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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Jaime Louzada

No Brasil, a malaria se concentra quase totalmente na regido norte do pais, onde se
observa que a dindmica da transmissdo tem mdaltiplas origens. Nesse extremo norte do
Brasil localiza-se o estado de Roraima, na fronteira com Venezuela e Guiana, com facil
acesso por via terrestre. Posicdo geografica que pode facilitar a transmissdo da malaria
originada nesses paises. Alem disso, embora em menor frequéncia, outros estados da
Federacdo também contribuem para o aumento dessa doenca nesse estado. J& a maléria
autoctone apresenta mdltiplas origens, podendo vir de area indigena, de zona rural ou
urbana, revelando uma mobilidade de individuos com malaria dentro do préprio estado.
Essa condicdo se extende para os municipios fronteiricos onde a maléria continua a crescer,
exigindo uma analise mais aprofundada da relacdo entre a situacdo de fronteira e a
transmissdo da malaria no estado. O objetivo deste estudo foi caracterizar o padrédo
epidemioldgico da maléria autoctone e importada no estado de Roraima com base nas
condicBes de receptividade dos municipios com maior nimero de casos importados. Um
estudo retrospectivo (dados secundarios) extraido do Sistema de Informacdes de Vigilancia
Epidemioldgica (SIVEP-Maléria) permitiu construir uma série histérica (2009 a 2018)
envolvendo todos os 15 municipios roraimenses. A analise descritiva dos dados teve como
ponto de partida o local provavel de infec¢do (autdctone e importado). Um estudo
prospectivo também foi realizado nos municipios de Pacaraima, Boa Vista, Sdo Jodo da
Baliza e Rorain6polis com 1329 participantes. Os individuos foram submetidos a um
questionario semiestruturado e a uma coleta de sangue por meio de pun¢do venosa para
realizacdo do exame parasitoscopico (gota espessa), molecular (PCR) e sorolégico
(ELISA). O intuito para tal coleta foi identificar as espécies circulantes nesses municipios.
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Particularmente em Boa Vista, foi realizada uma analise espacial considerando a circulacédo
de individuos com maléria importada préximos aos criadouros como perspectiva de
aumento do risco de transmissdo de malaria nesse municipio. A analise do estudo
retrospectivo mostra que a malaria autoctone é prevalente em todos 0s municipios, porém,
a distribuicdo da malaria importada entre 0s municipios € baixa, exceto em Pacaraima e
Boa Vista, que nos Ultimos anos teve incremento importante com pico em 2018. Em relacéo
as espécies, o Plasmodium vivax é prevalente entre os autdctones e o Plasmodium
falciparum entre os casos importados. J& no resultado do estudo prospectivo, a
soroprevaléncia mostra que o P. vivax sobressaiu nos quatro municipios estudados,
entretanto, o percentual de individuos que ja foram expostos ao Plasmodium malariae é
alto, considerando que a detec¢do deste tipo de malaria por microscopia é rara. Da mesma
forma, a variacdo do P. vivax (VK210), também foi alta e prevalente nos quatro municipios.
Em Boa Vista, foram identificados 23 criadouros com potencial de transmisséo; 5 casos de
malaria autoctones; 271 casos de malaria importada dos quais 26 estavam com
gametdcitos, além disso, 73% dos portadores de gametdcitos sé procuraram o diagndstico
e tratamento 48 horas apds o inicio dos sintomas. Conclui-se que na série histérica a malaria
importada é prevalente em Boa Vista em sua maioria introduzida por brasileiros vindo de
garimpo da Venezuela e Guiana. Ja em Pacaraima, a malaria tem procedéncia quase que
exclusivamente da VVenezuela em razdo do movimento migratdrio naquele pais. No estudo
sorologico, foram detectados nos quatro municipios as variacfes de P. falciparum, P.
malariae e as trés variantes do P. vivax (VK210, VK247 e o (Plasmodium vivax-like). Em
Boa Vista, a estatistica espacial aponta para aumento de risco de transmissdao. De modo
geral, o aumento da maléria importada no estado pode ter explicagdo na intensa
movimentacdo em torno dos garimpos ilegais na Venezuela, Guiana e Brasil. Somado a
iss0, 0 movimento migratorio da Venezuela ja é uma realidade em todos os municipios do
estado. Esses dois eventos se somam as atividades de mineracao dos paises vizinhos que
historicamente tém forte relacdo com a malaria importada em Roraima, caracterizando essa
regido como grande problema de malaria de fronteira.

Palavras chave: malaria, Roraima, fronteira, soroprevaléncia, espacialidade
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Jaime Louzada

In Brazil, the northern region of the country concentrates almost all malaria, where it is
observed that the dynamics of transmission have multiple origins. The state of Roraima is
located in this extreme north of Brazil, on the border with Venezuela and Guyana, with
easy access by land. Geographic position that can facilitate the transmission of malaria
originating in those countries. In addition, although less frequently, other Brazilian states
also contribute to the increase of this disease in Roraima. Autochthonous malaria, on the
other hand, has multiple origins, which can come from indigenous lands, rural or urban
areas, revealing the mobility of individuals with malaria within the state itself. This
condition extends to border municipalities where malaria continues to grow, requiring a
more in-depth analysis of the relationship between the border situation and the transmission
of malaria in the state. The objective of this study was to characterize the epidemiological
pattern of autochthonous and imported malaria in the state of Roraima based on the
receptivity conditions of the municipalities with the highest number of imported cases. A
retrospective study (secondary data) extracted from the Epidemiological Surveillance
Information System (SIVEP-Malaria) allowed the construction of a historical series (2009
to 2018) involving all 15 municipalities of Roraima. The descriptive analysis of the data
had, as a starting point, the probable site of infection (autochthonous and imported). A
prospective study was also carried out in the municipalities of Pacaraima, Boa Vista, Sdo
Jodo da Baliza and Roraindpolis with 1329 subjects. The participants were submitted to a
semi-structured questionnaire and venipuncture blood collection to perform the
parasitoscopic (thick drop), molecular (PCR) and serological (ELISA) exam. The purpose
of such collection was to identify the species circulating in these municipalities.
Particularly in Boa Vista, a spatial analysis was carried out considering the circulation of
individuals with imported malaria near the breeding sites as a prospect of increasing the
risk of malaria transmission in that municipality. The analysis of the retrospective study
shows that autochthonous malaria is prevalent in all municipalities, however, the
distribution of imported malaria among the municipalities is low, except in Pacaraima and
Boa Vista, which in recent years had an important increase with a peak in 2018. In
Regarding the species, Plasmodium vivax is prevalent among autochthonous species and
Plasmodium falciparum among imported cases. In the result of the prospective study,
seroprevalence shows that P. vivax stood out in the four cities studied, however, the
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percentage of individuals who have already been exposed to Plasmodium malariae is high,
considering that the detection of this type of malaria by microscopy is rare. Likewise, the
variation in P. vivax (VK210) was also high and prevalent in the four municipalities. In
Boa Vista, 23 breeding sites with potential for transmission were identified; 5 cases of
autochthonous malaria; 271 cases of imported malaria, of which 26 had gametocytes, in
addition, 73% of gametocyte carriers only sought diagnosis and treatment 48 hours after
the onset of symptoms. It is concluded that in the historical series, imported malaria is
prevalent in Boa Vista, mostly introduced by Brazilians coming from gold mines in
Venezuela and Guyana. In Pacaraima, malaria comes almost exclusively from Venezuela
due to the migratory movement in that country. In the serological study, variations in P.
falciparum, P. malariae and the three variants of P. vivax (VK210, VK247 and o
(Plasmodium vivax-like)) were detected in the four municipalities. In Boa Vista, the spatial
statistics points to an increase In general, the increase in imported malaria in the state may
be explained by the intense movement around illegal mining in Venezuela, Guyana and
Brazil. In addition, the migratory movement from Venezuela is already a reality in all
countries. These two events are added to the mining activities of neighboring countries that
historically have a strong relationship with imported malaria in Roraima, characterizing
this region as a major problem of border malaria.

