se pesquisou o antigeno
Duffy/DARC dos pacientes, uma vez que a principal via de invasdo do P.vivax no
eritrocito humano € através da interacdo entre a Duffy binding protein (PvDBP) do
Plasmodium e o0 seu receptor no eritrocito, o antigeno do grupo sanguineo
Duffy/receptor de quimiocinas (DARC).

O resultado da genotipagem dos microssatélites de P.vivax das amostras
humanas evidenciou que alguns marcadores testados apresentam alelos que sao
naturalmente observados também em primatas ndo humanos, e varios outros foram

descritos pela primeira vez em infec¢do humana.

Em relacdo ao antigeno do grupo sanguineo Duffy/receptor de quimiocinas
(DARC), das dez amostras humanas testadas, uma apresentava perfil Fy*A/Fy*A
(10%), trés (30%) perfil Fy*B/Fy*B e quatro (40%) perfil Fy*A/Fy*B (quadro 7).
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Quadro 7 — Caracterizacdo molecular dos parasitos de amostras humanas a partir da analise de fragmentos e caracterizagdo do receptor DARC

(Duffy Antigen/Receptor for Chemokines) dos pacientes.

MARCADOR
CASO Foco Guapimirim/Teresopolis
LOCAL MS1 MS5 | MS6 | MS7 | MSP1bl2 | MSP1bl10 DARC
02 Garrafdo 236* 182** | 194 | 361 397 372 Fy*B/Fy*B
04 Monte Olivette 222* 185** | 200 | 349 397 224 e 372 | Fy*AIFy*B
05 Monte Olivette 220%* 179** | 200 | 367 154 224 Fy*A/Fy*B
10 Teresopolis 236> 179** | 197 | 352 397 362 Fy*A/Fy*B
Cachoeiras de Macacu
Santana de
08 Japuiba 242* 179** | 209 | 361 | 397 e 41l 224 Fy*B/Fy*B
Foco Sana/Macaé de Cima
07 Sana 222* e 236* | 182** | 200 | 352 397 362 Fy*A/Fy*A
11 Sana 236* 182** | 194 | 352 397 362 Fy*B/Fy*B
12 Sana 236* 182** | 197 | 352 397 362 X
13 Sana 222%* 182** | 194 | 352 397 362 X
09 Macaé de Cima 222% 185** | 200 | 349 397 224 Fy*A/Fy*B

*Alelo novo, nunca detectado anteriormente em humanos e/ou primatas.

** Alelos identificados em primatas ndo humanos em estudo conduzido no municipio de Indaial, Santa Catarina.

Alelos ja descritos em amostras humanas

Alelos comuns a humanos e primatas, identificados até o momento, apenas neste estudo.

X Alelo que nédo funcionou
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RESPOSTA IMUNE

Foram testadas 46 amostras de 11 dos 14 casos incluidos no estudo. Cada caso
teve amostras coletadas nos tempos dos controles de cura, variando entre o dia 12 até o
dia 176 pods inicio dos sintomas. Para o caso 5 foram testadas também amostras de
quatro anos e meio (54 meses) apos o diagnostico de maléria.

As amostras foram testadas para formas eritrocitarias de P.vivax (ELISA MSP1.
19), para formas pré eritrocitarias de P.vivax, P.malariae/brasilianum e P. falciparum
(CSP de P.vivax e suas variantes (classica (variante VK 210), like e VK 247), CSP de
P.malariae/brasilianum e de P. falciparum). Amostras positivas para CSP de P.
falciparum também foram testadas para MSP3 e GLURP. Os valores estdo expressos
em Indice de Reatividade (IR).

O titulo méximo de anticorpos anti-MSP1;4 encontrado foi 6400, o minimo 100
(143° dia de doenga), titulo médio 2687, mediana 800. Ja na IFI, das 40 amostras
testadas, 77,5% (n=31) foram positivas, e o titulo maximo encontrado foi de 1:3200.

Em relacdo as variaveis de CSP de P.vivax, 10 dos 11 individuos incluidos
(91%), tiveram pelo menos uma amostra positiva para variante VK 210, cinco
individuos (45%) tiveram pelo menos uma amostra positiva para variante vivax-like e
cinco individuos (45%) tiveram pelo menos uma amostra positiva para variante VK
247. Na pesquisa de CSP de P.malariae/brasilianum, quatro individuos tiveram pelo
menos uma amostra positiva (36%). Na pesquisa de CSP para P.falciparum, oito
individuos (73%) tiveram pelo menos uma amostra positiva, ao serem testados para
MSP3 também oito individuos (73%) tiveram pelo menos uma amostra positiva, na
pesquisa do antigeno GLURP, sete individuos (64%) tiveram pelo menos uma amostra
positiva. O quadro 8 apresenta os resultados de sorologia dos pacientes incluidos no

estudo.

Quadro 8 - Resultado da sorologia dos pacientes incluidos no estudo
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CASO 2 - GARRAFAO - GUAPIMIRIM

P. vivax P.falciparum
DIAS DE IFl | VK210 P.malariae MSP3 | GLURP
DOENCA MSP1-4 Classica | LIKE | VK247 P.falciparum P.f
16 10,80035 1:200 | 0,923928 | 0,666256 | 0,727791 | 0573918 [EESEIZSE NR NR
30 11,17306 1:200 | 1,158941 | 0,819009 | 0,867736 | 0,826874 [EAEEIK] 2,007049 | 2,123787
63 8,834419 NEG | 0,962944 | 0,974124 | 0,925182 | 0,863814 [EEMEEEYL 0,888075 | 1,022564
CASO 4 - MONTE OLIVETTE - GUAPIMIRIM
DIAS DE IFI VK 210 CSP de MSP 3 GLURP
DOENCA MSP1-4 Classica LIKE VK 247 | P.malariae | falciparum | P.falciparum p.f
133 2,764596 NEG | 1,169744 | 0,906211 | 0,900677 | 0,762567 | 0,761435 NR NR
176 1,744767 NEG | 0,748749 | 0,658598 | 0,624618 | 0,555319 | 0,572445 NR NR
CASO 5- MONTE OLIVETTE - GUAPIMIRIM
DIAS DE MSP1-19 IFI VK 210 CSP de MSP 3 GLURP
DOENCA Classica | LIKE | VK247 | P.malariae | falciparum | P.falciparum P.f
68 8,600965 1:100 | 0,66116 | 0,477356 | 0,563272 | 0,435752 | 0,807997 NR NR
98 6,778379 1:100 | 0,545315 | 0,421196 | 0,521444 | 0,422467 0,514927 NR NR
54 MESES NR NR 2,164493 | 0,623563 | 0,613765 | 0,70469 0,641937 1,272907 1,616875
54,5 MESES NR NR NR 2,070755 | 0,670098 | 0,644 0,616604 | 0,728296 1,539329 2,088828
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CASO 6 - MONTE OLIVETTE - GUAPIMIRIM

DIASDE |MSPl-4|  Titulo IFI VK 210 CSP de
DOENCA MSP1-19 Classica LIKE VK 247 P.malariae | falciparum
11 NR NR NR 0,587992 | 0,611154 | 0,556319 | 0,846765 | 0,532549 0,858472
18 NR NR NR 0,920336 | 0,859339 | 0,798197 | 0,696166 | 0,780112
CASO 8 —- SANTANA DE JAPUIBA - CACHOEIRAS DE MACACU
DIAS DE IFI VK 210
DOENCA | MSP1-9 Classica LIKE VK 247 P.malariae
14 6,90125 1:800 | 1,516849 | 0,980329 | 0,774009 | g7518 1,321296
15 4894358 1:400 | 0,856117 | 0,834735 | 0,875581 | (,698798 | 0,851821 NR NR
18 4501277 1:200 | 0,782655 | 0,694336 | 0,627406 | (0595174 | 0,673787 NR NR
28 3182357 1:100 | 1,025436 | 0,451829 | 0,45731 | 0446381 | 0,443714 _
89 1758426 NEG | 0,939526 | 0,788581 | 0,710749 | 0562977 | 0,634348 NR NR
143 1012564 NEG | 1,012564 | 0,933178 | 0,826915 | (575772 0,71294 NR NR
CASO 9 - MACAE DE CIMA - NOVA FRIBURGO
DIAS DE IFI VK 210
DOENCA | MSP1-y4 Classica LIKE P.malariae
15 1:800 | 0,796782 | 0,635624 | 0,970389 | 0,608459 [AVEl]
6,786571
16 0,15376 1:800 0,974306 | 0,986533 0,806984 5,181555
17 6.884532 1:800 | 0,855003 | 0,83452 | 0,943323 | (713215 [N
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22 6,774284 1:800 0,982828 | 0,974124 | 1,139849 0,943375 5,483812 4,351566 5,541074
29 6,810336 1:800 0,72332 | 0,656045 | 0,925773 0,478265 4,683644 NR NR
42 5,693019 1:800 1,138664 | 0,99045 | 1,268755 0,648315 4,574085 NR NR
78 5,693019 1:400 1,138664 | 0,99045 | 1,268755 0,613773 2,380168 NR NR
CASO 10 - PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS ORGAOS — TERESOPOLIS

DIAS DE IFI VK 210 MSP 3 GLURP

DOENCA | MSP1-9 Classica LIKE VK 247 P.malariae P.falciparum p.f
12 12,54922 | NEGATIVO 1:200 0,921103 | 0,816866 | 0,922985 0,860877 1,049027 NR NR
17 NR NR NR 1,15326 | 1,154058 | 0,919135 0,826874 1,430685 6,098113 4,107736
22 9,223511 1:3200 0,700716 | 0,610097 | 0,593945 0,480922 1,49274 NR NR

CASO 11 - CABECEIRA DO SANA —- MACAE

DIAS DE IFI VK 210 MSP 3 GLURP

DOENCA | MSP1-19 Classica LIKE VK 247 P.falciparum p.f
9 7478744 1:400 0,84199 0,694336 | 1,162793 | 0,866191 2,067925 NR NR
15 8.506869 1:200 1,169744 | 1,069584 2,79405 6,403719 NR NR

CASO 12 - CABECEIRA DO SANA —- MACAE

DIAS DE IFI VK 210 MSP 3 GLURP

DOENCA | MSP1-4 Classica LIKE VK 247 P.falciparum p.f
25 11,71681 1:800 2,409122 | 1,062394 | 1,194412 1,406232 NR NR
35 8,394337 ‘ 1:200 0,825259 | 0,709175 | 0,719597 0,703721 0,923454 NR NR
42 10,19345 1:400 0,717341 | 0,575007 | 0,595732 0,629511 0,721361 NR NR

i




77 6,993021 1:800 1,104971 | 0,772152 | 0,943733 0,611598 1,021694 0,742888
119 4,452023 1:200 0,627254 | 0,543726 | 0,593945 0,515463 0,515463 NR
150 NR NR 1,303809 | 0,791088 | 0,683305 0,699007 0,679359 NR NR
CASO 13 - CABECEIRA DO SANA - MACAE

DIAS DE MSP1-,4 IFI VK 210

DOENCA Cléssica
10 9,66175 1:800 1,602041 0,799765 3,026565
14 9,620793 1:100 1,667026 0,749282 5,119141
21 10,43755 1:100 3,316907 6,840296 NR NR
28 8,986506 1:100 0,961744 | 0,692747 | 0,979123 0,593872 1,218173
35 1006236 1:100 1,275978 | 0,999417 0,862379 1,894624
42 0,474639 1:800 0,815737 | 0,684532 | 0,663562 0,493884 0,502426 NR NR

CASO 14 - SAPUCAIA

DIAS DE IFI VK 210 MSP 3 GLURP

DOENCA | MSP1-y4 Classica P.falciparum p.f
21 1,116533 NEG 1,720348 1,723406 NR NR
25 1,039686 NEG 1,479118 0,941707 0,97117 NR NR
35 1039686 NEG 0,803873 | 0,623563 | 0,73168 0,528518 0,538306 0,603891 0,384554
42 9,38882 NEG 0,910959 | 0,835129 | 0,775631 0,690926 0,906613 NR NR
77 4,316958 1:100 0,634815 | 0,575007 | 0,580986 0,48109 0,547336 NR NR
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As amostras grifadas tiveram IR > 1.
NEG = NEGATIVO

NR= NAO REALIZADO
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INQUERITO

Caracteristicas clinico-epidemioldgicas da populagédo exposta, vizinha aos casos

A busca ativa para realizacdo de inquérito soroldégico e molecular nas
localidades de onde provinham os casos de malaria autoctone resultou na avaliacdo de

220 individuos, conforme o exposto na tabela 3.

Tabela 3 — Sintese do numero de individuos incluidos no inquérito.

Caso Localidade N° de individuos
referente
2e3 Serra dos Orgaos - Garrafio, 14
Guapimirim
4,5e6 Monte Olivette, Guapimirim 24
7 Santana de Japuiba, Cachoeiras 121
de Macacu
8,11,12e13 Cabeceira do Sana, Macaé 53
9 Macaé de Cima, Nova Friburgo 8
10 Serra dos Orgaos, Teresopolis -
14 Sapucaia -
TOTAL 220

Do total de entrevistados 57,3% eram do sexo masculino e 42,7% do sexo
feminino (sendo uma gestante), com a idade variando entre sete e 87 anos, mediana de
42 anos. Em relacdo a cor, 63% se auto declararam brancos, 26% pardos, 7% negros,
3% indios e 1% amarelo.

Quanto a escolaridade, 4% dos entrevistados se auto declarou analfabeto e a

maior parcela dos entrevistados relatou primeiro grau incompleto (37%).
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O local de trabalho dos entrevistados foi dividido entre &rea rural ou urbana,
sendo 57,8% e 36,4%, respectivamente. Noventa por cento das pessoas entrevistadas
eram moradoras do local provavel de infeccdo e os demais visitantes/turistas.

Na entrevista buscou-se historia de deslocamento para areas endémicas de
maléria e historia de exposi¢do a areas de mata. Entre os entrevistados 10% (n=22)
confirmaram viagem anterior para &rea endémica de malaria em periodo superior a
quatro anos, sendo dez destes individuos do grupo do Garrafdo. Quando perguntados
sobre viagem para Amazénia, 8,6% (n=19) tinham histéria de deslocamentos para essa
regido, sendo dez deles do grupo do Garrafdao. Com relacdo as areas endémicas fora do
Brasil, menos de 1% dos entrevistados relatou viagem para Africa e Asia.

Oito entrevistados confirmaram viagem para area endémica nos trés meses
anteriores a entrevista, sem relato de exposicéo significativa e malaria no periodo. Cento
e cinco individuos (48%) conheciam alguém que ja haviam adquirido malaria, e tinham
algum conhecimento sobre a doenca.

Quanto aos fatores de exposicdo individuais e ambientais, destacamos: 60%
afirmaram ter bromélias na regido proxima a moradia, 56% relataram a presenca de
macacos na regido, 30% tinham o habito de frequentar area de mata fechada; 29%
moravam ou trabalhavam perto de madeireira.

Dos 220 individuos incluidos no estudo, 11 (5%) estavam sintomaticos no
momento da entrevista (seis individuos de Santana de Japuiba, quatro de Cabeceira do
Sana e um de Macaé de Cima). Foi considerado sintomatico o individuo que
apresentava febre acompanhada ou ndo de outros sintomas. Todos foram encaminhados
ao Ambulatorio de Doencas Febris Agudas para consulta médica e solicitacdo de
exames laboratoriais para definicdo de diagnostico. A pesquisa para malaria (gota
espessa, distensdo sanguinea, teste rapido e PCR) foi realizada em trés oportunidades
distintas. Em todos o0s casos os testes laboratoriais foram negativos para malaria e a

sintomatologia apresentada foi atribuida a outras etiologias.
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INQUERITO MOLECULAR - Populagéo exposta

Dos 220 individuos incluidos no estudo (populacdo exposta), 219 foram

incluidos no inquérito molecular. Nenhuma amostra foi considerada positiva para

Plasmodium (género); ou P. vivax e/ou P.malariae pela técnica de PCR.