Keywords: malaria, Roraima, frontier, seroprevalence, spatiality
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1 INTRODUCAO

A maléria é uma doenca transmitida pela inoculacdo de protozoarios do género
Plasmodium, através da picada de um mosquito anofelino, continua a ser um grande
problema de salde publica global, causando cerca de 216 milhGes de novos casos, com
aproximadamente 445.000 mortes por ano, especialmente na Africa (1). Estima-se que a
taxa de incidéncia da maléria tenha diminuido 18% em todo o mundo entre 2010 e 2016
(1). Apesar dessa reducdo, entre 2014 e 2017, um aumento substancial na incidéncia de
casos ocorreu nas Ameéricas, em grande parte devido ao aumento no Brasil e na Venezuela
(2,3).

Na America do Sul, especialmente, no Brasil, o0 nimero de casos de malaria
aumentou de 143.748 em 2015 para 194.409 em 2017 ap6s 7 anos de declinio. Na
Venezuela (Republica Bolivariana da Venezuela) esse aumentou foi de 91.918 em 2015
para 242.561 em 2016 (4, 5). De acordo com as estimativas da agéncia de satde das Na¢oes
Unidas, o nimero de casos de malédria na Venezuela atingiu 406.000 em 2017,
principalmente na floresta tropical de planicie da Venezuela e na regido da Guiana (6). A
falta de medicamentos para o tratamento da maléria e outras medidas de controle
resultaram em um ndmero crescente de casos dessa doenca na Venezuela. Além disso, as
atividades ilegais de mineracdo no estado de Bolivar (Venezuela), sdo apontadas como
parte do problema que faz com que a doenca prevaleca no local e se espalhe para outros
paises vizinhos, sobrecarregando os servigos de sadde nos municipios fronteiricos do Brasil
e da Colémbia (4).

Roraima é o estado brasileiro do extremo norte do pais que compartilha fronteiras
internacionais com a Guiana e a Venezuela. Na triplice fronteira, o fluxo migratério €
intenso e temporario, mas desde 2017, Roraima vem vivenciando o impacto de um fluxo
migratorio sem precedentes de venezuelanos devido a crise econdmica e politica em seu
pais (7). Segundo o UNICEF e as autoridades de migracdo no Brasil, uma estimativa de
178.000 venezuelanos cruzaram Roraima, com pelo menos 32.000 assentamentos em Boa
Vista, capital do estado, localizada a aproximadamente 100 km da Guiana e a 200 km da
Venezuela (5). Um dos principais problemas no aumento da transmisséo da doenca na
Venezuela é o grande fluxo de pessoas oriundas das minas de ouro na fronteira com o

Brasil. Certamente, o aumento dos movimentos da populacdo fronteirica entre Brasil,



Venezuela e Guiana afetou as medidas de controle da malaria e contribuiu para a
disseminacéo da doenca no estado de Roraima (6).

Dados do Ministério da Saude, SIVEP-malaria (Sistema de Informacdes de
Vigilancia Epidemioldgica - malaria), mostram que o numero de casos notificados em
Roraima quase triplicou de 8.969 casos em 2016 para 23.369 em 2018. No entanto, 34%
desses casos foram importados de outros estados do Brasil (3.630 casos) e de outros paises
(5.513), principalmente da Venezuela (4.478 casos) e Guiana 610 casos (7). As infec¢cdes
por Plasmodium falciparum foram responsaveis por 9,8% dos casos autdctones e 26% dos
casos importados de outros paises (7).

Considerando a distribuicdo da malaria no estado de Roraima, Boa Vista se
destacou como principal municipio na notificacdo de casos importados de paises vizinhos.
Em 2018, registrou 5545 casos, 168 autoctones, 2115 importados da Venezuela e 533
importados da Guiana. Vale ressaltar que, em 2018, os casos de infec¢éo por P. falciparum
da Venezuela (481casos) e Guiana (97 casos) representam 80% das notificacdes de P.
falciparum registradas em Boa Vista (722 casos) (7). A Regido Amazoénica enfrenta uma
ameaca significativa do surgimento da resisténcia a artemisinina e medicamentos
associados, em decorréncia de uso inadequado, especialmente em populagdes de alta
mobilidade e em areas de dificil acesso associadas a mineracdo de ouro no Brasil,
Venezuela Guianas (8).

O P. vivax é a espécie plasmodial predominante em Roraima, embora, o P. malariae
esteja presente na Venezuela e nas Guianas, porém, relatos de casos por esta espécie
plasmodial em Roraima é raro. O P. malariae é subnotificado na maioria das areas
endémicas de malaria no Brasil devido ndo so6 a falta de microscopistas treinados como
também pela dificuldade da identificacdo desta espécie no exame microscopico direto em
gota espessa, exame de rotina para o diagnéstico da maléria no Brasil (9). Apesar da
comprovada diminuicdo da sensibilidade e especificidade em situacdes de densidade
parasitaria baixa e infec¢es mistas, 0 exame microscopico direto em gota espessa ainda é
0 meétodo de eleigcédo para o diagnostico da malaria (10).

A reacdo em cadeia da polimerase-PCR vem sendo cada vez mais utilizada para a
deteccdo molecular e identificacdo das espécies de plasmodios, por apresentar maior
sensibilidade e especificidade (9-11). Os métodos de diagndstico de malaria baseados em
exame molecular apesar de serem bastante especificos e sensiveis, sdo técnicas complexas,

com varias etapas e alto custo. Portanto, ainda ndo podem ser utilizadas para diagnostico



de rotina. No entanto a PCR pode ser Gtil como ferramenta complementar na detec¢édo do
P. malariae e na determinacdo da prevaléncia de casos com baixa parasitemia, nao
detectados ao exame parasitoscopico (12).

Da mesma maneira, 0s testes sorologicos especificos para as proteinas do P. vivax,
P. falciparum e P. malariae podem identificar as espécies plasmodiais que circulam em
uma determinada area endémica e serem utilizados como indicadores de transmissdo e
exposicdo aos plasmddios (13). Como os individuos que tiveram malaria podem
permanecer com sorologia positiva durante muitos anos, a sorologia ndo pode ser utilizada
para diagndstico mas pode ser utilizada como indicador de contato com o parasito e de
transmisséo, ja que os anticorpos tendem a ser mais elevados em individuos infectados
recentemente e diminuem uma vez gque 0s parasitos ndo se encontram mais na circulacéo.
Portanto os testes moleculares e soroldgicos sdo ferramentas importantes para identificar
as espécies plasmodiais que entram e circulam no Brasil e na determinagdo das &reas de
transmissdo de malaria (10).

Em relacéo aos vetores de malaria no estado de Roraima é necessaria uma avaliagcao
sistematica do potencial dos criadouros, principalmente aqueles localizados em areas de
maior notificacdo de casos de maléaria importada. Em 2014, foram mapeados 89 criadouros
permanentes, dos quais 52 estdo localizados em area urbana (na cidade de Boa Vista) e 37
em zona rural distribuidos entre todos 0os municipios.Entretanto, estes criadouros ndo foram
georreferenciados e ndo existem dados sobre a presenca e as espécies de larvas de
anofelinos nos criadouros mapeados. Aliado a este fato temos que considerar a importancia
da identificacdo desses vetores utilizando-se varios parametros morfologicos e uma
avaliacdo detalhada da morfologia e morfometria de todos os estadios do ciclo de vida
desses vetores, uma vez que existem espécies de importancia epidemioldgica ja assinalada,
que fazem parte de complexos de espécies cripticas. Nesse caso, muitas vezes a analise das
fémeas ou mesmo das formas imaturas isoladamente ndo levam a identificacdo correta da
espécie, pois os caracteres morfoldgicos de espécies cripticas se sobrepdem, exigindo 0 uso
de ferramentas de taxonomia molecular.

Portanto, a nossa proposta é caracterizar o padrdo epidemiol6gico da malaria
autoctone e importada no estado de Roraima utilizando ferramentas da analise espacial que
permitam visualizar as areas onde se concentram oS maiores numeros de casos, a
distribuicdo das espécies, os criadouros potenciais de anofelinos e indicadores sorologicos

de exposicdo, transmissdo e associados a resisténcia ao tratamento. Os dados



entomoldgicos associados aos dados parasitologicos e sorolégicos servirdo de base
epidemioldgica para direcionar com efetividade as medidas de prevencdo e controle da

doenca.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos historicos conceituais da malaria

A Maléria ¢ uma doenca infecciosa, febril, aguda, de origem parasitaria e de
transmissdo vetorial (14). Trata-se de uma doenca antiga também conhecida por maleita,
impaludismo, paludismo e febre terca ou quartd (15). Sua distribuicdo abrange paises
localizados principalmente na faixa terrestre tropical e subtropical da linha do equador
(1,16). Essas regides dos tropicos séo consideradas subdesenvolvidas ou com baixo indice
de Desenvolvimento Humano (IDH), cenario ideal para manutencdo da cadeia de
transmissdo da malaria (1). Essa condicdo social, revela um grande potencial para
receptividade da maléria, além de manté-la com altas taxas de morbimortalidade e de
letalidade, sobretudo, no continente africano (17).

Nesse sentido, é certo mencionar que a relacdo dessa doenca com o0s bolsdes de
pobreza pode gerar entraves nas a¢des de combate e controle da malaria. Entretanto, a
manutenc¢ao historica desse agravo ndo pode ser explicada apenas pelo viés econdmico, até
por que a maléria é uma doenga de multiplos determinantes. Por isso, ela é produzida pela
juncéo de varios aspectos que estabelecem relacdes de natureza bioldgica, socioeconémica,
cultural e ambiental. Esse Gltimo aspecto, desde a antiguidade, ja havia estabelecido sua
correlagdo com a maléria, conforme descrito a seguir (18-20).

Tao antiga quanto atual a malaria vem causando transtornos de varias ordens desde
sua existéncia. Atualmente é conhecida por malaria, mas ao longo do tempo, a sua
nomenclatura foi modificada em varios momentos e lugares no mundo. Independente das
variagbes do seu nome, ha evidéncias de sua existéncia desde os primdrdios da
humanidade. Assim, considerando uma linha temporal, h& registros historicos em tempos
e lugares diferentes que descrevem sintomatologias compativeis com o quadro clinico
classico da malaria atualmente conhecido. Sobre essa temporalidade desde o0 ano 2.700 a.C.
até o século VI a.C. ja havia descricdes de uma doenca mortal que assolava a antiga
Mesopotamia (atualmente, Iraque/Kuwait/Siria) e que se manifestava com estados “morbi
febris”. Mais a frente, pensadores gregos e romanos da antiguidade também contribuiram
ao descrever quadros clinicos sugestivo de malaria (21,22).

Sobre as contribuicGes desses pensadores, a percep¢do das primeiras conexdes com

a causalidade e formas de contagio foram aludidas por Hipdcrates (seculo V a.C.) que



descreveu algumas caracteristicas epidemioldgicas da malaria, entre elas a sazonalidade -
relacdo da doenca com uma determinada estacao do ano: “o outono com os arredores de
Atenas”, onde 14 havia pantanos (21,22). Hipdcrates, ainda descreveu os sinais clinicos
dessa doenga - “esplenomegalia, calafrios, febre e sudorese” (22). Os romanos (século Il
d.C.) também associaram essa doenca com agua parada e febre (febre romana) (21). A
partir dessa caracterizacao feita pelos romanos pode-se atribuir a origem do nome malaria
com a relativizacdo da triade (febre, pantano, vapores) denominando de “aria cattiva ou
mal’aria”, o “ar ruim” (21). Portanto, a explica¢do causal ndo era atribuida apenas com a
agua parada, havia outro componente nesse ambiente que era determinante para a
manutencdo da doenca a sua época, a putrefacdo, matéria comum aos pantanos. Atualmente
sabe-se que os vetores da malaria vivem em ambientes diferentes descritos aquela época.