INQUERITO SOROLOGICO - Populagéo exposta

Foi realizada a sorologia de 213 individuos. Nenhum apresentou sintomas e

sinais sugestivos de malaria nos 15 dias anteriores e por um periodo de seis meses apos

o0 diagnostico do caso indice.

As prevaléncias obtidas através do teste de ELISA foram: cinquenta individuos

(23,4%) tinham anticorpos anti-MSP-1;4. A tabela 4 apresenta as amostras testadas e a

frequéncia de reatividade de acordo com a regido estudada.

Tabela 4 — Amostras testadas e frequéncia dos soros humanos reativos a MSP-1.

Local No Amostras | Amostras %
o testadas positivas
Individuos

Garrafdo, Guapimirim 14 14 01 7,1
Monte Olivette, Guapimirim 24 24 14 58
Santana de Japuiba, 121 115 05 4,3
Cachoeiras de Macacu
Cabeceira do Sana, Macaé 53 52 26 50
Macaé de Cima, Nova 08 08 04 50
Friburgo
TOTAL 220 213 50 23,4
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Analise estatistica

Foram encontradas diferengas significativas entre o percentual das amostras de
Sana com anticorpos reagentes (50%) e os 4,3% das amostras reagentes de Cachoeiras
de Macacu (p=0,0000).

Também observou-se diferencas significativas entre o percentual de amostras
reagentes em Sana (50%) e o percentual encontrado em Garrafao (7,1%) (p=0,003792).

Né&o houve diferengas significativas entre o percentual de amostras reagentes em
Sana (50%) e o percentual de amostras reagentes em Monte Olivetti (p=0,4988).

Houve diferenca estatisticamente significativa entre o percentual das amostras de
Monte Olivetti com anticorpos reagentes (58,3%) e os 4,3% das amostras reagentes de
Cachoeiras de Macacu (p=0,0000). Também foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre o percentual de amostras reagentes em Monte
Olivetti (58,3%) com Garraféo (7,1%) (p=0,001845).

Consideraces por regido

Garrafao, Guapimirim

Todos os contactantes que entraram em &rea de mata com 0s casos 2 e 3
compareceram ao Ambulatério de DFA para realizagdo de inquérito sorologico e
molecular e coleta de informacdes epidemiologicas. As amostras foram coletadas 14
dias apds o diagndstico do primeiro caso na regido. Apenas um individuo foi reativo
para anticorpos anti-MSP1;9 (7,1 % dos testados) com titulacdo de 1:800. Esses dados

podem ser visualizados no gréafico 3.
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Gréfico 3 — Representagdo da frequéncia de amostras positivas na regido do
Garraféo e sua titulacéo

= Negativo

= 1:800.

Monte Olivette, Guapimirim

As visitas no local para coleta de dados e amostras para realizacdo de inqueérito
sorolégico e molecular foram realizadas cerca de 20 meses apds o diagnéstico do
primeiro caso.

A reatividade para MSP1,9 encontrada na populacdo estudada foi de 58%. Dos
14 individuos com amostras reativas para MSP1;9 dois deles ja apresentavam resultado
de sorologia positiva em 2010, como demonstrado em trabalho anterior (Miguel RB,
2011).

Dois caseiros da residéncia do caso 04 tambem apresentaram sorologia positiva
(1:400 para ambos), bem como uma gestante moradora da casa vizinha a residéncia do

caso 04.

Uma moradora do local, que residiu mais de 20 anos atras em Belém, PA, teve

amostra negativa na pesquisa de MSP1;q.
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Todos os individuos com sorologia positiva eram moradores do condominio,
sem historico de deslocamentos, viagem para area endémica de malaria, visita as demais
localidades com casos, uso compartilnado de seringas, transplantes de 6rgdos ou
hemotransfusdes, ademais, nenhum apresentou sinais ou sintomas compativeis com
maléria nos seis meses anteriores a coleta das amostras de sangue. O titulo minimo
encontrado foi de 1:100 e 0 méaximo 1:3200. Esses dados podem ser visualizados no
grafico 4.

Gréfico 4 — Representacdo da frequéncia de amostras positivas na localidade de Monte
Olivette e sua titulacéo

1:400.
= 1:800.
= 1:1600.
= 1:3200.

= Negativo
‘ = 1:100.
= 1:200.
< A

Santana de Japuiba, Cachoeiras de Macacu

A primeira visita no local para coleta de dados e amostras para realizacdo de
inquérito sorolégico e molecular foi realizada 22 dias ap6s o diagndstico do caso. As
demais visitas foram agendadas em datas subsequentes.

A reatividade para MSP1;4 encontrada na populagdo estudada foi de 4.3%. Os
cinco individuos com amostras reativas identificados em Santana de Japuiba tinham

como caracteristica comum o deslocamento para outros estados nos meses anteriores a
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coleta da amostra de sangue. Os estados referidos foram SC, ES, SP, BA, MG e MS,
sem entrada em areas de mata. Nenhum dos individuos com sorologia positiva
apresentou sinais ou sintomas compativeis com malaria nos seis meses anteriores a

coleta das amostras de sangue.

Alguns moradores recentes no local (cerca de seis meses), que ja residiram em
area endémica de maléria (Pard) e inclusive tiveram a doenca no passado, e foram
incriminados pela populacdo local como os responsaveis pela transmissdo de malaria na
regido apresentaram sorologia negativa para MSP1,4. O titulo minimo encontrado foi de
1:100 e 0 méaximo 1:200. Esses dados podem ser visualizados no gréfico 5.

Grafico 5 — Representacdo da frequéncia de amostras positivas na localidade de Santana
e sua titulacao

3% 1%

m Negativo

m 1:100.

1:200.

Cabeceira do Sana, Macaé

A primeira visita no local para coleta de dados e amostras para realizacdo de
inquérito soroldgico e molecular foi realizada 55 dias apds o diagnostico do primeiro
caso na regido. As demais visitas foram agendadas em datas subsequentes.

A reatividade para MSP1,9 encontrada na populacdo estudada foi de 50%. Das

amostras reativas a MSP1;9 chama atengdo, entre os 27 individuos, trés sdo 0s ex
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moradores do local provavel de infeccdo do caso 07, que residiram no local por varios
anos até a venda da casa.

Os vizinhos mais proximos ao local provavel de infeccdo do caso 07 também
apresentaram sorologia positiva, trata-se do sogro e marido da paciente 11, que teve
malaria 21 meses apds o primeiro caso na localidade (caso 07); (1:400 e 1:800
respectivamente). A coleta de sangue destes individuos ocorreu 55 dias ap6s o
diagnostico do caso 07. Uma mulher, também residente muito proximo ao local de
infeccdo do caso 07, relatou que no passado teve sintomas muito semelhantes a malaria,
que evoluiram para cura sem tratamento, também apresentou sorologia positiva para
MSP119(1:200).

Em todas as diferentes ocasides de coleta e nas diferentes areas houve amostras
reativas para MSP1;9. Nenhum dos individuos com sorologia positiva apresentou sinais
ou sintomas compativeis com malaria nos seis meses anteriores a coleta das amostras de
sangue. O titulo minimo encontrado foi de 1:100 e o maximo 1:1600. O grafico 6
apresenta as amostras positivas e negativas da regido.

Grafico 6 — Representacdo da frequéncia de amostras positivas na localidade de
Cabeceira do Sana e sua titulagao

= Negativo

= 1:100.

= 1:200.
1:400.

= 1:800.

= 1:1600.
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Macaé de Cima, Nova Friburgo

A primeira visita no local para coleta de dados e amostras para realizacdo de
inquérito sorologico e molecular foi realizada 70 dias ap6s o diagndstico do caso. As
demais visitas foram agendadas em datas subsequentes.

A reatividade para MSP1,9 encontrada na populacéo estudada foi de 50%. Dos
quatro individuos com amostras reativas para MSP1ljy dois sdo caseiros da casa
identificada como local provavel de infec¢do do caso, e trabalham no local ha varios

anos, 0s outros dois sdo residentes na casa vizinha.

Nenhum dos individuos com sorologia positiva apresentou sinais ou sintomas
compativeis com malaria nos seis meses anteriores a coleta das amostras de sangue. O
titulo minimo encontrado foi de 1:100 e o maximo 1:800. O gréafico 7 apresenta as
amostras positivas e negativas da regido.

Gréafico 7 — Representacdo da frequéncia de amostras positivas na localidade de Macaé
de Cima e sua titulagéo
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PESQUISA E CARACTERIZACAO DE VETORES

As coletas entomoldgicas foram realizadas em quatro localidades situadas em
areas proximas a Mata Atlantica no Estado de do Rio de Janeiro, cuja vegetacao é rica
em bromélias, que funcionam como criadouros de formas imaturas de anofelinos do

subgénero Kerteszia.

Somando todas as regides investigadas, foram coletados no total 326 anofelinos
conforme apresentado na tabela 5.

Tabela 5 — Numero de anofelinos coletados por localidade pesquisada.

Localidade N° de anofelinos coletados

Guapimirim 08

(Condominio Monte Olivette)

Cachoeiras de Macacu 18

(Santana de Japuiba)

Nova Friburgo 31

(Macaé de Cima)

Macaé 269

(Cabeceira do Sana)

TOTAL capturado 326

Guapimirim

A captura de mosquitos adultos no municipio Guapimirim ocorreu no Condominio
Monte Olivette no periodo de janeiro a junho de 2012. Foram realizadas de uma a duas
coletas a cada més no periodo das 17:00 as 22:00h, muito proximo a mata fechada,

utilizando-se armadilha Shannon, luz e isca animal (cavalo). Foram capturados sete
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Anopheles (Kerteszia) cruzii (Dyar & Knab, 1908), e um Anopheles (Myzorhynchella)
parvus (Chagas, 1907), totalizando oito anofelinos capturados.

Cachoeiras de Macacu

A captura de mosquitos no municipio Cachoeiras de Macacu ocorreu no
Condominio Santa Helena, em Santana de Japuiba, em setembro de 2011 no periodo das
17:00 e 21:00h. Como o local provavel de infec¢do do caso ndo era tdo proximo a mata
fechada, as coletas foram realizadas no peridomicilio. Foram capturados 11 Anopheles
(Nyssorhynchus) aquasalis (Curry, 1932), cinco Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis
(Lynch-Arribalzaga, 1878) e dois Anopheles (Nyssorhynchus) triannulatus (Neiva &
Pinto, 1922), totalizando 18 anofelinos.

Nova Friburgo

A captura de mosquitos no municipio de Nova Friburgo ocorreu em Macaé de Cima
em uma unica coleta no periodo das 17:00 e 21:00h. A coleta ocorreu nas proximidades
da casa considerada como local provavel de infeccdo (peridomicilio) e na regido de

mata fechada proxima ao domicilio, 1004m de altitude.

Foram capturados 30 Anopheles (Kerteszia) cruzii, provenientes de coletas de
imaturos e um Anopheles (Nyssorhynchus) oswaldoi (Peryassu, 1922) em isca animal

(cavalo), totalizando 31 anofelinos.

Macaé

A investigacdo da fauna de mosquitos no municipio de Macaé (regido do Arraial
do Sana e Cabeceira do Sana) ocorreu no periodo de novembro de 2011 a abril de 2013
utilizando-se armadilha Shannon, luz e isca animal (cavalos). Foram escolhidas duas
areas para coletas de adultos e formas imaturas desses culicideos, identificadas como
Ponto 1, local provavel de infeccdo do caso 7, area de mata fechada com 735m de

altitude e Ponto 2, local de permanéncia do caso 7, area que recebe muitos visitantes
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caracterizada como peridomicilio, com 380m de altitude; e onde a equipe de
entomologia que realizou as capturas ficou hospedada.

Foram realizadas 41 coletas de adultos no Ponto 01, durante 15 meses, com um
total de 247 anofelinos, dos quais 239 da espécie Anopheles (Kerteszia) cruzii, um
Anopheles lutzi, cinco Anopheles (Nyssorhynchus) parvus, trés Anopheles
(Nyssorhynchus)  argyritarsis  (Robineau-Desvoidy,  1827) um  Anopheles
(Nyssorhynchus) galvaoi (Causey, Deane & Deane, 1943).

No Ponto 02, foram realizadas 20 coletas por sete meses com um total de 22
anofelinos, discriminados como se segue: seis Anopheles (Nyssorhynchus) parvus, 10
Anopheles (Nyssorhynchus) rangeli (Gabaldon, Cova Garcia & Lopez, 1940); dois
Anopheles (Nyssorhynchus) strodei (Root, 1926); um Anopheles (Nyssorhynchus)
argyritarsis, quatro Anopheles (Nyssorhynchus) evansae (Brethes, 1926); um Anopheles
(Nyssorhynchus) benarrochi (Gabaldon, Cova Garcia & Lopez, 1941).

O grafico 8 e tabela 6 apresentam a frequéncia de Anopheles (Kerteszia) cruzii

coletados més a més na localidade do Sana, Macaé.

Grafico 8 - Frequéncia de Anopheles (Kerteszia) cruzii coletados més a més na

localidade do Sana, Macaé.
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Tabela 6 — Més de coleta, nimero de horas de captura e nimero de An. cruzii

capturados.

Meses An. cruzii Horas de captura
nov/11 9 7
dez/11 67 3
jan/12 20 9
fev/12 1 18
mar/12 0 12
abr/12 7 9
mai/12 0 18
jun/12 0 4
jul/12 5 6
ago/12 6 6
set/12 42 4
out/12 8 2
nov/12 3 3
dez/12 2 3
jan/13 17 5
fev/13 N&o houve coleta
mar/13 47 3
Abr/13 0 6

Total 234 84

Analise molecular

A andlise molecular da glandula salivar dos vetores capturados nao identificou

nenhum mosquito com plasmadio.
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ESTUDO EM PRIMATAS NAO HUMANOS

Investigacdo em animais mantidos no CPRJ

Foram examinados 30 primatas mantidos no CPRJ; e a coleta das amostras foi
realizada em novembro de 2011. Dezoito animais eram do sexo feminino (62%); a
média de idade foi seis anos, mediana de sete anos [1-14]. O peso médio 2,800g [700g —
7,500g]. Nenhum animal examinado era esplenectomizado.

Acompanhamento dos primatas

Todos o0s animais encontravam-se em bom estado geral até o final do estudo,
com excecdo de um Saimiri, de origem amazonica, procedente de Cachoeiras de
Macacu doado ao CPRJ pesando 1110g, que apresentou uma sindrome diarréica
associada a febre baixa e evoluiu para obito no final de setembro de 2013. Este animal
ndo apresentava indicios clinicos ou moleculares para infeccdo por Plasmodium nos
exames realizados 22 meses antes do 6bito. Foi realizada autopsia e coletado material de
cérebro, pulméo, figado, e baco para analise histopatologica e PCR para malaria.
Fragmentos de baco e figado foram submetidos a extracdo de DNA. A pesquisa de

plasmaddio através de exame molecular foi negativa.

Investigacdo em animais de vida livre

A investigacdo do 6ébito de um primata de vida livre também foi realizada, ap06s
0 comunicado do Dr. Alcides Pissinati, chefe do CPRJ.

A carcaca do animal, de vida livre, foi encontrada nos arredores do CPRJ em
dezembro de 2013. Tratava-se de uma fémea, Alouatta clamitans, com
aproximadamente 15 anos, com sinais de decomposicdo e perna direita com larvas
(bicheiras) na regido do calcanhar. O animal passou por autopsia e fragmentos de baco
e figado foram submetidos a extracdo de DNA. A pesquisa de plasmodio através de

exame molecular na amostra do bago foi positiva para P.simium/P.vivax.
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A caracterizacdo molecular através da andlise de fragmentos da amostra esta
descrita no quadro 8 o animal foi identificado com MB.