Portanto, a representacdo da malaria naquele tempo e lugar se explicava a partir de
“vapores putridos” que exalavam dos pantanos e ndo exatamente apenas pela presenca de
agua. Foi por meio da evolucéo da tentativa de se compreender essa e outras doengas que,
mais tarde, se construiu a teoria miasmatica (século XVII) que explicava as doencas em
razéo das putrefacOes de corpos e lamacais de onde evaporavam ares e odores tdo ruins que
eram capazes de sucumbir o homem e até uma cidade. A intervencdo se dava por meio de
medidas preventivas acerca dos “ares”, da ““4gua” e dos “lugares”, no campo da perspectiva
higiénica (enterrar), conforme ja apontado anteriormente por Hipdcrates (21,23).

Assim, a partir de Hipdcrates e ao longo dos séculos seguintes a malaria foi
explicada como enfermidade distribuida pelo ar. Contudo, a percep¢do do meio ambiente
como determinante da malaria s6 foi comprovada cientificamente em 1898 e 1899, pelos
italianos Grassi, Bastianelli e Bignami, que descreveram o “desenvolvimento completo das
trés espécies de plasmédio humano em anofelinos(21,23).Nessa perspectiva cientifica,
surge o embasamento e direcionamento para explicar as morbidades vetoriais concebidas
dentro do processo salde doenca, tendo como modelo a histéria natural da doenca
esquematizada pela triade ecoldgica — hospedeiro, agente e meio ambiente (24,25).

Deixando de lado a explicagdo empirica sobre a caracterizacdo da malaria ao longo
da existéncia humana, para um recorte ou marco cientifico, & importante tracar um fluxo
resumido dos acontecimentos que marcaram 0s aspectos patoldgicos da malaria de
apropriacdo cientifica iniciados no século XIX. Assim, ja no final desse século, no ano de
1880 foi descoberto na Argélia o parasito da malaria por Charles Louis Alphonse Laveran.

Mais tarde, em 1885, Machiachava e Celli, reelaboraram as caracteristicas do parasito



descritas anteriormente por Laveran, além de determinarem o género Plasmodium. (21,23)
Nesse mesmo ano, Golgi e Cols descrevem o ciclo assexuado do Plasmodium, abrindo
perspectiva para outros estudos realizados em 1886. Por exemplo, a descri¢éo das fases do
parasito no homem “estabelecendo a relagdo do acesso maldrico com fim da evolugdo do
parasito no sangue”; além da descri¢ao do “ciclo evolutivo dos agentes da ter¢d e da quarta”
(14).

Ja em 1890, Grassi e Feletti estabelecem a nomenclatura das espécies da terca e
quarta respectivamente como — Haemamoeba vivax e H. malariae ou oscilllaria. No ano
seguinte foi criado, por Romanowsky, o esfregaco, que é um método de diagndstico,
constituindo-se em um evento importante para o exame da malaria e para as intervencdes
no percurso da doenca (20).

Outra descoberta importante relacionada com a transmissao, aconteceu em 1897,
quando Welch descobre os gametdcitos e os nomeiam como Hematozoon falciparum,
abrindo caminho para estudos acerca da transmissibilidade. Varios eventos importantes em
torno da malaria ocorreram entre o periodo 1948 a 1959, destacando o reconhecimento do
ciclo pré-eritrocitario e exoeritrocitario das espécies plasmodiais da malaria humana (22).

O cenério cientifico da malaria no final do século XIX, assim como a distribuicéo
dessa doenca, concentrava-se na Europa, Asia e Africa. Nas Américas, ndo ha informacdes
seguras quanto a introducdo da malaria. Provavelmente o Plasmodium vivax ja existisse
nas Ameéricas, ao passo que o P. falciparum, com os adventos das explora¢@es portuguesa
e espanhola, tenha sido introduzido no continente americano. O fato desse Plasmodium
circular e ser considerado endémico na Europa, sobretudo, no Mediterraneo, corrobora com
a hipdtese da relacao desse plasmodium com a exploracdo das Ameéricas (14,15).

Desde sua descoberta o P. falciparum, dada a sua letalidade, estimulou a pesquisa
em busca de farmacos que tratassem esse tipo de Plasmodium. O primeiro medicamento
para 0 combate da malaria foi extraido de uma casaca de uma arvore nativa dos Andes da
America de Sul, chamada cinchona, que deu origem ao quinino, extraido dessa casca. Além
disso, no periodo de 1974 a 1982, nos Estados Unidos, foi realizado um ensaio clinico
importante com a mefloquina para tratamento de pacientes com cepa multirresistentes para
o P. falciparum. Tratamento disponivel para uso desde a década 1980 na Europa e 1990
nos Estados Unidos (26).Considerando que esta forma de malaria pode ser fatal, foi um

grande avanco na intervencdo medicamentosa, no sentido de atuar na prevencdo da



mortalidade por malaria, principalmente nos continentes africanos e asiaticos, onde havia

altas taxas de morbimortalidade.

2.2 Ciclo biolégico do Plasmodium

Pertencente a familia Plasmodiidae e ao género Plasmodium os agentes etioldgicos
da malaria sdo reconhecidos em cinco espécies de importancia epidemiolégica e que podem
infectar e causar doenca no homem: Plasmodium malariae (Laveran, 1881); Plasmodium
vivax (Grassi e Feletti, 1890); Plasmodium falciparum (Welch, 1897), Plasmodium ovale
(Stephens, 1922), e Plasmodium knowlesi (Knowlesi Das Gupta, 1932).

O ciclo de vida do plasmadio (Fig. 1), compreende uma fase sexuada no vetor -
mosquitos do género Anopheles e uma fase assexuada no hospedeiro vertebrado mamifero
(homem e macaco). As infec¢cbes humanas acontecem quando a fémea de anofelino
infectada realiza o repasto sanguineo e inocula juntamente com a saliva as formas
infectantes, denominadas esporozoitos, na derme do individuo. Os esporozoitos podem
permanecer por horas no local da picada e as formas que escapam do sistema imunolégico
e atingem a circulacdo sanguinea migram para o figado e penetram nas células hepéticas
(27,28).

Uma vez dentro dos hepatdcitos os esporozoitos se diferenciam e multiplicam
assexuadamente resultando na formacao de esquizontes multinucleados com dezenas de
milhares de merozoitos. Esta fase do ciclo é denominada de ciclo exoeritrocitico e seu
tempo de duracdo varia de acordo com a espécie plasmodial. Para o P. falciparum o tempo
estimado é de 8-11 dias, o P. vivax 8-17 dias, o P. malariae 18-40 dias, o P. ovale 10-17
dias e o P. knowlesi 9-12 dias (29,30).

Durante esta fase do ciclo a infec¢do ¢ assintomatica e, no caso do P. vivax e P.
ovale, 0s esporozoitos podem permanecer em estado de laténcia nos hepatdcitos,
transformando-se em hipnozoitos, podendo persistir por um longo periodo no figado, ap6s
a infeccdo inicial, causando recaidas observadas em pacientes infectados por estas espécies
plasmodiais (31,32).

Ap0s a esquizogonia, 0s esquizontes maduros liberam gradativamente na circulago
sanguinea e 0s merozoitos teciduais, através de brotamento de vesiculas (merossomos) ou
por ruptura do esquizonte no hepatocito. Os merozoitos apos serem liberados invadem os

eritrocitos e se diferenciam em trofozoitos jovens, trofozoitos maduros e finalmente em



esquizontes. Dependendo da espécie, cada esquizonte gera cerca de 10 a 30 merozoitos que
invadirdo outras células sanguineas, reiniciando o ciclo eritrocitico. A duracdo da
esquizogonia sanguinea pode ser de 24 horas (febre cotidiana), 48 horas (febre ter¢a) ou 72
horas (febre quarta), de acordo com a espécie envolvida na infeccdo. Apenas uma espécie
tem ciclo de 24 horas, o P. knowlesi, sendo que a grande maioria das espécies apresenta
ciclo de 48 horas (febre ter¢a). Apds um periodo que varia de 3 a 10 dias, conforme a
espécie do parasito, alguns merozoitos se diferenciam em gamet6citos masculinos e
femininos (32).

O ciclo no inseto inicia-se no momento que o0 vetor absorve as formas sexuadas
(gametaocitos) ao sugar o hospedeiro infectado. No interior do intestino do inseto ocorre o
processo de gametogénese diferenciando-os em duas formas de gametas que ddo origem
ao gametdcitos masculino e feminino. A fecundagdo entre o microgameta (masculino) e
macrogameta (feminino) resultara, em torno de 24 horas, no zigoto (ovo), depois
denominado de oocineto, iniciando o processo de travessia no interior do mosquito até
alcancar o intestino médio onde se encista, agora como oocisto. O rompimento do oocisto
ocorre em torno de 14 dias, liberando os esporozoitos que circulam pelo organismo do
vetor até se alojarem nas glandulas salivares podendo dar origem a um novo ciclo no
homem (31,32).

Figura 1 -Ciclo biol6gico dos parasitos da malaria
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2.3 Principais vetores de importancia epidemiologica

No mundo ja foram formalmente reconhecidas 465 espécies vetoriais, das quais,
cerca de 65 foram identificadas no Brasil, com apenas 15 de importancia epidemiolégica
para atuarem no ciclo de transmissao. Na regido amazonica, o principal vetor da malaria é
0 Anopheles darlingi, seguido de Anopheles albitarsis e An. aquasalis. Além desses, ha
outras espécies, de importancia para a regido como o An. marajoara e Anopheles
deaneorum, An. janconnae, pertencentes ao complexo An. albitarsis, o An. triannulatus s.l.
e 0 An. nuneztovari s.l., todos de baixa capacidade de transmissdo, ou com transmissao
restrita a algumas localidades (32-34). O fato de ter papel secundario na transmisséo néo
impede a possibilidade de que algumas dessas espécies se tornem um transmissor primario,
pois, em algumas localidades algumas espécies, a exemplo do An. intermedius, An.
oswaldoi s.I e An. forattinii, foram encontradas naturalmente infectadas com plasmodium
(35,37).

O Anopheles (Nyssorhynchus) oswaldoi Peryassu, embora ndo esteja totalmente
definido o seu papel como vetor é uma espécie amplamente distribuida na Amaz6nia e
pertencente ao complexo de espécies, constituido por pelo menos trés membros: An.
oswaldoi s.s., An. oswaldoi A e An. oswaldoi B (38). Esse complexo se adapta a diversas
caracteristicas de criadouro: diversos niveis de tolerancia ao sol, tamanho das colec¢des de
agua, grande variedade de tubidez, inclusive as suas larvas tém sido coletadas em &guas
claras ou turvas (39,40)

An. oswaldoi s.l. apresenta ampla distribuicdo na América do Sul, sobretudo, no
oeste dos Andes, em regides de floresta do interior da Amazonia, inclusive, em locais
desmatado como estradas e areas de cultivos (38). Trata-se de um complexo de espécies
que tém habitos exofagicos e tendéncia zoofilicas, mas que também fazem o repasto
sanguineo no homem. Membros deste complexo além de apresentar uma alta densidade
populacional também apresentam diversidade na sua distribuicdo (39). Embora, alguns
estudos ndo tenham encontrado essa espécie infectada com o plasmddio, outros apontam
seu importante papel dessa espécie na transmissdo da malaria em diversas localidades da
Amazonia brasileira como € o caso dos estados do Acre e de Rondénia e de alguns paises

da América do Sul, a exemplo da Colémbia (41-55).

10



An. triannulatus Neiva & Pinto, é outro complexo de espécie abundante em
algumas localidades amazonicas, apresentando ampla diversidade comportamental e
fenotipica (46-49). Tem ampla distribuicdo na América do Sul e em determinadas regides
da América Central, inclusive pode ser encontrado desde a Argentina até a Nicaragua e
também na ilha de Trinidad (38,50). Esse complexo € composto de pelo menos trés
espécies: An. triannulatus s.s., An. halophylus e uma terceira espécie An. triannulatus C.
(51). O Anopheles triannulatus s.I. apresenta habitos crepusculares, zoofilico, geralmente
0 repasto sanguineo ocorre fora das residéncias ou no interior das florestas, mas,
eventualmente pode ocorre no domicilio (52-58). Alguns membros desse complexo foram
encontrados infectados no estado de Rondonia e em outras regiGes do Brasil. Embora,
apresente alta densidade populacional, é considerado vetor secundario e ainda carece de
estudo para determinar que papel exerce na epidemiologia das regides do Brasil onde essa
espécie foi identificada (57,59).

Anopheles (Nyssorhynchus) nuneztovari é um anofelino de grande importancia
epidemioldgica para a malaria. Tem ampla distribuicdo geografica desde o norte da
América do Sul até o leste do Panamé e regido Amazonica, além de ser encontrado em
alguns estados do nordeste do Brasil (56,60). Na composicdo desse complexo, foram
identificados os seguintes membros: An. nuneztovari s.s., An. nuneztovari A, An. goeldii e
An. dunhami. Entretanto, a posicao taxondmica de algumas espécies desse complexo ainda
precisa de definicdo. Ja se sabe por meio de estudos moleculares que o An. goeldii foi
finalmente validado como espécie através de caracterizagdo morfologica da genitélia
masculina de exemplares encontrados no Amapa e por testes moleculares - analises
sequenciais do gene mitocondrial citocromo oxidase | - COI, gene white e ITS2 em 2008
(61,62). O An. nuneztovari s.l. é apontado como vetor primario da malaria em vérias
regides de Venezuela, Colémbia e Peru (63). Espécies infectadas foram capturadas nos
estados de Para e Amapa e ao longo da BR-174 que liga Roraima ao estado do Amazonas
(64).