Uma familia de seis primatas, do género Alouatta, da familia Atelidae,
popularmente conhecidos por bugio, guariba ou barbado, inicialmente de vida livre,
apreendidos pelo IBAMA nos arredores da cidade de Angra dos Reis e mantidos no
Criadouro Passaredo, em Guaratiba, teve suas amostras coletadas em novembro de
2013. A familia era composta de Pai e Mae e quatro filhos, sendo dois machos e duas
fémeas com peso variando de 3,800 a 5,350kg. Apés a coleta de sangue, a primeira
filhote fémea veio a dbito, sem investigacdo da causa. O exame molecular de todos os

animais foi negativo.

Inquérito Molecular

O exame molecular (PCR) detectou nove individuos (30%) infectados por
Plasmodium. Cinco infectados por P.malariae/P.brasilianum (56%), trés por P.
vivax/P.simium (33%) e um (11%) por P.malariae/P.brasilianum e P. vivax/P.simium
(infeccdo mista). O quadro 9 apresenta os primatas infectados, a espécie plasmodial

infectante e a procedéncia dos mesmos.

Quadro 9 — Espécie plasmodial e procedéncia dos primatas com exame molecular
positivo para plasmaédio.

Identificacdo Primata Espécie plasmodial
encontrada
2539 Cebus xanthosternos P.malariae/P.brasilianum
2005 Cebus xanthosternos P.malariae/P.brasilianum
2324 Cebus xanthosternos P. vivax/P.simium
2503 Cebus sp P. vivax/P.simium
2559 Cebus sp P. vivax/P.simium
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P. vivax/P.simium e
2209 Cebus robustus _ .
P.malariae/P.brasilianum
2203 Aotus nigriceps P.malariae/P.brasilianum
2443 Alouatta g. clamitans P.malariae/P.brasilianum

A caracterizagdo molecular através de analise de fragmentos do DNA do
Plasmodium foi realizada para todos os primatas com PCR positiva para P.vivax. Assim
como para 0os humanos, microssatélites de 10 loci (MS1, MS5, MS6, MS7) e dois
blocos polimérficos da MSP-1 (bl02 e bl10) foram buscados. O quadro 10 apresenta 0s
resultados.

Quadro 10 - Caracterizagdo molecular das amostras de primatas a partir da

analise de fragmentos.

MARCADOR

Amostra | MS1 | MS5 | MS6 | MS7 | MSP1bl2 | MSP1bl10
2324 287 | 200 | 209 | 349 3g7* 994
2503 287* | 182** | 104 | 322* 154 294
2209 287 | 200 | 209 | 367 364 294
2559 287% | 200 | 209 | 349 364 429
MB 236* | 182** | 200 | 355 3g7* 372

*Alelo novo, nunca detectado anteriormente em humanos e/ou primatas.

** Alelos identificados em primatas ndo humanos em estudo conduzido no municipio de
Indaial, Santa Catarina.

Alelos ja descritos em amostras humanas

Alelos comuns a humanos e primatas, identificados até 0 momento, apenas neste estudo.

X Alelo que ndo funcionou
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Inquérito Soroldgico dos primatas

As 30 amostras de primatas mantidos no CPRJ analisadas apresentaram, baixa
imunoreatividade a MSP135. N&o foi possivel identificar um ponto de corte (cut off)

devido a falta de controles negativos (amostras de macacos ndo expostos a transmissao

de maléria).
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DISCUSSAO

Aspectos historicos

De acordo com Carvalho & Rachou 1950, no inicio do século XX, a malaria era
endémica no estado do Rio de Janeiro e praticamente restrita a baixada fluminense, area
entdo coberta por grandes mangues, espagos propicios para a reproducao do principal
vetor da maléria, o An. darlingi presente na &rea. Também eram encontrados infectados
An. aquasalis, An. Albitarsis e An. bellator. A espécie de plasmodio predominante
detectada na época era o P. vivax (Arquivos Fundacdo Rockfeller, 1928 APUD Miguel
2011).

Até 1945, diversos municipios do estado do Rio de Janeiro apresentavam casos
autoctones de malaria: Angra dos Reis, Araruama, Barra do Pirai, Barra Mansa, Bom
Jesus de Itabapoana, Cabo Frio, Cachoeiras de Macacu, Campo dos Goytacazes,
Casemiro de Abreu, Duque de Caxias, ltaborai, Itaguai, Itaverd, Macae, Magg,
Mangaratiba, Marica, Nilopolis, Niteroi, Nova lIguacu, Parati, Pirai, Rio Bonito,
Resende, Santa Maria Madalena, Sdo Fidélis, Saquarema, Silva Jardim e Vassouras
(Carvalho & Rachou 1945). Esses autores descrevem que, em alguns municipios, a
malaria era endémica em toda sua extensdo e, em outros, a doenca estava localizada
apenas em algumas regides, corroborando com o descrito por Barros Barreto (1940),
que também chamou a atencdo para a ocorréncia dos casos principalmente no verdo,
como no presente estudo.

Diversas acdes foram implementadas no Estado do Rio de Janeiro com o
objetivo de combater a malaria, dentre as quais a quininizacdo forcada (Benchimol e
Silva, 2008). A partir das décadas de 1960 e 1970, com o sucesso da campanha de

erradicacdo da maléria na regido extra-amazonica, a maléria foi considerada eliminada
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no estado que se transformou em area de transmissdo interrompida (Moraes, 1990),
entretanto, sem eliminagdo completa do mosquito transmissor (Centro de Estudos e
Pesquisa em Antropozoonoses do estado do Rio de Janeiro, exposto no | Encontro
macrorregional de malaria do Rio de Janeiro em 2009).

S&o escassos 0s dados disponiveis sobre casos autdctones nos anos seguintes, e
0s casos identificados principalmente nas cidades do interior do estado eram importados

de areas endémicas, e outros secundarios introduzidos.

Aspectos epidemioldgicos (dindmica de transmissdo — tempo, local, pessoa,
resposta imune)

O ambulatério de referéncia para Doengas Febris Agudas (DFA) do IPEC atende
em média 200 casos suspeitos de malaria por ano, e recebe encaminhamento de diversas
outras unidades de salde do estado. No periodo deste estudo, o DFA foi responsavel
pelo atendimento de cerca de 40% de todos os casos autoctones diagnosticados no
estado, e pela investigacdo e identificacdo dos casos em Macaé, Guapimirim,
Cachoeiras de Macacu, Teresopolis e Sapucaia. A maioria dos casos apresentados neste
estudo procurou outra unidade de satde antes de ser atendido no DFA-IPEC. E provavel
que a assisténcia especializada faca diferenca no diagndstico clinico de doencas menos
prevalentes na cidade do Rio de Janeiro, como a malaria, que raramente é considerada
como diagnostico diferencial de febre aguda (Bressan 2010), somado a ocorréncia de
casos autdctones, que também dificulta a suspeicdo diagndstica.

As éareas apontadas através do georeferenciamento mostram atualmente a
possibilidade de um corredor de infeccdo no estado do RJ, com dois aglomerados,
provavelmente distintos: perfil 1 que engloba dois focos - Guapimirim/Teresopolis e

Lumiar/Sana. O foco Guapimirim/Teresépolis contempla os casos ocorridos na base da
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montanha do Dedo de Deus, na Serra dos Orgdos (Garrafio, Monte Olivette e
Teresopolis) e o foco Lumiar/Sana que contempla os casos adquiridos na regido da
Serra do Mar, em Lumiar, Macaé de Cima, Arraial do Sana, Cabeceira do Sana. Os
casos ocorridos em Cachoeiras de Macacu e Sapucaia estdo fora do corredor
considerado aparentemente vulneravel a transmissdo da maléria, identificados como

perfil 2 neste estudo e discutidos a seguir.

Dinamica de transmissao

Os resultados aqui apresentados estdo em conformidade com a hipétese de
Curado et al 2006 e Duarte et al 2008, que sugerem que em areas de Mata Atlantica, os
seres humanos podem ser infectados com Plasmodium spp quando adentram em areas
de mata fechada onde existem primatas e vetores como An cruzii.

A falta de relatos de casos anteriores nessas regides (com excecdo da localidade
de Lumiar) poderia ser atribuida a baixa incidéncia de malaria na area, a dificuldade de
diagnostico e a subnotificacéo.

Observou-se que 0s casos ndo ocorreram em areas consideradas urbanas, mas
em locais em que a mata original cedeu seu espago ao ambiente modificado. Nas visitas
aos locais de infeccdo comprovou-se a sua baixa densidade demogréafica, de acordo com
a teoria de Garcia (2010) de que a malaria é uma doenca essencialmente rural. Segundo
a OMS (2007), focos de malaria raramente sdo isolados e seus limites territoriais na
maioria das vezes ndo sdo bem definidos, ja que sdo dependentes do vetor e de
hospedeiros (humanos ou ndo). A distancia entre as localidades deste estudo por estrada
é grande (> 100km), mas o célculo em linha reta entre os pontos demonstrou que a
distancia média foi de 45 km (mediana 44 km), a distdncia minima entre os diferentes

focos 24.3 km e a distancia maxima 79.7 km.
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Ao se supor primatas ndo humanos como reservatorios do plasmadio nas regides
com casos, o0s relatos na literatura apontam como seu o deslocamento sendo muito
variavel e relacionado a varios fatores como: caracteristicas ambientais, distribuicdo dos
recursos alimentares no tempo e no espaco, tamanho e densidade dos grupos, grau de
territorialidade da espécie e presenca de competidores, (para detalhes rever Porfirio de
Souza 2005). De forma geral, o registro da area percorrida para suas atividades para
primatas do género Alouatta, denominados popularmente bugios, guaribas, barbados ou
carajas e descritos por diversos autores como reservatorios de plasmodio (Aradjo et al
2013, Yamasaki 2011, Deane 1992), varia entre <2 a 182 hectares (Porfirio de Souza
2005), cerca de dois quilémetros. Contudo, sdo animais de comportamento, geralmente,
discreto com movimentos lentos (Porfirio de Souza 2005), (Hirsch et al 1991 APUD
Oliveira 2011). Ja os primatas do género Cebus, tem o deslocamento relacionado ao
tamanho e qualidade da area, a disponibilidade e distribuicdo espacial de recursos
alimentares, a preferéncia de habitats e a densidade populacional da espécie (para
detalhes, rever Pereira Martins 2010). Diferentes valores de area de uso foram
registrados para as espécies de Cebus com variacGes entre 80 ha a 969 ha (Pereira
Martins 2010), cerca de 90 metros a nove quilémetros.

Segundo relatos da veterinaria do Parque Nacional da Serra dos Orgaos,
localizado na Serra do Mar na Regido Serrana do Rio de Janeiro englobando os
municipios de Teresdpolis, Petrépolis, Magé e Guapimirim, a presenca de primatas de
vida livre na Floresta Atlantica do parque é constantemente observada nas imagens de
maquinas fotograficas instaladas em distintos locais do parque. A presenca de diversos
primatas ja foi comprovada na regido, inclusive com o achado de um filhote de Alouatta
pela populacdo do Monte Olivette. Em todas as regibes do estudo, com excecdo de

Cachoeiras de Macacu e Sapucaia, a populacdo local apontou a presenca de primatas
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ndo humanos na regido. Segundo relatos, os mesmos tinham tamanho de uma crianga
em fase pré-escolar e seus ruidos sonoros audiveis mesmo em longas distancias. Este
relato é compativel com a o descricdo de representantes do género Alouatta, apontados
como a segunda maior espécie de primata sul-americano, medindo entre 60 a 65
centimetros, e pesando de 6 a 10 kg, e caracterizados pela utilizacdo de todos 0s niveis
da floresta e mais frequentemente o estrato superior, embora possam descer ao chéo
(Neville et al 1988 APUD Oliveira 2011). S&o encontrados em altitudes de 0 a 3.200 m.
Os machos de Alouatta vocalizam e essa vocalizacdo parece associada ao contexto da
territorialidade, podendo ser interpretada com a funcdo de defesa de espaco, sendo
emitida principalmente nas periferias de areas relativamente delimitadas e na direcdo
dos grupos vizinhos; usualmente para determinar a localizagdo da tropa e defender seu
territorio (Porfirio de Souza 2005, Oliveira 2011).

Os resultados deste estudo apontam para predominio do An cruzii como vetor
preferencial nas areas de montanhas onde ha& abundantes bromélias, criadouros de
anofelinos do género Kerteszia, que picam na copa das arvores e no solo (Deane 1992) e
apresentam a alta mobilidade vertical (Rona et al 2009). An cruzii é considerado o0 vetor
da malaria na Mata Atlantica, e utiliza as bromelias como seu habitat larval (Lorenz et
al 2012). A presenca de bromélias e a construcdo de moradias muito proximas a mata,
em algumas situacbes no mesmo nivel da copa de algumas arvores, pelo relevo da
regido, facilitam a proximidade de humanos com o An cruzii nesses locais. Como no
nosso estudo, An cruzii também foi a espécie predominante em capturas realizadas em
areas com malaria autdctone no estado de Sdo Paulo (Neves et al 2013, Duarte et al
2013), e € considerado vetor de plasmddios simianos e humanos (Marrelli et al 2007).

Os casos aqui apresentados ocorreram em sua maioria em visitantes (71.5%). A

baixa frequéncia de exposicdo aos anofelinos presentes na regido e, ao parasito, e a

141



consequentemente reduzida protecdo imune (premuni¢do) do visitante contra o
plasmédio e resisténcia adquirida contra a doencga, seriam possiveis explicacdes para a
maior ocorréncia de casos nesses individuos quando comparados aos moradores, a
priori, constantemente expostos ao plasmddio, como também sugere Curado et al

(1997) ao observar os casos autoctones de Mata Atlantica de SP.

A hipétese de dois focos autoctones nas regides descritas no estado € justificada
pela frequéncia elevada de sorologia positiva entre os moradores de areas proximas
onde ocorreram os casos, (Monte Olivette 58%; Sana 50%; e Macaé de Cima 50%). A
unica localidade com frequéncia de sorologia positiva baixa foi Garrafao, no grupo que
entrou na regido de mata (7,1%). A baixa frequéncia encontrada nesse grupo também
registrada no estudo de Miguel, 3,8%, (2011) pode ser explicada pela precocidade com
que foi realizada a pesquisa, 14 dias apos o diagnostico dos casos, tempo curto para a
deteccdo de resposta anticorpo.

Ao considerar o conjunto de individuos incluidos no estudo nas regides em que
os dois focos foram descritos (Sana/Lumiar e Guapimirim/Teresopolis), a frequéncia de
sorologia positiva para 1gG MSP1,4 foi 46%, semelhante a outro estudo realizado no
Vale do Ribeira, regido de Mata Atlantica com transmissao persistente no estado de Séo
Paulo, que encontrou prevaléncia de 49% e 32% para anticorpos de formas assexuadas
de P. vivax e P. malariae respectivamente (Curado et al 2006).

Os casos de malaria autoctone na regido da Serra dos Orgdos (Garrafdo e Monte
Olivette, bairros vizinhos), foram descritos primeiramente por nosso grupo (Costa et al,
2010) e ocorreram em forma de conglomerados em 2008, 2009 e 2010. Acrescenta-se a
esta regido, o caso adquirido no Parque Nacional da Serra dos Orgéos (Teresopolis) em
2013, todos na base do Dedo de Deus, area de Mata Atlantica fechada e parcialmente

preservada, com os locais em que os casos foram adquiridos, variando entre altitudes de
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340-1300 metros, altitudes aceitaveis para a transmissdo da malaria, segundo a maioria
dos autores (OMS 2007) e a distancia total entre os casos foi de 6,54 km?.