Como principal vetor da maléaria, o An. darlingi, apresenta distribuicdo geografica
abrangente encontrado desde o sul do México, norte da Argentina, regido ocidental dos
Andes até a costa do Atlantico. No Brasil, encontra-se em quase todo o territorio nacional,
exceto, no sertdo nordestino e em regides de elevada altitude (65). Ele é considerado um
vetor de alto potencial de transmissdo, talvez pela sua predilecdo antropofilica,

apresentando alta densidade populacional, com ampla distribuicdo geografica e capacidade
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de transmitir todos os plasmodios. Na Amazénia, essa espécie é amplamente distribuida
em todos os estados, sendo responsavel pela condi¢do endémica da malaria na regido (66-
69).

O An darlingi, apresenta habitos hematofagicos durante a noite toda, com pico
unimodal (meia noite), mas o repasto pode ser bimodal, ou seja, no crepusculo matutino e
vespertino. Geralmente tem preferéncia por habitos endofagicos (dentro de casa), porém, a
hematofagia pode ocorrer também fora de casa tanto no homem como em animais que
podem estar no entorno do domicilio ou préximo a algum criadouro durante alguma
atividade laboral ou de lazer (70-75). Apbs o repasto sanguineo o Anopheles darlingi
deposita seus ovos em locais com colecdo de agua limpa, sombreada ou parcialmente
sombreada (represas e remansos de igarapés e lagos). Larvas dessa espécie também tem
sido encontrada em colec¢des de dgua expostas ao sol ou parcialmente ensolarada (76,77).
O desenvolvimento das larvas pode ocorrer em locais mais afastados das margens das
colecgdes liquidas, com presenca de troncos, e pequena vegetacdo flutuante. Contudo, é
importante referir que essa espécie vem se adaptando as mudancas provocadas pelo homem
como desmatamento, criadouros artificiais (psicultura) e barragens (78). Vérios estudos
demonstram que populagdes de An. darlingi tem apresentado uma combinagéo de distinta
variacdo genética e plasticidade fenotipica, que o torna capaz de se adaptar a amplas
condicdes ecologicas, atraves de diferentes biomas. Essa capacidade se reflete em um certo
ecletismo quanto aos picos horarios e habitos alimentares em diferentes ambientes e
sazonalidade (79,80).

O conhecimento da fauna anofélica e dos criadouros pela equipe de entomologia
dos municipios € uma ferramenta fundamental no controle da maléaria (81,82). Entretanto,
o Ministério da Saude, reconhece a limitagdo na capacidade operacional dos servicos de
salide dos municipios, sobretudo, no manejo dos vetores. Por isso, é uma preocupacao do
programa de controle da maléria disponibilizar manuais e capacitar a equipe de
entomologia no sentido da sistematizacdo dos “procedimentos inteligentes e na adogao de
rotinas de monitoramento e andlise para tomada de decisdo” (81,82). Dessa forma, no
controle vetorial algumas estratégias sdo recomendadas aos municipios: Manejo Integrado
de Vetores (MIV) — é uma tomada de decisdo que permite 0 manejo adequado da populacéo
de vetores que envolve varios setores, inclusive, colaboracdo de varias agéncias publicas e
privadas e a participacdo comunitaria; estratificacdo epidemioldgica — outra estratégia, que

envolve a sistematizacdo da andlise e interpretacdo das informacgdes. Com base em
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informacdes epidemioldgica, as equipes envolvidas na operacionalizacdo podem definir,
por exemplo, as localidades prioritarias para receber algum tipo de intervencgao de “controle
diferenciado ¢ de intensidade distinta”; Controle Seletivo Vetorial (CSV) — refere-se aos
métodos de controle do vetor que devem considerar varios aspectos envolvendo a maléria,
de modo a definir as prioridades, 0 conhecimento sobre a fauna das espécies dos mosquitos,
a relacdo do homem com essa fauna e o aporte de recursos humanos e financeiros para a

realizagdo das agOes de controle vetorial (82).

2.4 Distribuicdo da malaria no mundo

A maléria é doenca de alcance intercontinental de caracteristica endémica de
ocorréncia em varios paises do mundo, principalmente aqueles que apresentam baixo IDH.
Por essa condicao, apresenta indices epidémicos extraordinarios, constituindo um grave
problema de satde pablica nos paises tropicais, especialmente no continente africano. Em
2018, foram estimados 228 milhGes de casos de malaria no mundo dos quais 213 milhdes
(93%) ocorreram no continente africano. O numero de 6bitos estimado para este mesmo
ano foi 416.000 mortes, das quais 383.000 na Africa (83) (Fig.2).

Embora a taxa de incidéncia global tenha diminuido em 18% entre 2010 e 2016,
nas Ameéricas, registrou-se aumento substancial entre 2014 e 2015, impulsionado pelo
aumento de casos de maléria no Brasil e na Venezuela (83). Outros paises nas Américas
também tiveram aumento de malaria a exemplo da Colémbia, Equador, El Salvador, Haiti,
Honduras, Nicaragua e Panama (1,57). Entretanto, a Venezuela apresentou a pior situacéo,
pois, registrou 91.918 casos de malaria em 2015 e 414.527 em 2017, aumento de 351%. A
maioria dessa malaria foi transmitida em regiGes de mineracdo no estado Bolivar, no
sudeste da VVenezuela, na fronteira com a Guiana e Roraima (1).

De fato, o estado de Bolivar € um ponto de acesso regional do qual a malaria se
espalhou para outros paises vizinhos, sobrecarregando 0s servicos de saide em municipios
fronteiricos do Brasil e da Colémbia que recebem casos importados de malaria, incluindo
por P. falciparum, contribuindo com o aumento da malaria no Brasil, conforme
mencionado anteriormente, de 143.748 em 2015 para 193.837 em 2018 (1).

Dentre as espeécies distribuidas no mundo o P. falciparum é o parasito mais

patogénico, enquanto o P. vivax ¢ o mais amplamente distribuido com 7.524 milhdes
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(3.3%) no mundo. A estimativa para 2018, do P. vivax mostra ainda uma alta taxa de
incidéncia, sendo o sudoeste asiatico a regido com a maior incidéncia deste parasito (53%)
seguido das Américas (75%) e regido do mediterraneo oriental (29%). Ja o P. falciparum,
é 0 parasito mais prevalente na Africa (99,7%) seguido do sudoeste da Asia (50%), na

regido do Mediterraneo oriental com (71%) e regido do Pacifico ocidental com (65%) (1).

Figura 2- Distribuicao da malaria no mundo, 2016.