Como as areas mencionadas estdo localizadas em regiGes de serra, a altitude faz
com que a temperatura seja mais agradavel no verdo e bastante fria no inverno. Nesse
estudo An. cruzii foi um mosquito abundante nas areas com altitude elevada, da mesma
forma como identificado na Serra da Bocaina, fronteira entre os estados do RJ e SP
(Marrelli et al 2007).

A temperatura é um fator ambiental importante para a dindmica de transmissdo
da maléria (OMS, 2007), ja que a multiplicacdo do plasmodio no interior do vetor é
reduzida drasticamente entre 20° a 27°C e, segundo alguns autores, o desenvolvimento
parasitario cessa abaixo de 16°C (OMS, 1961, Garcia 2010). Barros Barreto (1940) e
Garcia (2010) afirmam que para um Otimo desenvolvimento de P.vivax, espécie
identificada em todos 0s casos deste estudo, a temperatura ideal seria entre 22°C e 24°C.
A maioria dos casos aqui apresentados ocorreu nos meses mais quentes do ano, em que
a temperatura se mantém acima dos 20°C, em conformidade com o relatado por Cerultti
(2007) no Espirito Santo. Miguel 2011 aponta que a maioria dos casos de malaria
notificados no estado do RJ ocorrereu no primeiro semestre. Entretando, como salienta
Garcia (2010), a temperatura ndo pode ser considerada como determinante Gnico, uma
vez que as atividades humanas e seu impacto na ecologia local geralmente tém sido
muito mais significativos. Vittor et al (2006), mostraram que o desmatamento aumentou
a taxa de contato entre anofelinos e seres humanos na Amazénia peruana, aumentando
assim a incidéncia da malaria na regido. Esta poderia ser a explicacdo do surgimento
recente de casos nessas regides, sem histérico anterior de malaria, jA& que o
desmatamento para a construcdo de moradias vem ocorrendo de forma crescente nesses

locais onde as modificacGes produzidas pelo homem sdo capazes de criar condicdes
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ecoldgicas e climaticas que favorecem algumas espécies de vetores (Castro et al 2006,
Olson et al 2010).

A espécie visualizada no exame direto de todos os casos de maléria adquirida na
regido da Serra dos Orgéos foi P.vivax, confirmada por exame molecular em trés dos
seis casos. Em relacdo aos aspectos soroldgicos, a variante VK 210 (P.vivax classico)
predominou e foi observada em quatro dos cinco casos pesquisados; classicamente, esta
é a variante de CSP mais descrita em todo mundo (Machado & P6voa 2000, Gonzéalez
et al 2001, Lim et al 2005, Souza-Neiras et al 2007). Apenas um caso reagiu a variante
P.vivax-like e um caso ndo reagiu a nenhum peptideo de P.vivax (MSP1-19 e variantes
de CSP) nem a antigeno bruto por IFI. Anticorpos para P. falciparum (CSP, MSP3 e
GLURP) foram observados em dois casos. No estudo conduzido por Cerutti et al

(2007), a variante VK 210 (P.vivax classico) também predominou.

O primeiro caso relatado na regido do Sana ocorreu de forma isolada, em maio
de 2011 e foi identificado e descrito por nosso grupo (Brasil et al 2013) e os trés
seguintes ocorreram, em formato de aglomerado, 21 meses depois do primeiro caso
(meses de fevereiro e marco de 2013). A investigacdo na localidade ja acontecia quando
0s trés casos seguintes ocorreram e as amostras de individuos da populagédo vizinha ja
haviam sido coletadas, inclusive, de familiares dos casos. Na Cabeceira do Sana onde
foram identificados os casos de maléria, as altitudes variam de 300 a 1.400m, a mata é
fechada e repleta de bromélias e a circulacdo de humanos é muito restrita. A distancia
minima entre os casos foi de 0,82 km e a maxima de 7,40 km, o que aponta para uma
transmissdo localizada, na qual a introducdo é pouco provavel, jA que o primeiro caso
descrito na regido ocorreu em um homem gue permaneceu praticamente isolado durante
mais de duas semanas em mata fechada. Em todos os casos, em que se identificou

plasmddio no exame direto, a espécie visualizada foi P. vivax, e o exame molecular
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mostrou infeccdo por P. vivax em trés casos e em um caso infeccdo mista - P. vivax e P.
falciparum. Em relacdo aos aspectos soroldgicos, trés dos quatro casos foram
investigados, e todos responderam a todos os antigenos pesquisados (Elisa MSP1g, de
antigeno bruto para P.vivax, todas as variantes de CSP de P. vivax, CSP de P. malariae
e P. falciparum). A paciente n® 12, identificada no exame molecular com infecgéo
mista, apresentou anticorpos também para MSP3 e GLURP de P. falciparum. A
presenca de P. falciparum na regido de Mata Atlantica ja foi observada em individuos
assintomaticos no estudo conduzido por Cerutti et al (2007) na regido montanhosa do
estado do ES, e por Curado et al (2006), que descreveu quatro individuos com PCR
positiva para P. falciparum e P. vivax (infeccdo mista) e dois individuos com PCR
positiva para P. falciparum. Destes, quatro eram oligossintomaticos e dois (um com
infeccdo mista e outro com infec¢do por P. falciparum) eram assintomaticos. Miguel
(2011) em inquérito molecular no municipio de Guapimirim também encontrou um
individuo assintomatico com PCR positivo para P.falciparum e exame direto negativo.
Estes sdo os primeiros casos de malaria nestas regides (Sana e Guapimirim),
consideradas essencialmente turisticas no estado do RJ e com todo o exposto, pode-se
afirmar que ndo se trata de reintroducdo da doenca nestas regifes, mas sim, de casos
autoctones em localidades novas em que nunca foram descritos casos no passado. A
transmissdo para 0os humanos seria acidental, quando 0s mesmos adentram o habitat
tanto do vetor, quanto de um provavel reservatério ndo humano. Observou-se que a
construcdo de moradias cada vez mais préximas a mata e o desmatamento na regido,
associado a entrada constante na mata, sugerem relacdo com a aquisicdo da malaria. A
frequéncia de 50% dos individuos da vizinhanca dos casos com sorologia positiva (1I9G
anti-PvMSP1,9) € um indicativo que aponta para circulacdo de plasmodio na regido. A

malaria, portanto, nestas regifes seria uma zoonose e nao antroponose como ocorre em
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regides endémicas, assim como 0 ja sugerido em estudos realizados em outras regifes
montanhosas nos estados do ES e SP (Cerutti et al 2007a, Marelli et al, 2007, Ueno et al
2007, Yamasaki T, 2011).

Em relagdo ao municipio de Nova Friburgo, desde a década de 1990, comecaram
a ocorrer casos autoctones de forma localizada e frequente nas localidades de Lumiar e
Sdo Pedro da Serra, importantes roteiros turisticos separados apenas por cinco
quildbmetros e inseridos na regido serrana do estado. A regido de Nova Friburgo,
(principalmente os distritos citados) foi a que apresentou maior nimero de casos no
estado no periodo estudado (n=14), correspondendo a 37% do total de casos autdctones
notificados, entretanto, apenas um destes casos foi incluido neste estudo, ja que uma
equipe local j& diagnostica e trata os casos da regido e a comunicacao destes é realizada
diretamente para a Secretaria Estadual de Saude (SESDC, RJ). Nao foi possivel
caracterizar morfologicamente a Unica amostra proveniente desta regido e nao foi
realizado inquérito sorologico na area. Contudo, Azevedo (1997), ao estudar amostras
sanguineas coletadas nesta regido em 1993, durante o primeiro cluster de casos no local
(35 amostras) e em 1996 (65 amostras) observou uma prevaléncia de 35,4% e 47,8% de
IgG-anti P. vivax positiva, respectivamente. An cruzii foi identificado como vetor na
regido e foi encontrado em 98% das capturas, com densidade vetorial mais intensa na
primavera. Estes resultados demonstram que a circulacdo de plasmodio ja ocorre na
regido ha pelo menos duas décadas desde o primeiro relato de casos em 1993,
evidenciada pelas reacdes soroldgicas na populacdo contactante no mesmo ano e em
1996; e pelos casos notificados nos anos de 2003, 2005, 2006, 2007, 2008, 2010, 2012 e
2013.

Algumas hipoteses sdo levantadas para explicar a localizacdo de casos nesta

regido. A area é receptiva e casos importados sdo capazes de gerar casos introduzidos. A
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presenca de um templo da comunidade religiosa Santo Daime (Oliveira DM, 2010),
associada ao frequente deslocamento de seus fiéis para a regido norte do pais, poderia
ser uma explicacdo para a ocorréncia de casos na localidade, ja que estes individuos
retornariam da area endémica com infeccdo por plasmddio, e a presenca de vetores na
regido subsidiaria a presenca de casos secundarios introduzidos. Outra hipotese que
justificaria a ocorréncia de casos seria a presenca de madeireiras na regido que sao
abastecidas com produtos oriundos da regido norte do pais; vetores infectados poderiam
ser transportados até a regido, de forma similar a ja bem descrita “maléria de
aeroporto”. A hipdtese de um reservatorio ndo humano que serviria como fonte
continua de infeccdo também nédo pode ser descartada, 0 que esta em consonancia com a
hipdtese levantada para os casos observados no Sana e na Serra dos Org3os.

Os estados de SP e ES apresentam casos autdctones constantes, identificados,
em sua maioria como maléria vivax (Branquinho et al, 1997). A frequéncia de casos é
bem superior ao numero notificado no estado do Rio de Janeiro; comparando periodos
iguais (2006-2013), o estado do ES notificou quase nove vezes mais casos autdctones
que o RJ (324 x 38 casos), bem como os estados de SP (183) com quase cinco vezes 0
namero de casos do RJ, apesar de condicdes climéticas e epidemioldgicas semelhantes.
O estado de Minas Gerais é 0 que menos notifica casos autoctones na regido Sudeste,
ndo ocorrendo registro de transmissdo da malaria no estado desde 2008 (Mota 2013). O
perfil epidemiolégico do estado de SP, com duas areas e vetores distintos (serra e
planalto, subgénero Kertezsia e subgénero Nyssorhynchus respectivamente) é muito
semelhante ao descrito neste estudo, em que casos autdctones e casos introduzidos tém

perfis diferentes.
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Em relacdo ao perfil epidemioldgico 2 — possibilidade de casos secundarios
introduzidos a partir de caso indice importado na regido de Cachoeiras de Macacu, que
como descrito anteriormente, j& foi area endémica de maléria no passado.

Um fator que indica que o caso nessa localidade ndo é autdctone e sim
introduzido é a baixa prevaléncia de anticorpos na populagdo contactante, moradora do
mesmo condominio, somado a captura entomoldgica exclusiva de vetores do subgénero
Nyssorhynchus (An aquasalis, An albitarsis e An triannulatus), diferente do encontrado
nas outras regides pesquisadas. De acordo com Laporta et al 2011, espécies do
subgénero Nyssorhynchus também podem participar da dindmica da transmissdo da
malaria em areas fora da Amazonia; An albitarsis poderia estar envolvido na dindmica
da transmissdo da malaria em algumas areas de Mata Atlantica, contudo, é necessario
uma consideravel densidade vetorial para que isto ocorra, o que ndo foi observado em
nosso estudo. Além disso, o local provavel de infeccdo do caso, um condominio em
uma area sem matas ao redor, sugere a possibilidade que este tenha sido um caso
secundario introduzido, ja que nesta regido a presenca de mata € escassa. Foram
analisadas amostras de praticamente todos os individuos que atualmente residem no
condominio, além de outros moradores da regido proxima e que apresentavam historia
prévia de deslocamento para area endémica, sem qualquer resultado positivo no
inquérito soroldgico realizado. Uma grande obra realizada na regido, para a construcao
do Complexo Petroguimico do Rio de Janeiro (COMPERJ), impde a regido um fluxo
constante de individuos oriundos de diversas regibes do pais e do exterior. Portanto,
analisando o contexto epidemioldgico; os fatores envolvidos na dindmica de
transmissdo; a baixa frequéncia de anticorpos encontrada na populacdo local; a
identificacdo de anticorpos contra MSP1-19 e Pvivax classico (VK 210) CSP de P.

falciparum e MSP3 e GLURP de P. falciparum no soro do paciente; a auséncia de
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vetores do subgénero Kertezsia capturados; a alta parasitemia do caso (5,880 p/mm?),
quando comparada as demais incluidas no estudo; e a evolucéo clinica complicada do
paciente com necessidade de internacdo hospitalar, a hipétese de infeccdo secundéria a
introducdo, parece ser a mais provavel. A ocorréncia pouco usual de maléria (um caso
em 1996, oito casos no periodo de 2002 a 2010, seis em 2003 e dois em 2004- SINAN-
RJ) ndo contribui em nada para o esclarecimento do tipo de transmisséo na regiao.
Sapucaia, apesar de estar localizada numa regido montanhosa de passagem da
Serra da Mantiqueira, apresenta vegetacao rasteira sem grande cobertura de mata. A nao
realizacdo de inquérito entomoldgico e epidemiolégico na regido, ndo permite o
estabelecimento de qualquer hipotese sobre a possibilidade de autoctonia na area. Os
anticorpos identificados nas amostras da paciente foram para MSP1-19 CSP de P.vivax

classico, VK 247, P.vivax-like, CSP de P. malariae e P. falciparum.
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Aspectos clinicos dos casos

Casos de malaria no Rio de Janeiro (autoctones e importados) sdo
diagnosticados na maioria das vezes ap0s extensa investigacdo de outras etiologias de
febre. Neste estudo, o tempo médio entre o inicio dos sintomas e o diagnéstico foi de 16
dias, variando entre nove e 28 dias, 0 que pode caracterizar em alguns casos a Febre de
Origem Obscura (FOO, > 21 dias (Gaeta et al 2006, Hayakawa et al 2012, Kaya et al
2013)). O atraso no diagndstico de casos autdctones esta associado ao desconhecimento
da populacdo, devido a baixa divulgacdo da doenca na regido, e dos profissionais
médicos, que supdem que individuos que ndo se deslocaram para areas endémicas de
malaria ndo podem ter a doenca. Por ser evento pouco frequente em regibes nédo
endémicas, a malaria pouco faz parte do curriculo das escolas médicas sediadas nessas
regides, que associam a doenca apenas aos paises africanos e a floresta Amazonica
(Wanderley et al 1994). Outras patologias sdo privilegiadas como hipotese diagnostica
alternativa, como dengue em 61,5% dos individuos deste estudo, mesmo nos casos em
que a febre excedia os classicos sete dias da arbovirose.

Bressan (2010) salienta que a malaria em sua apresentacdo inicial, com poucos
dias de febre, pode ser facilmente confundida com Febre do Dengue (FD), ja que o0s
sinais e sintomas, mesmo que mais prevalentes em uma ou em outra entidade, ndo sao
tdo especificos. Nos pacientes atendidos na cidade do Rio de Janeiro a informacdo de
viagem a area endémica é de extrema importancia para a presuncao da malaria como
possivel etiologia, embora nos casos apresentados nesse estudo a maléria tenha sido

contraida na regido de Mata Atlantica no estado.
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A FD foi excluida em todos os individuos incluidos no estudo atraves de exames
sorologicos. A demora do diagnostico de maléria nesses pacientes pode favorecer a
manutencgdo da circulacdo do agente etioldgico, infectando vetores, possibilitando trocas
entre diferentes hospedeiros, com recombinac6es do plasmddio e assim produzir novos
casos em regides receptivas, com presenca de vetores (Marques et al 2008) e gerando a
possibilidade de casos introduzidos.

Diferentemente do descrito em pacientes com maléria autéctone na Mata
Atlantica do estado de SP, com sintomatologia atipica e transitoria (Curado et al 1997) e
oligo ou assintomaticos (Duarte et al 2008, Couto 2008, Couto et al 2010), todos 0s
pacientes deste estudo apresentaram sindrome febril: febre acompanhada de cefaleia,
mialgia, fraqueza, indisposicdo e sensacdo de cansacgo, seguida da triade classica da
malaria, que s6 ndo esteve presente em um caso. A febre foi apresentada em 100% dos
casos e foi o motivo de busca por atendimento medico; para a maioria a febre era
inicialmente continua e tornou-se periddica (tercd) apds uma mediana de nove dias. A
presenca da triade classica incluida a febre com caracteristica tercd pode ser elencada
como achado capaz de auxiliar na suspeita clinica de malaria para médicos pouco
familiarizados com a doenca.

Ictericia, esplenomegalia e hepatomegalia estiveram presentes em mais de 40%
casos, sem, entretanto, representar gravidade. Bressan (2010) salienta que a presenca de
ictericia praticamente exclui o diagndstico de FD. O papel do bago na malaria vivax é
mal compreendido, embora seu aumento pareca ser semelhante a malaria falciparum
(principal local de remocéo de hemacias). Douglas et al (2012) sugerem que 0 aumento
da remocdo e destrui¢do dos globulos vermelhos infectados e ndo infectados em malaria

por P. vivax é mais proeminente durante os estagios iniciais da infeccao.
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A maléria afeta quase todos o0s componentes do sangue e, anemia e
trombocitopenia sdo as alteragdes hematolégicas mais frequentemente observadas
(Guimaraes de Lacerda et al 2011). Neste estudo, nenhum paciente apresentou anemia
grave (Hb<7g/Dl), contudo, 40% apresentou anemia (Hb< 11g/dL). Sabe-se que a
anemia é uma consequéncia comum das infeccdes por P.vivax, que tem uma forte
predilecdo por reticuldcitos. A historia natural destes eritrdcitos infectados é hospedar o
parasita replicante e romper-se apos 48 horas com liberacdo de merozoitas na corrente
sanguinea, portanto, o longo periodo de tempo entre o inicio dos sintomas e o
diagndstico, pode contribuir para o aparecimento da anemia. Além disso, para cada
celula infectada, cerca de 34 células ndo infectadas sdo destruidas (Douglas et al 2012).

A trombocitopenia esteve presente em quatro (40%) dos dez pacientes com a
informacao disponivel. Apenas um paciente apresentou trombocitopenia grave, sem
sangramento associado. Apesar de ndo ser um critério para a malaria grave,
trombocitopenia € uma das complicacbes mais comuns nos casos de malaria, sendo
frequentemente observada em malaria vivax (Guimarédes de Lacerda et al 2011), sem
elucidacdo exata do seu mecanismo de origem.

Um individuo, portador do virus HIV, em uso de terapia anti-retroviral, ndo teve
sua evolucéo clinica diferente da observada nos demais pacientes, apesar de dados da
literatura sugerirem que a infeccdo pelo HIV incrementa a infeccdo por Plasmodium
(Martin-Blondel G et al 2007, Suarez-Mutis et al 2005, Chirenda & Murugasampillay
2003).

Apesar da indicacdo de internacdo em quatro casos, somente um paciente com
comorbidade evolui com complicac@es. Este caso (caso 8), como ja mencionado acima,
ndo apresentava caracteristicas de transmissdo autdctone, e provavelmente foi

introduzido na regido, devido as suas caracteristicas clinicas e parasitemia, muito
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superior aos demais casos. A internacdo foi instituida no outros trés casos para
investigacdo diagnostica de febre sem foco, de evolugdo subaguda. A melhora na
suspeicdo diagnostica da febre pode também reduzir os custos com o cuidado da doenca
evitando-se a internacdo hospitalar.

Apesar da parasitemia sub-microscopica sO diagnosticada através do exame
molecular, apds 18 dias de evolucdo da doenca, um paciente teve a sua sintomatologia
exuberante remitida logo apds o inicio do tratamento (Brasil et al 2013). Este fato
aponta que mesmo em baixa densidade o parasito foi capaz de causar sintomas, além de
ativacdo policlonal de células B, mostrando-se patogénico, sugestdo de uma baixa

adaptacédo do parasita ao homem.

Aspectos morfologicos, moleculares e sorologicos dos parasitos

Aspectos morfoldgicos

O diagnostico de rotina para maléria é historicamente baseado na deteccdo do
parasita no sangue, e o padrdo-ouro continua sendo o microscopico direto, através do
exame de gota espessa corada pelo Giemsa (Brasil 2001, 2005, 2008).

Aléem deste, existem outros meétodos incluindo técnicas moleculares e
imunolodgicas. O diagnostico rapido e eficiente das infec¢bes causadas por Plasmodium
tem sido foco de pesquisas em todo o mundo, ja que a adocdo de tratamento apropriado
depende diretamente da identificacdo da espécie responsavel pela doenca. Segundo
Martens & Hall, (2000), no ano 2000, quando ocorriam entre 300 a 500 milhdes de
casos em todo o mundo, estimava-se que um diagnostico de qualidade era capaz de
evitar, potencialmente 100.000 mortes em decorréncia da malaria e 400.000.000

tratamentos desnecessarios.
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Foi realizado o exame microscépico direto em todos os 14 casos abordados no
presente trabalho e em 13 (93%) deles ele foi suficiente para se afirmar o diagnostico de
malaria. Em um caso, apds sucessivos exames parasitoscopicos diretos e teste rapido
negativos, o exame molecular foi a ferramenta utilizada para o diagndstico (Brasil et al,
2013). A infecgdo por P. falciparum foi identificada por PCR em um dos pacientes com
malaria vivax diagnosticada por microscopia. Cerutti (2007) justifica as baixas
parasitemias observadas na maioria dos casos adquiridos na Mata Atlantica do ES a
“m4” adaptagdo do parasito ao homem, ja que mal adaptados, se multiplicariam de
forma mais lenta do que no seu hospedeiro habitual, os possiveis reservatérios simios.
Sob o ponto de vista evolucionario, entretanto, podemos considerar que uma
multiplicacdo menor e mais vagarosa permitiria uma infeccdo mais crénica, com menor
chance de evolucgéo rapida para a sintomatologia (que requereria tratamento) ou o 0Obito,
e na verdade resulte de infeccdo por um parasito “mais adaptado” ao seu hospedeiro.
Um parasito que evolui com muita sintomatologia em um hospedeiro apesar de baixa
parasitemia (um parasito de maior patogenicidade) também poderia ser considerado
menos adaptado quando comparado a um parasito que requeira altas parasitemias para
resultar em maior patogenicidade ou um que ndo costume causar sintomas e evolua com
baixas parasitemias durante a infeccdo.

Em todos os demais casos, a espécie visualizada no exame direto foi P. vivax,
com a maioria apresentando parasitemia inferior a 300 parasitos/ mm?® (+/2), e, talvez,
em decorréncia desta baixa parasitemia, a maioria das amostras (75%) foi negativa no
teste rapido. Este se baseia no reconhecimento de antigenos do parasita na circulacéo
sanguinea a partir de anticorpos monoclonais, e sabidamente ndo apresenta boa
sensibilidade em amostras com densidade parasitaria variando entre 100 e 1000

parasitos por microlitro (Huong et al 2002 APUD Lima 2011). Segundo a indica¢do do
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teste utilizado em todas as amostras (OptiMAL-IT®), o limiar de detecgéo destes testes
¢ de 50-100 parasitas por ul de sangue (informacdo disponivel em

http://www.tcsbiosciences.co.uk/optimal it.php?genre=clinical).

A anélise microscopica das laminas positivas demonstrou que fenotipicamente as
amostras se apresentavam de forma atipica. Todas as formas evolutivas (trofozoitos,
esquizontes e gametocitos) foram observadas, o que é compativel com o diagnéstico de
P.vivax; os trofozoitos maduros, apesar de similares as formas irregulares de P.vivax,
apresentavam citoplasma bem mais compactado, ou seja, menos espalhado, do que
aqueles observados comumente para P. vivax. Com relagdo ao tamanho, as hemaécias
estavam levemente aumentadas, mas com morfologia preservada, diferente do
usualmente observado nas parasitadas por P. vivax, onde a movimentacdo ameboide dos
trofozoitos acaba por gerar deformagcbes no estroma das hemacias. Os poucos
gametdcitos observados se assemelhavam aos de P.vivax, porém pareciam menores,
mais compactos, e com granulacéo difusa e um pouco mais escuras.

O namero de merozoitos no interior dos esquizontes observados estava em menor
quantidade quando comparado com os de P. vivax amaz6nico. Em poucos esquizontes
vistos foram observados em torno de 6 a 12 merozoitos compativeis com as formas
comumente observadas em P. ovale, ja que, segundo o “Manual de diagnostico
laboratorial da maléria” (Brasil 2009), o nimero de merozoitos comumente observados
é de 12 a 24 em cada esquizonte. Talvez, este nimero reduzido de merozoitos seja uma
das explicacOes das baixas parasitemias observadas nos casos aqui descritos.

Os aspectos morfoldgicos atipicos para vivax observados neste estudo sao
semelhantes a outros estudos de maléria autoctone realizados no estado do ES e de SP

(Cerutti 2007, Carvalho et al 1985).
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A formacéo da juncdo e a consequente invasdo do merozoito nas infeccbes por
P. vivax é mediada pela interagdo entre a Duffy binding protein (DBP) e seu receptor
nos eritrécitos, o antigeno do grupo sanguineo Duffy (Fy), também conhecido como
receptor DARC para quimiocinas (DARC, Duffy Antigen Receptor for chemokines)
(Ceravolo 2007, Souza-Neiras et al 2007, Escalante et al 2005). Fy tem dois alelos
distintos imunologicamente, chamados de FyA e FyB (Cui et al 2003), resultantes de
um Unico ponto de mutacdo. Fya, em comparacdo com Fyb, diminui significativamente
a ligacdo da proteina de ligacdo Duffy-Pv (PvDBP) na superficie de eritrdcitos, e é
associado com um risco reduzido de doenga clinica em seres humanos (King et al
2011). Com base nestes dados da literatura resolvemos testar o perfil do grupo
sanguineo Duffy/DARC dos casos e como resultado, a maioria das amostras testadas
apresentava perfil FyA/FyB, 30% perfil FyB/FyB e 10% perfil FyA/FyA. Cavasini et al
(2007) descrevem que individuos FyA/FyB sdo mais suscetiveis a infec¢do por P. vivax,
de acordo com o observado neste estudo.

King et al (2011), descreveram que FyB foi associado ao aumento da infecgéo e
da doenca quando comparado a FyA, 0 mesmo ocorreu neste estudo, entretanto, como a
amostragem era pequena e testes estatitsticos ndo foram realizados, apenas inferéncias

podem ser feitas.
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Aspectos moleculares

A PCR como ferramenta diagnostica foi utilizada em 10 casos e a identificacdo
de infecgéo por P.vivax ocorreu em todos eles. Hermsen et al (2001) e Lee et al (2002)
apontam que a detec¢do de Plasmodium spp através do exame molecular é de 0,02
parasitas / mL e 0,1 parasitas / mL, sendo considerado um método altamente sensivel e
especifico e em um caso identificou infeccdo mista (P.vivax e P.falciparum). Este
achado de infeccdo mista em uma paciente oriunda da Mata Atlantica (regido do Sana),
sem nenhuma historia de deslocamento para areas endémicas, aponta para a
possibilidade de circulacdo desta espécie de plasmodio na regido. Tal parasito seria
sensivel a Cloroquina, ja que o exame direto e molecular de controle pos tratamento se
tornaram negativos para ambas as espécies. Uma outra possibilidade seria uma baixa
adaptacdo de um parasito proveniente de macacos cuja infeccdo em humanos nao
evoluiria além de um estégio inicial.

Outros estudos conduzidos na Mata Atlantica (Guapimirim e Espirito Santo)
mostraram também infeccdo local por P. falciparum (Miguel 2011, Cerutti 2007).
Acreditamos que erros de identificacdo de espécie podem ocorrer, independente do
método utilizado, como evidenciado por Ta et al (2014) em um caso inicialmente
diagnosticado como P. vivax (PCR) e P. malariae (exame direto) que na verdade era
P.cynomolgi evidenciado pelo sequenciamento do parasito. A identificacdo de espécies
diversas que infectam primatas e podem em condicdes especiais causar doencas em
homens provavelmente ocorre em maior nimero do que realmente este fenbmeno é
diagnosticado. A possibilidade da existéncia de outras espécies de parasitos, ainda

desconhecidos, também € possivel.
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A maléria humana é provavelmente tdo antiga quanto a humanidade; estudos
filogenéticos sugerem que P.vivax teve origem em um parasito de primatas do Sudeste
Asiético (Escalante et al 2005), como resultado de troca de hospedeiros (primata néo-
humano para os humanos). A introducdo de P.vivax no continente americano
provavelmente ocorreu a partir da colonizacdo dos europeus e trafico de escravos
(Alisson 2009). Outra hipdtese seria as migraces de populacdes do Sudeste Asiatico
através do estreito de Bering, com a maléria sendo introduzida a macacos neotropicais,
iniciando a transferéncia: homem-primata. Estudos apontam que P.cynolmolgi (parasito
encontrado naturalmente em primatas asiaticos), € uma espécie-irma de P.vivax, e que
P.simium é idéntico a P.vivax (Corjeno & Escalante 2006, Escalante et al 2005,
Escalante et al 1995).

P. vivax apresenta uma enorme diversidade fenotipica e 0os marcadores mais
comumente utilizados em estudos de genética de populacdes sdo os microssatélites
(Araujo 2012), que sdo regides de DNA que contém repeticbes em série. Os
microsatelites representam regides instaveis do genoma, com uma taxa de mutacao
elevada; esta instabilidade resulta em seu elevado grau de polimorfismo (Rodrigues
2012). Analises epidemiologicas da diversidade genética e estrutura populacional dos
plasmaddios sdo essenciais para o entendimento da dinamica da transmissdo da malaria
(Brito & Ferreira, 2011).

A analise da genotipagem dos parasitas realizada tanto nos casos humanos de
malaria quanto em primatas ndo humanos, identificados neste trabalho como provaveis
reservatorios de plasmddio, € o primeiro a acontecer no estado do Rio de Janeiro, e
busca o entendimento sobre a possibilidade da malaria como zoonose nas areas
montanhosas do estado. Buscou-se observar e explorar a diversidade genética nos

diferentes hospedeiros e nas diferentes regides em que 0s casos ocorreram a fim de se
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tentar entender se 0 mesmo plasmaddio circula nas diferentes regides, distantes em média
45 km uma da outra. Assim como Guimaraes et al 2012, mostram que a diversidade em
parasitos humanos ¢ maior do que em simios, nosso trabalho também observou que
existe uma maior variabilidade em parasitos humanos.