Areas where malaria transmission occurs
Araas with limited risk <

Fonte: IAMAT — International Association for Medical Assistance to Travelers, 2016

A manutencdo de altas taxas da morbimortalidade posiciona a maléria, ainda, como
um grande problema de saude no mundo. A OMS vem se esforcando para diminuir sua
incidéncia ou elimina-la, criando para isso, uma agenda global com estratégias, protocolos
e metas para 0 ano de 2020. Algumas dessas estratégias como 0 aumento dos investimentos
financeiros e os esforcos na prevengdo, no diagndstico e no tratamento vém reduzindo
significativamente a incidéncia e a mortalidade causada pela maléaria em varios paises,
inclusive alguns deles ja foram certificados como livres da doenca (83). Desde 2000, o
aumento no financiamento e os esfor¢os em prevencao, no diagndstico e no tratamento tém
levado a reducéo da incidéncia e da mortalidade causada pela maléria.

Considerando a estratificacdo epidemioldgica no mundo, verifica-se que a malaria
ocorre em regides tropicais e subtropicais, apresentando comportamento e padrdo
heterogéneos, inclusive, que se repete na Amazonia, onde a incidéncia é constante e

subsequente, o que a torna regido endémica (83).
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Essa condicdo endémica pode ser caracterizada por fatores multiplos que séo
determinados pela cadeia de transmissdo - vetor-homem-parasito, tais como: fatores
ecoldgicos que correspondem as condi¢cBes ambientais; fatores socioculturais, que sdo
determinados por atitudes e comportamento da coletividade; fatores econdémicos e
politicos. Todos esses fatores podem interferir na dindmica da transmissao e no nivel do

risco de exposicdo da malaria (58,84,85).

2.5 Situacéo da malaria no Brasil no contexto amazonico

A malaria no Brasil foi descrita desde a data de 1587, entre os indigenas Tupinamba,
povos que tiveram relatos de febre terca e quartd. Em 1898, Adolfo Lutz fez a associacao
da doenca com Anopheles cruzi, disseminada entre trabalhadores durante a construgédo da
estrada de ferro S&o Paulo-Santos. Em 1950, Carlos Chagas comprova que a transmisséo
da malaria é intradomiciliar, fato que permitiu o controle do vetor por meio do uso de
imagocida ou adulticida a base de enxofre queimado nas habitacdes (86,87). No final do
século XIX, a disseminacdo da malaria atingia quase todo territdrio nacional, nas principais
cidades costeiras do Brasil. Outro registro historico importante, foi a epidemia no Rio
Grande do Norte e Ceara, no inicio do século XX, causada pelo Anopheles gambiae, o que
resultou num esforco global para evitar a disseminacdo desse vetor de alta capacidade de
transmissao para as Américas (88).

Na regido amazoénica, no século XIX, o fenbmeno da migracao nordestina em busca
da extracdo do latex foi o marco dos primeiros registros de epidemia e de mortes por
maléria. A epidemia se espalhou por varias localidades da Amazo6nia, geralmente,
associada com a extracao do latex e com a construcdo da estrada de ferro Madeira-Mamoreé,
hoje, no estado de Rond6nia (89). Em razdo da importancia epidemioldgica da maléria no
Brasil, que teve reflexo social e econdmico principalmente no norte do pais, varias acdes
de controle foram implantadas em diferentes regides brasileiras. Diversos planos de acéo e
medidas de controle foram executados ao longo do século XX (90). Assim, a primeira
campanha no combate da malaria foi realizada em 1905 pelo médico Carlos Chagas
durante a construcdo do porto de Santos, em Sdo Paulo. Nessa época, conhecedor da
endofilia do vetor, Carlos Chagas, institui o uso de telas nas janelas e borrifacdo nas casas
como medida de intervencdo contra a forma adulta do vetor. Essa acao foi bastante exitosa,

pois houve redugéo expressiva dos casos de malaria nessa regido (91,92).
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Além da intervencdo no domicilio, outras medidas de controle vetorial foram
utilizadas no decorrer dos anos. Assim, a partir da década de 1920, na regido costeira do
Nordeste, 0 manejo ambiental por meio da drenagem dos criadouros foi uma medida
eficiente que impactou na reducdo da maléria nessa regido. Entretanto, a partir de 1940,
explodem varios surtos e epidemias de malaria em todo territorio nacional atingindo cerca
de 70% dos 1986 municipios oficialmente reconhecidos. Fato que expds ao risco
aproximadamente 31 milhdes de individuos com aproximadamente 8 milhdes de casos de
maléria e 80 mil mortes (93,94). Diante da gravidade da situacéo, iniciou-se uma campanha
de combate em nivel nacional. A primeira medida foi a adocdo de uma nova droga
antimalarica, cloroquina (CQ), somado a sistematizacdo da borrifacéo intradomiciliar com
o DDT, inseticida residual de acdo prolongada. Essas duas medidas tiveram impactos
positivos para a reducao drastica da maléria em grande parte do territorio brasileiro, embora
surtos localizados ainda persistissem, a exemplo de S&o Paulo, que chegou a registrar 180
mil casos de maléria, e do surto no sul do pais. A ocorréncia da malaria na regido sul foi
atribuida a presenca do anofelino, do subgénero Kerteszia, sobretudo pela espécie An.
cruzii e An. bellator, que habitam as bromélias, plantas epifitas abundantes na Mata
Atlantica. Em 1950, além das medidas de controle domiciliar e tratamento, foram
destruidas cerca de 25 milhdes de bromélias. Em razdo dessas medidas, houve uma
tendéncia de queda que se prolongou nas décadas subsequentes — 40 mil casos/ano na
década de 1940; cerca de 5 mil na década de 1970 e apenas 71 casos em 1982. Atualmente
a regido sul e sudeste conseguiram reduzir drasticamente a malaria na Mata Atlantica (86,
95).

Em 1957, o Servico Nacional de Malaria criou uma campanha denominada
“Campanha de Erradicagdo da Malaria (CEM), visando, a erradicacdo da doenca,
utilizando para isso a abordagem passiva e ativa dos moradores de areas endémicas, além,
do tratamento com cloroquina e a borrifagdo com DDT. Esse programa seguia a mesma
estratégia de controle orientado conforme o Programa de Erradicacdo Global da Malaria
(PEGM) instituido pela OMS em 1955 (95, 96). Nos anos seguintes a implantacdo desse
programa no Brasil, a malaria ainda estava fora de controle com seu pior indice em 1966
quando se registrou 106.890 casos no Brasil, dos quais 53,1% foram causados por P.
falciparum contra 49,1% por P. vivax, entre outras espécies. Contudo, essa campanha foi
exitosa em diversas regides do pais, na medida em que houve uma reducdo extraordinaria

na incidéncia da malaria em quase todo territério nacional, em torno de 50% em algumas
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regides. Ja na regido Sul, Centro-Oeste e Nordeste, a malaria foi eliminada em 1970, mas
somente em 1979 essas regides foram declaradas livres de transmissdo da malaria, porém
atualmente essa regido voltou a apresentar foco dessa doenca. Entretanto, essa experiéncia
exitosa em parte do territério brasileiro ndo teve 0 mesmo sucesso na regido amazoénica
(97,98). Algumas explicacOes para a baixa efetividade desse programa no norte do pais
pode estar associada a transmissao extradomiciliar, inviabilizando o uso do DDT, ou
mesmo a transmissdo intradomiciliar, devido as habitagdes com superficies inadequadas
(parede) para receber e garantir a efetividade residual do inseticida, como por exemplo as
malocas indigenas, diferente de outras habitacbes do Brasil. E mesmo as casas da
populacéo ribeirinha, construida com tabuas, com grande espacgo entre uma e outra.