Apesar de alguns casos serem das mesmas regides, a genotipagem dos
microssatélites evidenciou a diversidade ja citada; na analise do microssatélite MS1,
todos os alelos observados s&o novos, nunca outrora detectados em humanos e/ou
primatas; 0 mesmo ocorreu nas amostras de primatas na pesquisa deste alelo. J& a
analise do microssatélite MS5 apontou que todos os alelos identificados ja foram
descritos em amostras humanas e, além disso, também ja foram identificados em
amostras de primatas oriundos do estado de Santa Catarina (Cristiana Brito,
comunicacgdo pessoal). A analise do microssatélite MS6, apontou que na maioria das
amostras, os alelos observados sdo comuns a humanos e primatas, identificados até o
momento, apenas neste estudo. No microssatélite MS7, os resultados mostram alelos ja
descritos anteriormente em amostras humanas. No marcador MSP1bl2, ndo ocorreu
muita variacdo entre as diferentes regibes e o alelo mais encontrado nas amostras
humanas ja foi descrito em amostras humanas. Ja em MSP1bl10, em todas as amostras,
tanto de humanos quanto de simios, foi observado um alelo novo, nunca detectado
anteriormente. Os métodos de tipagem de microsatelites sdo sujeitos a variacdo entre
laboratérios, o que reduz a possibilidade de comparacdo de resultados obtidos

(Rodrigues 2012).
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Aspectos Sorologicos

Os procedimentos sorolégicos em busca de anticorpos da classe 1gG neste
estudo foram realizados apds o diagndstico, e utilizados apenas como estratégia da
pesquisa. A deteccdo de IgG nos casos € importante, pois confirma a existéncia de
exposicdo aos antigenos e indica a ocorréncia de transmissdo do parasito que carreia o
antigeno contra o qual se busca a resposta imune. Em estudo conduzido por Park et al
(2000), anticorpos IgG anti-PvMSP1 foram detectados no soro por periodo que variou
de 4 a 6 meses, apds o tratamento com drogas antimalaricas.

Em nosso estudo, dos dez casos testados frente ao antigeno PvMSP1-19 apenas
um ndo foi responsivo. A proteina MSpl-ig € caracterizada como altamente
imunogénica, e indutora de protecdo eficaz contra formas sanguineas do plasmaodio.
Estudos realizados na Amazdnia mostraram que individuos com malaria por P. vivax
frequentemente apresentam altos titulos de anticorpos PvMSP1-19 (Soares et al 1999,
Cunha et al 2001, Rodrigues et al 2005, Cumbane 2011). 1gG Anti-PvMSP1-,9 foi
detectada 176 dias ap0s o inicio dos sintomas (cerca de trés meses e meio) em um dos
casos; esta observacdo, em um paciente em regido sem transmissdo ativa, pode
demonstrar o tempo em que 1gG se mantém circulante.

A IFI permite a deteccdo de IgG a partir do sexto dia e até cerca de trés anos
apos a infeccdo por P.vivax (Cerutti 2007). Neste estudo, utilizou-se antigeno bruto de
amostras coletadas em area endémica (Manaus, AM). Das 40 amostras testadas, 77,5%
(n= 31) foram positivas, e o titulo maximo encontrado foi de 1:3200. Apesar de ser
considerada a técnica de referéncia na sorologia para malaria, Cerutti (2007) relata que a
sensibilidade da IFI, habitualmente de 60% para P. vivax em primoinfectados, foi de

96% de positividade nos 50 casos de seu estudo.
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O estudo da resposta imune as variaveis de CSP de P. vivax pesquisadas neste
estudo apontou que, 10 (91%) dos 11 individuos incluidos no estudo, tiveram pelo
menos uma amostra positiva para a variante VK 210, cinco individuos (45%) tiveram
pelo menos uma amostra positiva para variante vivax-like e cinco individuos (45%)
tiveram pelo menos uma amostra positiva para variante VK 247. Diferentemente do que
sempre se especulou de que a malaria autoctone no estado do RJ era causada pela
variante P.vivax-like, neste estudo a variavel mais observada foi a P.vivax-VK210,
considerada a classica da espécie.

Os peptideos sintéticos utilizados neste estudo sdo altamente especificos, e
embora a possibilidade de reacéo cruzada seja, portanto, quase desprezivel, Yamasaki et
al (2012) a consideram em seus achados em macacos no estado de SP. A presenga de
positividade em uma mesma amostra para mais de uma variavel também ja ocorreu nos
casos autoctones identificados na regido montanhosa do estado do ES (Cerutti 2007), e
provavelmente atestam somente o contato com 0s esporozoitos inoculados pelo vetor.

A ocorréncia de anticorpos para CSP de P.malariae/brasilianum foi verificada
em quatro individuos, sendo trés do Sana e um de Sapucaia. Ndo se observou resposta
para o P.malariae/brasilianum nas amostras dos casos da Serra dos Orgdos. O achado
de resposta imune contra P.malariae/brasilianum na regido do Sana merece ser mais
investigado, posto que se encontrou, através de exames moleculares, amostras positivas
para P.brasilianum nos primatas ndo humanos incluidos neste estudo. Pesquisadores de
outras localidades cobertas por Mata Atlantica como Cerutti (2007), Couto et al (2010)
e Curado et al (2006) também encontraram amostras positivas para
P.malariae/brasilianum em seus estudos e sugerem que a presenca de anticorpos para
P.malariae, em humanos, indicam a presenca de primatas ndo humanos como

reservatorios de P.brasilianum na regido.
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Dos 11 casos testados, 10 apresentaram pelo menos um marcador para infecgéo
por P. falciparum. Em todas as regides (com excecdo de Monte Olivette) os pacientes
apresentaram anticorpos para CSP de P. falciparum. A paciente que apresentou exame
molecular positivo para P. falciparum, também apresentou sorologia positiva para esta
mesma espécie. A presenca de anticorpos para P.falciparum em individuos oriundos da
Mata Atlantica ja foi descrita por outros autores (Cerutti 2007, Gomes et al 2008). Essa
positividade no exame sorolégico sugere que 0s casos também foram expostos a
esporozoitos desta espécie, ou entdo aponta para a remota possibilidade de reacdo
cruzada. Gomes et al (2008) inferem que a positividade para P. malariae e P. falciparum
possivelmente é explicada pela exposi¢do dos individuos aos mosquitos vetores, que por
sua vez tem cargas parasitarias muito baixas destes parasitos, incapazes de causar
infeccdo e/ou doenga. Descri¢do de simios do novo mundo infectados por P. falciparum
foram relatados no estado de SP (Duarte et al 2008, Yamasaki 2011) e, recentemente,
no estado de Ronddnia (Araujo et al 2013).

Segundo Araujo et al (2013), a observacdo deste parasita em macacos na
regido amazonica aponta que a transferéncia de P. falciparum ocorre a partir de seres
humanos para os animais e pode ser um evento frequente nesta regido. E possivel que a
transferéncia de parasita ocorra também no sentido oposto, ou seja, a partir de primatas
ndo humanos para humanos, em areas onde a transmissdo entre humanos ndo é
importante; ja que estudos experimentais em primatas da familia Aotidae e Cebidae ja
confirmaram que o parasita é capaz de completar o ciclo, infectar mosquitos e, portanto,
ser transmitido para humanos. Cerutti (2007) acredita também que simios do novo
mundo poderiam estar albergando P. reichenowi, que é bastante semelhante ao
P.falciparum (Coatney 1971) e este parasita, quando transferido para seres humanos,

teria dificuldades para se multiplicar em magnitude suficiente para causar doenca,
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devido a sua baixa adaptacdo nesse hospedeiro. Essa hipdtese deixou de ter maior
relevancia depois que a equipe de Beatrice Hahn (Liu et al 2010) mostrou que o
plasmddio mais parecido com o P.falciparum humano é o P.falciparum encontrado em
gorilas. Cormier (2010) ndo descarta a possibilidade de macacos do Novo Mundo
atuarem como reservatérios de P. falciparum, e outras espécies de plasmédio. Até o
momento, ndo estd esclarecido se An cruzzi também transmitiria P. reichenowi e/ou

P.falciparum.

Inquérito soro epidemioldgico

A deciséo por ndo realizar exame direto (gota espessa e distensdo sanguinea) dos
contactantes dos casos de malaria autoctone, foi tomada baseada na baixa sensibilidade
do exame direto em infeccbes com baixa parasitemia, e na experiéncia de estudos
semelhantes realizados também em areas cobertas por Mata Atlantica, e que
demostraram que a possibilidade de se encontrar uma amostra positiva é muito
reduzida. Gomes et al (2008) ao analisar gota espessa e distensdo sanguinea de 861
moradores de uma localidade no estado de S&o Paulo ndo encontrou nenhuma amostra
positiva para Plasmodium spp, assim como Curado (2006) que analisou gota espessa e
distensdo sanguinea de 318 individuos moradores de aéreas com casos de malaria
autoctone também no estado de SP, e Cerutti (2007) que analisou amostras de gota
espessa de 1777 individuos contactantes dos casos de malaria autoctone no ES, e
também ndo encontrou nenhuma amostra positiva. Miguel (2011) ao analisar 324
amostras de gota espessa e distensdo sanguinea coletadas em Guapimirim observou
apenas uma amostra positiva para Plasmodium spp (sem confirmagdo da espécie), em
um individuo oriundo de uma localidade sem descricdo de casos. A amostra deste

individuo foi submetida a exame molecular e o resultado foi negativo.
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Praticamente todos os contactantes de vizinhanga dos casos de malaria autdctone
investigados neste estudo foram incluidos no inquérito soro-epidemioldgico. No caso do
Garrafdo, todas as pessoas que entraram em area de mata com o0s casos foram
investigados. Entre o total de entrevistados que afirmaram viagem para area endémica
de maléria, a maioria era individuos do grupo do Garrafdo. Todos com relato de
deslocamento para area endémica tiveram amostras negativas em sorologia. Do total de
entrevistados na regido, nenhuma amostra teve exame molecular positivo e apenas uma
amostra foi positiva na sorologia, em individuo sem relato de deslocamento para areas
endémicas.

Na localidade de Monte Olivette, 0 condominio em que 0S casos ocorreram
conta com 46 casas, a maioria fechada durante os dias de semana, com populacdo
flutuante nos finais de semana. Diferentemente de estudo anterior realizado no mesmo
local em que no inquérito molecular um individuo foi positivo para P. malariae (Miguel
2011), nesse estudo nenhum resultado foi positivo entre os individuos expostos. Por
outro lado, no inquérito soroldgico amostras de 38 individuos (56% dos pesquisados em
Guapimirim) nas localidades de Garrafio e Monte Olivette (14 e 24 amostras
respectivamente) foram positivas em 7.1% e 58%, utilizando 1gG anti-PvMSP1;g,
proporcao superior ao estudo de Miguel (2011), [13,3% no Monte Olivette (n=2) e 3,8%
no Garrafdo (n=2)] e de Curado, 2006, (34.9%), no estado de SP. Nenhuma das 68
amostras pesquisadas nas duas regides foi positiva para IgG de P. falciparum (estrato
antigénico). Miguel (2011) observou em Guapimirim que o ingresso na mata foi
considerado comportamento de risco para infeccdo. A alta frequéncia de sorologias
positivas entre a populacdo residente no condominio em Monte Olivette, quase dois

anos apos a identificacdo do primeiro caso, associado a presenca de anofelinos, cujas
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atividades aumentam em regides de noites Umidas, neblinas e chuvas fracas (Barros
Barreto 1940), favorecem a hip6tese de que o plasmddio circula na regido.

O distrito do Sana e dividido em trés areas, Barra do Sana, Cabeceira do Sana e
Arraial do Sana, onde se encontra a maior parte da populagdo. E uma regido que recebe
muitos turistas, mas cujo fluxo se localiza principalmente na Barra e no Arraial do Sana.
A Cabeceira do Sana é a area menos povoada do distrito, onde ocorreu a transmissdo da
malaria autéctone. Como a densidade populacional na regido € baixa e a distancia entre
as moradias relativamente grande, o limite de dois quildmetros para busca ativa e
realizacdo do inquérito em alguns momentos foi extrapolado. No inquérito soro
epidemiologico realizado na regido foram incluidos 53 individuos, dos quais 50%.
foram reativos para MSP1;9 amostra constituida sobretudo por ex-moradores do local
provavel de infeccdo do caso 07.

Macaé de Cima tinha as mesmas caracteristicas do Cabeceira do Sana: provavel
local de infeccdo afastado do centro urbano com baixa densidade populacional e onde
50% (quatro) dos oito individuos expostos, apresentavam reatividade para MSP1;g
sendo que os moradores locais apresentavam alta titulacdo e inquérito molecular
negativo, dando indicio de contato prévio com o parasito.

Em ambas as localidades, as amostras reativas para MSP1;9 a0 longo do tempo
concentrados na area contigua a mata com alta titulacdo, demonstram a permanéncia da
fonte de infeccdo nessas regides. A presenca de vetores obtidos em diversas ocasifes
favorecem a transmissdo local permanente. A auséncia de outros casos no periodo de
estudo pode ser atribuido a baixissima densidade populacional, enquanto que a alta
soropositividade pode ser explicada pelos casos de infec¢do (bem sucedida ou frustra —
que ndo evolui além da infeccdo nos estagios iniciais) prévia com apresentacdo

subclinica com quadro auto-limitado de febre inespecifica ou mesmo de infeccédo
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assintomatica, o que ndo ocorreu durante a investigacdo, quando todas as pesquisas de
DNA de plasmodio foram negativas.

Ao contrario, na localidade de Santana de Japuiba, regido em que um ndmero
maior de individuos foi incluido (n=121), apenas cinco (4,3%) tiveram amostra positiva
para anticorpos anti-MSP-1;9, a menor frequéncia observada quando comparada as
demais regibes pesquisadas neste estudo. A baixa prevaléncia de anticorpos na
populacdo associada a auséncia de An cruzii, e a alta parasitemia do caso, sugerem a

possibilidade de caso de malaria vivax, introduzido na regido.

Mesmo com todos os individuos negativos no exame molecular, a possibilidade
da existéncia de individuos assintomaticos entre a populacdo ndo pode ser descartada.
Segundo Maselli et al (2014) infeccBes assintomaticas ndo diagnosticadas, podem ser
responsaveis pela manutencdo da transmissdo do parasito, inclusive por
hemotransfusdes; j& que em areas ndo endémicas, candidatos a doacdo de sangue sdao
submetidos apenas a uma entrevista, antes de doar sangue. Apds a entrevista, doadores
de sangue em potencial podem ser rejeitados ou aceitos para doacdo, sem a aplicacéo de
uma triagem laboratorial para a infeccdo pelo Plasmodium (Brasil 2004a). Levando em
consideracdo a circulacao de Plasmodium spp em areas ndo-endémicas e a desobrigacao
de normas para o rastreio de Plasmodium nessas areas, € plausivel supor que a
transmissdo transfusional de malaria pode ocorrer (Maselli et al 2014, Pina-Costa et al
2014 — submetido). Em estudo conduzido no estado de SP Maselli et al (2014),
utilizando PCR em tempo real, foram estudados 1.108 doadores de sangue saudaveis,
dos quais 84 (7.41%) foram positivos para Plasmodium, a maioria (n=57) para

P.falciparum.
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Inquérito Entomoldgico

O inquérito entomoldgico ocorreu em conjunto com a coleta das amostras de
sangue da populagdo. Apenas na regido do Sana a coleta dos vetores se estendeu por 15
meses, e em algumas ocasides foi isolada da coleta de amostras da popula¢do. O nimero
de espécimes coletados em todas as regifes foi muito baixo, 0 que sugere baixa
intensidade de transmissdo da maléaria (Elliot 1972 APUD Cerutti-2007). Houve
predominio de vetores do subgénero (Kerteszia), em especial An cruzii, principal vetor
da malaria autoctone na regido de Mata Atlantica Brasileira (Deane 1992, Curado et al
2006, Marrelli et al 2007, Cerutti et al 2007, Rona et al 2009, Neves et al 2013, Duarte
et al 2013); vetor primario da malaria autoctone na regido da Serra do Mar (Lorenz et al
2012); e vetor também das variantes de CS de P.vivax (Branquinho et al 1997). An.
cruzii estava presente em todas as regides deste estudo, com excecdo da localidade de
Santana de Japuiba. Rona et al (2009) descreve que as fémeas de An. cruzii sdo
fortemente antropofilicas e tem preferéncia em picar durante a noite. Segundo os dados
da SESDC, apresentados em 2009, ndo foram identificados espécimes de An cruzii nos
municipios de Guapimirim, Macaé e Cachoeiras de Macacu (disponivel em

http://www.sms.rio.rj.qov.br/coe/Apresenta%E7%F5es/Mal%E1ria/1%20Encontro%20

Macrorregional%20de%20Mal%E1ria%20RJ%20DEZ 2009.pdf).

Na localidade de Cabeceira do Sana o maior nimero de vetores foi capturado no
més de dezembro (2011) durante o verdo, entretanto, ndo foram identificados casos
neste més, nem nos meses seguintes. Outro pico do nimero de vetores foi coletado no
més de setembro (2012), também sem associacdo com casos. O més de mar¢o (2013)

foi o segundo més com maior numero de espécimes coletados e quando dois casos de
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maléria foram identificados na regido. No més de fevereiro, um caso foi identificado na
regido, sendo que no més anterior (janeiro) a coleta de vetores também apresentou um
pico de espécimes capturados. A pesquisa de vetores dissociadas do tempo de
diagnostico dos casos de maléria e o reduzido nimero de casos ndo permitem qualquer
inferéncia sobre a relacdo entre estacdo do ano, nimero de mosquitos capturados e casos
de maléria. Cabe ressaltar que o relatorio apresentado pela SESDC aponta para a
presenca de An darling, An aquasalis e An albitarsis espécies ndo encontradas em nosso
estudo.

Na regido de Cachoeiras de Macacu foram capturados um total de 18 anofelinos
todos do subgénero Nyssorhynchus, com predominio de Anopheles albitarsis e An
aquasalis. Ndo foram capturados vetores do subgénero (Kerteszia). Segundo os dados
da SESDC (2009), neste municipio havia descricdo apenas de Anopheles albitarsis.
Vetores do subgénero Nyssorhynchus estdo classicamente incriminados em casos
introduzidos fora de regides endémicas (Pina-Costa et al, 2014, submetido).

A andlise molecular da glandula salivar ndo identificou nenhum mosquito com
plasmaddio, o que ndo afasta a transmisséo local, ja que a densidade vetorial era baixa e
houve uma dissociacdo temporal entre a ocorréncia dos casos € a captura dos mosquitos.
Em estudos semelhantes realizados em areas endémicas de malaria com uma populagéo
muito superior de vetores também ndo é comum o achado de esporozoita na glandula

salivar do Anopheles (Oliveira-Ferreira et al 1990).

Primatas ndo humanos
Foram examinados 30 primatas das familias Cebidae e Atelidae mantidos no
CPRJ, dos quais nove tiveram PCR positivo (cinco infectados por

P.malariae/P.brasilianum (56%), trés por P. vivax/P. simium (33%) e um (11%) por
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P.malariae/P.brasilianum e P. vivax/P. simium (infeccdo mista)), de acordo com
estudos anteriores, que descrevem essas espécies como causas de infec¢do natural em
simios no Brasil (Araujo et al 2013, Guimaraes et al 2012, Yamasaki et al 2011, Cerutti
2007, Deane 1992, Deane 1970, Deane 1969). Os plasmodios simianos também sdo
transmitidos por mosquitos do género Anopheles e seu ciclo de vida é muito semelhante
a dos plasmédios humanos; em alguns casos a infec¢do pode ser transitéria e em outros
pode persistir por muitos anos (Yamasaki 2011, Deane 1992, Deane 1970, Deane 1969).

De forma inédita, este estudo observou primatas da familia Cebidae infectados
com P. simium, ja que, segundo a literatura, P. simium é descrito infectando apenas trés
espécies de primatas Aloutta guariba, Alouatta caraya e Brachyteles arachnoids, e
nunca foi descrito na regido norte do Brasil ou em outros paises, sendo sua distribuicéo
restrita a Mata Atlantica do Brasil (Aradjo et al 2013). Nenhum animal era procedente
de areas endémicas de malaria. A presenca de plasmddio nesses animais de cativeiro
aponta para a circulagcdo de plasmédio na regido, confirmada pela investigacdo do Obito
de um primata de vida livre do género Alouatta que teve amostra do bago positiva para
P. simium/P. vivax.

Apesar da maioria dos animais estar infectada por P.malariae/P.brasilianum,
assim como estudo conduzido na maioria dos estados brasileiros por Deane (1992),
nenhum caso humano foi positivo para P. malariae e a frequéncia de anticorpos no
inquérito soroldgico dos casos para essa espécie também foi baixa. Uma explicacao
seria que, em hospedeiros naturais P. brasilianum apresenta parasitemia muito baixa,
sendo sua infeccdo por vezes inaparente (Yamasaki 2011).

De acordo com diversos autores (Aradjo et al 2013, Guimardes et al 2012,
Yamasaki et al 2011, Cerutti 2007, Escalante et al 2005, Deane 1992, Deane 1970,

Deane 1969), P. simium em varios isolados é idéntico morfologicamente a P.vivax,
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sendo entdo didaticamente apontado como P.vivax em infec¢cbes humanas e P. simium
em infecgbes em primatas (Escalante et al 2005). Nesse estudo, demonstrou-se alelos
novos de P. simium/P. vivax tanto em amostras de casos de malaria em humanos como
em casos de infeccdo em primatas ndo humanos, sugerindo uma diversidade de trocas
de material genético entre os Plasmodium de diferentes hospedeiros (humanos e
primatas). Esses alelos comuns de plasmddio em humanos e primatas foram pela
primeira vez detectados nesse estudo.

Em relacdo aos aspectos soroldgicos, a ndo observacdo de reatividade nas
amostras dos primatas testadas para MSpl.s possivelmente ocorreu, em virtude da
inadequacdo dos reagentes utilizados para a analise da resposta imunologica das

espécies de primatas ndo humanos pesquisadas.
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CONCLUSOES

Este estudo pretendeu apontar alguns dos locais em que ocorrem 0s casos de
malaria no estado do RJ, a partir dos casos de malaria considerados como autoctones da
mata Atlantica vistos no DFA do IPEC (Fiocruz). O estudo identificou situacdes
epidemioldgicas distintas que foram agrupadas em dois perfis:

1- Os 12 casos que ocorreram em regides montanhosas, de Serra (Guapimirim,
Teresopolis, Sana, Macaé de Cima e Lumiar) com agente etioldgico
fenotipicamente similar ao P.vivax, cursando com baixa parasitemia,
sintomatologia que se inicia com febre diaria, para depois assumir padrao
tercd classico com evolucdo sub aguda, responderam ao tratamento
preconizado para P.vivax. A exposicdo ocorre proximo a areas de mata
fechada e parcialmente preservada, os vetores incriminados na transmissao
sdo exclusivamente mosquitos do sub-género Kerteszia (particularmente
Anopheles kerteszia cruzii) e a populacdo vizinha contactante apresenta
frequéncias elevadas de sorologia positiva para a proteina 1-19 da superficie
do merozoita (MSP1-19). As caracteristicas das regides associadas a
presenca do vetor apoiam a hipOtese da malaria ser autdctone nestas
localidades de vales e montanhas. A possibilidade de primatas ndo humanos
como reservatérios de plasmodio, poderia explicar as baixas parasitemias
encontradas, resultado de uma multiplicacdo mais lenta do parasito, pouco

patogénico no homem (Cerultti et al 2007).

As localidades de Santana de Japuiba (Cachoeiras de Macacu) e Sapucaia sao

areas de planicie e sugerem o perfil epidemioldgico 2, observado neste estudo:
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2- Casos secundarios introduzidos a partir de caso indice importado, geralmente
identificados em areas de planicie, baixadas e planalto outrora malarigenas,
receptivas, ja que tem presenca de vetores do subgénero Nyssorhynchus. O
plasmédio encontrado na maioria dos casos se assemelha ao P. vivax
tradicional no que se refere aos aspectos clinicos e de parasitemia, 0 vetor
observado foi Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis, e a populacdo vizinha
contactante apresenta baixa frequéncia de sorologia positiva para a (MSP1-

19).

A malaria autoctone da regido de Mata Atlantica do estado do RJ, apresenta
evolucdo sub aguda e apesar disto, seus aspectos clinicos sdo semelhantes aos

casos adquiridos em areas endémicas, contudo, sem sinais de gravidade.

O plasmodio observado em todas as amostras foi P.vivax, embora,
morfologicamente diferente do observado em casos adquiridos em areas
endémicas, e 0 exame molecular comprovou a infeccdo por P.vivax em todos os

Casos.

As baixas parasitemias da malaria nas regides estudadas e mesmo a auséncia de
parasitemia ao exame direto de um dos casos de malaria com febre de evolucao
sub aguda sdo aspectos favoraveis a hipdtese de uma interacdo hospedeiro-
parasito distinta da que ocorre habitualmente pelo P vivax e mais ainda pelo P.
falciparum, talvez, este fato esteja relacionado a um parasita pouco patogénico

em humanos.
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A amostra com resultado molecular e soroldgico para P.falciparum sugere a
circulagdo desta espécie na &rea e pode indicar que primatas ndo humanos
também sdo capazes de hospedar este parasita, assim como ja observado em

outros estados inseridos na mata Atlantica e na floresta Amazénica.

A alta frequéncia de contactantes com testes sorolégicos positivos em regides
ndo endémicas apontam para a circulacdo de plasmodio na regido e a
necessidade de estudo/triagem nos bancos de sangue destas areas, com objetivo

de evitar a transmissdo da malaria por via transfusional.

A identificacdo de P.malariae nas sorologias dos casos e no exame molecular
dos primatas também sugere a circulacdo desta espécie na area. E necessario

investigar no futuro para explicar porque essa espécie nao gera doenca na regiao.
A identificacdo inédita de primatas do género Cebus sugere que outros géneros
de primatas até entdo desconhecidos como susceptiveis podem ser infectados

por plasmédios e servirem de reservatorio na Mata Atlantica.

E necesséaria o desenvolvimento de reagentes especificos para anélise da resposta

imunoldgica das espécies de primatas ndo humanos pesquisadas.
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Finalmente este estudo demonstra:

A possibilidade de existir um reservatério primata ndo-humano
desempenhando um papel importante na transmissdo da malaria na
regido de Mata Atlantica do Rio de Janeiro como em outras areas dos
estados do Espirito Santo (regido montanhosa) e de Sdo Paulo (Vale

do Ribeira e Serra do Mar).

A possibilidade de existir diferentes espéecies do parasita que, pouco
patogénicas no homem, causam infecc¢Bes subclinicas, demonstradas
pelas sorologias positivas e em alta titulacdo de diferentes antigenos

de espécies diversas do Plasmodium na populagdo exposta.

A participagdo dos primatas ndao-humanos e das espécies de
Plasmodium transmitidas na Mata Atlantica do Rio de Janeiro sé
podera ser confirmada através do sequenciamento do genoma do
parasito do caso autoctone e da comparacdo com o Plasmodium

infectante do primata.
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LIMITACOES DO ESTUDO
Algumas limitagdes foram observadas ao longo deste estudo tais como:
Em relacéo aos casos:
e Uso de dados secundérios.
Em relag&o ao inquérito:
e O tempo decorrido entre o diagnostico do caso e a ida a area provavel de
transmissdo para a investigacdo dos contactantes foi muito prolongado, em
alguns casos, em decorréncia da dificuldade para a marcacéo de veiculos para o

transporte da equipe e 0 contato com as secretarias de saide de cada municipio.

e Apenas antigenos de P.vivax foram testados na sorologia da populacéo.

e Inquérito vetorial de curta duracéo.

Em relacdo aos primatas:

e Ndo foi realizado exame direto nos primatas.

e A captura de primatas livres na natureza ndo foi possivel e devera ser
considerada em estudos futuros para se confirmar se estes estdo infectados como

0s mantidos em cativeiro.
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e O uso de reagentes pouco especificos para analise da resposta imunolégica das
espécies de primatas ndo humanos pesquisadas pode ter resultado em reacGes

falso negativas.

PERSPECTIVAS
e Em estudos futuros, a testagem para outras espécies de plasmddio no inquérito
sorologico devera ser realizada, para o estudo das espécies que circulam nas

diferentes regides.

e Testagem do grupo sanguineo Duffy/DARC na populacdo contactante a fim de

se observar o perfil da populacgéo, e se este influencia na aquisicdo da infeccao.

e O sequenciamento molecular do plasmédio encontrado nos humanos e primatas.
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ANEXO 1

Questionario padrdo utilizado no atendimento aos individuos com febre
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PA sentada

PA

L]

PA deitada

INREEN

L]

(LT
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01 sim [J1 Sim 1 sim [J1 Sim oo [Jo El gervical
. ” 2 occiptal
2 N 2 N 2 Na 2 N&a 1 1 >
D B D e D 2 D 2 gz Bz DS supraclavicular
D D 4 axilar
= D3 D 5 epitroclear
D 6 inguinal
[ 9 nsa
Hemorragias Petéquias PuUrpura Gengivorragia
[]1 sim []1 sim [Jjo o o go oo go
[02 N&o []2 w&o [B (]2 1 e Bz [ a
Oz O2 Oz O Oz O2
Os 0Os Os Os Os Os
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Cod —I

{ Esplenomegalia Ascite
Hepatomegalia Doxr percussdo O
Ot sim [J1 sim lombar unilateral ODO Oo Oo
O2 nao 02 nao 1 sim []1 sim { 0.0, O Oz
O
O nso 02 nao J up Oz [
0.0 W ER w k!
Dor abdominal Rigidez de nuca | Estertores Roncos
a palpagéo
O, O 0 o 0o ‘ [JO Ausente []0 Ausente
o, 0O, O 02 ! [ unilateral 01 unilaterlal
O, 0O 2 Oz Oz i [J2 Unilateral difuso | [J2 Unilateral difuso
O, 0O, s s ) []3 Bilateral 03 Bilateral
e I S
Sibilos Sopro Cardiaco Alteragdes Radioldgicas
[J1 condensacac alveolar
[ 1 Rusente Oo o []2 Infiltrado intersticial
O2 vnilaterial O g []3 perrame pleural
O3 vasyateray difusoe (P Oz 04 outros
5 aumento de area cardiaca
04 pilateral Os s -
N Diagnéstico
Diagnéstico Clinico
O1 Dengue Diagnéstico por Sindromes
02 Rubéola 01 Exantematica
03 sarampo 02 rinfoadenogalica
4 Parvovirus B19 O3 Hemorréagica
05 Mononucleose [04 Ictérica
6 Infec. aguda HIV 05 Respiratéria
07 varicela [J 6 Neurolégica
[08 citomegalovirus 07 Febril
09 Enterovirus Cle piseraiea
[0 10 Meningococcemia 09 Missing
011 Ricketsioses
012 Leptospirose
013 Febre amarela TeM IeM-2
[014 Hepatites
O 15 Malaria Dl Positivo Dl Positivo
[0 16 Adenovirus DZ Negativo DZ Negativo
17 Rinovirus
[0 18 meningites Isolamento
019 Influenza 1 positivo
020 para-Influenza O
021 USR 2 Negativo
O22 outros
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Laboratério

LITITTTTT

Tabela II-Exame

RilEENREEER

Data Exame

ARUREGER

Htc% Plaq. (x103)

(00 L

Leucécitos

IIIIDIIIIII

Bas Eos Jovens

Bast Seg

[ 1]

Linf Monécito Atipico

L L L

Tgp

00 01

Albumina FA

DDDII

TAP (%

IIIDIIID
Gama GT

IIIDIIII

Ureia sédio

Creat

LTI

VHS Amilase

Glicose

10 00

@

T |

Laboratério

Data Exame

L/

Htc% Plaqg. (x10%)
[LI0] 11
Leucécitos
IIIIDIIIIII
Bas Eos Jovens
L L L
Bast Seg

[ 1]

Linf Mondécito Atipico

L L

Tgo Tgp
Albumina FA

DDIID

TAP (

ﬁl‘:“:lGamaGT
Urei; Sédio
LI [T
Creat

LTI

VHS Amilase
LI L
Glicose

10 00
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Ministério da Saude
Fundacdo Oswaldo Cruz

FIOCRUZ

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Instituicdo: Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas/ IPEC
Instituto Oswaldo Cruz/10C

Titulo oficial do Projeto: INVESTIGACAO DOS CASOS DE MALARIA AUTOCTONE
NA MATA ATLANTICA DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

Investigador principal: Dr2, PATRICIA BRASIL (IPEC)
Estudante de Doutorado: ANIELLE DE PINA COSTA (IPEC)

Colaboradores: Dr. Claudio Tadeu Daniel-Ribeiro, Dr? Maria de Fatima Ferreira-da-Cruz e Dr?
Lilian Pratt Riccio, Cesare Bianco Junior — CPD-Mal (Centro de Pesquisa, Diagnoéstico e treinamento
em Malaria), Dr. Ricardo Lourenco de Oliveira, Dr? Teresa Fernandes Silva do Nascimento, Roberto
Costa Peres, Dr2 Martha Cecilia Suarez Mutis, Renata Bortolasse Miguel (IOC/Fiocruz), Sidnei da
Silva - Laboratdrio de Parasitologia do IPEC, Cecilia L. Longo e Carolina Romero Cardoso Machado,
Renata Saraiva Pedro - Ambulatério de Doencas Febris Agudas/IPEC.

Endereco: Servico de Vigilancia em Saude

Av.Brasil n® 4365, Manguinhos — Rio de Janeiro — RJ CEP 21.045-900
Telefones: 21-3865 8145 / 3865 8185 / 21- 2562-1278

Celular da Malaria — 24h — 21- 99880113

Fax: 21-3865-8145
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Ministério da Saude
Fundagéo Oswaldo Cruz

FIOCRUZ

Eu, fui
informado de que a finalidade desta pesquisa é verificar se sou portador do parasita da malaria
ou se tenho algum sintoma que possa estar relacionado a doenca. A maléria é uma doenca
infecciosa, febril aguda, de evolucdo potencialmente complicada se ndo tratada adequadamente.
A minha participacdo consistird em entrevista direcionada através de questionario e coleta de
sangue. Responderei a um questionario com perguntas feitas por um dos membros da equipe da
pesquisa para obter informagdes sobre meus dados pessoais, da localidade onde vivo, trabalho
e/ou circulo e sobre as minhas condi¢fes de satde no momento da entrevista. O procedimento
de coleta de sangue sera o seguinte: um volume de 15ml de sangue sera retirado de uma veia de
um dos meus bracos, podendo em algum outro momento da pesquisa a coleta de sangue ser
repetida. A retirada do meu sangue podera ser feita por um enfermeiro, biélogo, médico,
farmacéutico ou qualquer outro membro da equipe de investigadores. Os possiveis desconfortos
e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles relacionados com a retirada de sangue, como dor e/ou
hematoma (rouxiddo) no local da retirada com duragdo de 3 a 4 dias. Todos os cuidados
apropriados serdo tomados, como o uso de seringa, agulha e gaze descartavel assim como alcool
para a limpeza local. Até o momento, ndo foram identificados riscos quanto aos procedimentos
de coleta. Todo o material coletado (sangue, soro e plasma) sera estocado e os meus dados
pessoais (nome, sexo, idade, endereco e etc) e epidemioldgicos (historia de viagens recentes,
antecedentes clinicos e etc) serdo utilizados somente neste projeto podendo vir a ser utilizados
também em pesquisas futuras, desde que seja aprovado por Comité de Etica, e seja resguardada
a minha privacidade. As amostras bioldgicas e os dados do questionario ficardo sob
responsabilidade do Ambulatério de Doencas Febris Agudas do Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas e do Laboratdrio de Pesquisas em Malaria do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz.
Caso o resultado do exame seja positivo, imediatamente serd instituido o tratamento gratuito de
acordo com as recomendacGes do Ministério da Salde. O mesmo serd instituido sob
responsabilidade do Ambulatério de Doencas Febris Agudas. A minha participacdo neste estudo
é inteiramente voluntaria e poderei me recusar a participar ou me retirar em qualquer fase da
pesquisa, sem prejuizo em meu tratamento caso seja identificada malaria em minha amostra de
sangue. Também poderei desistir ou retirar 0 meu consentimento da guarda e utilizacdo de
minha amostra de sangue em qualquer fase da pesquisa. O resultado desse e de estudos futuros,
se por mim solicitados, serdo relatados a mim e considerados confidenciais, podendo ser
divulgados na forma de comunicacdo cientifica. O pesquisador responsavel ou alguém de sua
equipe colocou-me a par dessas informacdes estando a disposicdo para responder minhas
perguntas sempre que eu tiver davidas. Também tenho total liberdade para contactar os demais
pesquisadores envolvidos neste estudo. Recebi uma cépia deste termo de consentimento, e pelo
presente consinto voluntariamente em participar no estudo, permitindo que os procedimentos
descritos acima sejam realizados em minha presenca.

Assinatura: RG:

Pesquisador: Data:

Fundagdo Oswaldo Cruz
FIOCRUZ
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - IPEC
Servico de Vigilanciaem Saude
Endereco: Av.Brasil n° 4365, Manguinhos — Rio de Janeiro — RJ CEP 21.045-900
Telefones: 21-3865 8145 / 3865 8185/ 21- 2562-1278
Celular da Maléria — 24h — 21- 99880113
Fax: 21-3865-8145
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Ministério da Saude
Ambulatério de Doengas Febris
Agudas
HocRUe. Cruz Servigo de Vigilancia em Sadde/IPEC

. " . Laboratério de Doencas Parasitarias/IOC
Institito-de:PesauisaClinica;Evandro-Chagas Centro de Pesquisa Diagnéstico e Treinamento em Malaria CPD-Mal/IOC

ASPECTOS ETIOLOGICOSACLI'NICOS E EPIDEMIOLOGICOS DA MALARIA DE
MATA ATLANTICA DO RIO DE JANEIRO

Data: / / Pesquisador:

1. IDENTIFICACAO

Nome:

Nome da Mae:

Sexo:

()F ()M

Data Nascimento: / / Idade:

Cor: ( )1-branca/( )2-preta/ ( ) 3-amarela/( )4-parda/ ( ) 5-indio

Local de nascimento:

Grau de Instrugdo: () analfabeto () 1° grau incompleto ( ) 1° grau completo ( ) 2° grau
incompleto () 2° grau completo ( ) 3°grau incompleto ( ) 3° grau completo () mestrado ( )

doutorado

Atividade de trabalho:
Profissao:

Ocupacéo:

Local de trabalho: ( ) Rural ( ) Urbana

Endereco do trabalho:

Endereco atual:

Bairro:

Ponto de Referéncia:

Localidade

Tempo de residéncia no Local:

Telefones:

Email:

2. DADOS EPIDEMIOLOGICOS

208



( ) Morador ( ) Visitante Freqliéncia com que visita o local:

Ja viajou para fora do estado do RJ: ( )1. Sim ( ) 2. N&o ( ) 9. Sl

Local:

Ja viajou para &rea endémica de maléria: ( )1. Sim ( ) 2. N&o ( ) 9. Sl

Ja viajou para Amazoénia: ( )1. Sim ( ) 2. Ndo ( ) 9. SI Quando:

Acre, Amapa, Amazonas, Pard, Ronddnia, Roraima e Mato Grosso, Maranh&o, Tocantins.

Jéa viajou para Africa: ( )1. Sim () 2. Ndo ( ) 9. Sl Quando:

Jéa viajou para Asia: ( )1. Sim ( ) 2. N&o ( ) 9. Sl Quando:

Ja viajou para América Central: ( )1. Sim ( ) 2. Ndo ( ) 9. SI Quando:

Local:

Histdrico de deslocamentos para area de transmissao de malaria nos Ultimos 3 meses?
Local Periodo da viagem
Observacdes:

Conhece alguém que tenha adquirido malaria nos Ultimos 3 meses?
()1.Sim ()2.N&o ()9.SI
( )Casa () Vizinhanga ( ) Trabalho ( ) Escola( ) Outros

Local provavel de transmissao:

CONHECIMENTOS GERAIS

Costuma frequentar a area de mata fechada? ( )1. Sim ( )2.N&o ( )9. Sl

Tem bromélias na regido? ( )1.Sim ( )2.Nao ( )9.SI

Ha macacos naregiao? ( )1.Sim ( )2.Nao ( )9.Sl
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Mora ou frequenta a seita do Santo Daime? ( )1. Sim ( )2.N&o ( ) 9. Sl

Pratica caga em area de mata? ( )1. Sim ( ) 2. N&o ( ) 9. Sl

Tem hébito de tomar banho de rio? ( )1. Sim ( ) 2. Nao ( ) 9. Sl

Mora ou trabalha perto de madeireira? Sabe de onde vem a madeira?
()1.Sim ( )2.Nao ()9. Sl

Observacoes:

3. HISTORIA PREGRESSA DE MALARIA

Jéa teve maléria: ( )1. Sim ( ) 2. Ndo ( )9. Sl

Data da infec¢&o anterior:
N° InfecgBes anteriores de maléria:
/ /

Infeccdo anterior: () 1. P. falciparum ( ) 2. P.vivax ( )3.P.malariae ( )4.Pf+Pv ()9.SI

Local:
Tratou: ( )1. Sim () 2.N&o () 9. Sl

Ja teve malaria no domicilio atual: ( )1. Sim ( ) 2. Nao ( ) 9. Sl

ULTIMO TRATAMENTO MEDICAMENTOSO:

Inicio do tratamento: Tempo de monitoramento:

Farmacos:

4. HISTORIA CLINICA

Transplante de 6rgéos: ( )1. Sim ( ) 2. Nao ( ) 9. Sl
Quando: / / Local:

Transfuséo sanguinea: ( )1. Sim ( ) 2. Nao ( ) 9. Sl

Quando: / / Local: N° de bolsas:
Doador de sangue:
()1.Sim ( )2.Nao ( )9. sl Local:
Fregléncia:
Gestante: ( )1. Sim ( ) 2. Nao ( ) 9. Sl Idade Gestacional (semanas):

Anemia Falciforme: ( )1.Sim ( )2.N&o ( )9.SI

Acidente com material pérfuro-cortante ( )1. Sim ( ) 2. Nao ( ) 9. SI

Faz uso compartilhado de seringas: ( )1. Sim () 2. N&o ( )9. Sl

Faz uso de algum medicamento com frequéncia ( )1. Sim ( ) 2. Ndo ( ) 9. SI
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Enumerar os medicamentos de possivel a¢do antimalérica:
() Doxiciclina () Cloroquina ( ) Primaquina ( ) Pirimetamina
() Sulfas () Outros

Observacdes:

Sl = Sem informacéo - ndo sabe a resposta

5. DADOS CLINICOS ATUAIS

Sintomas nos ultimos 30 dias: ( )1. Sim ( ) 2.Nao ( )9.Sl

Teve febre nos ultimos 30 dias? ( )1. Sim ( ) 2. Nao ( ) 9. Sl

Data dos 1% sintomas: Primeiro sintoma:

Procurou atendimento médico
Local
()1.Sim ()2.Néo ()9.SlI

Data do 1° atendimento médico: Local:

Tempo de duracgdo dos sintomas:

Desaparecimento dos sintomas:

Recebeu diagndstico clinico de dengue: ( )1. Sim ( ) 2.Nao ( )9. Sl

Recebeu diagndstico clinico de outra doenca: ( )1. Sim ( )2.N&o ( ) 9. Sl

Usou algum medicamento? ( )1. Sim ( ) 2. N&o ( ) 9. Sl

Qual:

Pensou em malaria: ( )1. Sim ( ) 2.Nao ( ) 9. Sl

SINTOMAS NO MOMENTO DA ENTREVISTA:

Algum sintoma neste momento: ( )1. Sim ( )2.N&o ( )9. Sl

Qual:

( )1.Sim ()2.Nao ()9Sl Data de inicio /
Maior T®
FEBRE o Aferida: .
Periodicidade: ] aferida:
()1.Sim ()2.N&o ()9.sl
) ()1.Sim (1)2.Ndo () 9. Sl Data de inicio /
Calafrios . L
Periodicidade: Ultimo episédio:  /
()1.Sim ()2.Néo ()9.sl Data de inicio /
Sudorese . N
Periodicidade: Ultimo episédio:  /
) ()1.Sim (1)2.Ndo () 9. Sl Data de inicio /
Cefaléia . L
Periodicidade: Ultimo episédio:  /
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por ()1.Sim ()2.N&o ()9. S|

abdominal

Data de inicio / /

Nauseas | ( )1.Sim ( )2.N&o ( )9. Sl

Data de inicio / /

Ultimo episodio:  /  /

Vomitos | ( )1.Sim ( )2.Nao () 9. Sl

Data de inicio / /
Ultimo episodio:  / /

Diarréia | ( )1.Sim ( ) 2. Néo ( )9. Sl

Data de inicio / /
Ultimo epis6dio:  / /

Prostracdo | ( )1.Sim ( ) 2. Nado () 9. Sl

Data de inicio / /
Ultimo episodio:  / /

Lombalgia | ( )1. Sim ( ) 2. N&o () 9. Sl

Data de inicio  / /
Ultimo episodio:  / /

Mialgia | ( )1.Sim ( )2.N&o ( )9. Sl

Data de inicio  / /
Ultimo episodio:  / /

Artralgia | ( )1.Sim ( )2.N&o ( ) 9. Sl

Data de inicio  / /
Ultimo episédio:  / /

Anorexia
()L.Sim ()2.Néo ()9.SlI

Data de inicio  / /

Fotofobia | ( )1.Sim ( )2.N&o () 9. Sl

Data de inicio  / /

D
of ()1.Sim () 2. N&o ()9. Sl Datadeinicio / /
retrorbital
()1.Sim ()2.Néo ()9. sl Data de inicio  / /
Sangramentos
Local do sangramento:
Alteragéo
de ()1.Sim ()2.N&ao ()9.sl Data de inicio [/ /
Paladar

Algum outro sintoma:

EXAME FISICO (caso sintomatico)

Temperatura:

Freq Cardiaca

Freq Respiratéria

Palidez Cutanea ( )1. Sim ( ) 2. Nao ( ) 9. Sl

PA sentado:

PA deitado

Hepatomegalia ( )1. Sim ( ) 2. Nao ( ) 9. Sl

Esplenomegalia ( )1. Sim ( )2.Nao () 9. Sl

Ictericia ( )1. Sim ( ) 2. N&o () 9. Sl

Edema ( )1.Sim () 2. N&o ( )9. Sl

Dispnéia( )1.Sim ( ) 2. Nao ( ) 9. Sl

Desidratacdo ( )1. Sim ( ) 2.N&o ()9. Sl

Petéquias ( )1.Sim ( ) 2. Néo ( )9. Sl

Exantema ( )1. Sim () 2. N&o ( ) 9. Sl
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Observagdes:

MATERIAL COLETADO

] . ()1.Sim ()2
()1.Sim ()2 Né&o ()9. Sl 5
N&o () 9. Sl
PCR Sorologia
Resultado: Resultado:
()1. Sim
()1 Sim ()2 Néao ()9. Sl ) () 2. Nao
Distenséo
Gota Espessa ; ()o9.sl
Sanguinea
Resultado: Resultado:

Observagdes
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