Em 1970, foram notificados 52 mil casos de malaria no Brasil, dos quais 73% foram
registrados na Amazonia. Essa disparidade em relacdo as demais regiGes do pais tem varias
explicac@es: as caracteristicas ambientais e climaticas favorecem a permanéncia do vetor,
tipos de habitacdo, dificuldade de acesso as comunidades, grande densidade da populagéo
dos principais vetores com ampla distiruicdo no espaco amazoénico, caracteristicas que
dificultam a operacionalizagdo das medidas de controle dos vetores. Além disso, a
intensificagdo do movimento migratorio na década de 1980, com impacto na incidéncia da
malaria na regido Norte, que registrou aumento continuo de 169 mil para 443 mil casos,
dos quais respectivamente 96% e 99% foram notificados na regido Amazonica (98).

O PEGM universalizou ou utilizou os mesmos métodos de controle para as regiGes
malarigenas do planeta. Segundo alguns autores, houve um equivoco estratégico ao ndo
considerar as especificidades geograficas, econémicas e politicas de cada regido, pois em
algumas regides os métodos utilizados conseguiram atingir o propoésito da reducdo da
malaria € em outras regibes o método fracassou (98-102). O Brasil reproduziu tais
especificidades onde a diversidade também néo foi considerada, e da mesma forma o éxito
na reducdo da malaria foi alcan¢ado apenas em algumas regides do pais. A regido Norte
ilustra essa diversidade e por isso, apresentou baixa efetividade do controle da malaria
nesse periodo (98).

Nesse sentido, a execucao das acdes da maléria no espagco amaz6nico sempre foi um
desafio para 0 processo de intervencdo, fato que dificultou a implementacdo do CEM,
mostrando a inviabilidade de um modelo Unico de controle da malaria para o Brasil. No
intuito de desconstruir esse modelo, na década de 1980, foi implantada a “estratificagdo

epidemioldgica”, abordagem que levava em consideracao os aspectos epidemiologicos,
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ambientais, geogréaficos, sociais e econémicos entre outras especificidades regionais, a
exemplo de terras indigenas (97, 98). Assim, o planejamento das ac¢Ges seguia um fluxo,
comecando pelo levantamento epidemioldgico, diagnoéstico situacional, das regides
endémicas da doenca, identificando as localidades prioritarias para o recebimento de
recursos humanos, materiais e financeiro, viabilizando a operacionalizacdo das acdes de
controle da malaria (103).

Em 1986, uma iniciativa do governo brasileiro foi a implantacdo de um programa
especifico para a regido amazoénica denominado de “Operagdo Impacto”. Em verdade foi
outra forma de abordagem para o uso de DDT, e do tratamento da maléria realizado por
critério de zoneamento geografico. Esse método visava a massificagdo do tratamento dos
doentes, identificados por meio de busca ativa, simultaneamente ao combate vetorial,
realizado por meio de borrifacdo intradomiciliar. Contudo, esse programa foi muito
criticado pelo alto custo e pela sua ineficiéncia, pois, a expectativa de reducao da maléria
ndo se concretizou na regido amazonica, ao contrario, houve incremento da malaria nesse
periodo (92). Talvez essa ineficiéncia teve como causa, o fato que a hematofagia pode
ocorrer também fora do domicilio, dificultando a reducgdo da doenca na Amazodnia, além
das especificidades habitacionais referidas anterioomente.

A partir do ano 2000, as acBes de controle da malaria passam para a gestdo da
Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), que tem como fun¢do coordenar 0s programas
de controle das doencas transmissiveis no ambito nacional, compartilhada com estados e
municipios. Atualmente, ha vérias diretrizes do Ministério da Saude com foco nas medidas
de protecdo e controle da malaria pactuadas entres as trés esferas de governo: a “integragao
das acgdes de vigilancia, prevengdo e controle da malaria na ateng@o basica” sao medidas
essenciais que ampliam o acesso ao diagndstico e tratamento, além de aumentar o
contingente humano no monitoramento da malaria, inclusive pela equipe da estratégia
salde da familia. Outra medida importante, foi a participacdo da comunidade e a
mobilizacdo social, estratégia que permite a apropriacdo da comunidade nas questdes da
malaria.

Desde a primeira campanha no combate da maléria realizada por Carlos Chagas em
1905 até os dias atuais, considerando todas as dificuldades operacionais, é inegavel a
reducdo da maléria na regido Norte. Além disso, a condi¢do de “regido livre da malaria”
adquirida e mantida na maioria dos estados brasileiros € reflexo de medidas assertivas e de

pesquisas realizadas ao longo das décadas no mundo e no Brasil. Contudo, a malaria na
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Amazonia legal, se revela ainda como um grande desafio de salde para os estados que
compdem essa regido como pode ser observado na Tabela 1.

Hoje alguns fatores vém interferindo na a tentativa de controle da maléria no norte
do Brasil, como é o caso do fluxo de pessoas dos paises limitrofes e da malaria importada,
que distribuida entre os estados, sempre se apresentou baixa (2,3%), quando comparada
aos casos autdctones (95,0%) observado na tabela 1. Assim como os importados de outros
municipios e estados da federagdo (2,7%) também tém baixa incidéncia em relacdo aos
casos de malaria autoctones (7). Porém, analisando individualmente, em alguns estados a
malaria importada representa um problema de salde importante, em virtude do ndmero
desses casos. Por exemplo, o estado de Roraima se apresenta como 0 maior receptor de
malaria importada entre todos os demais estados do Brasil. Para ilustrar a irregularidade na
distribuicdo da malaria, o estado do Amapéa em 2004, teve a maior ocorréncia desse tipo de
malaria dentre todos os estados, 5.776 (27,9%), reduzindo significativamente nos anos
subsequentes (7).

Ja a malaria autdctone, sempre se mostrou expressivamente maior do que a malaria
importada de outros paises e outras unidades da federacao. Esse tipo de maléria apresentou,
no acumulado, uma média de 292.755,4 com desvio padrdo de 140.005,53 e mediana de
254.364, representando 95% de toda a malaria do periodo. O IPA desse intervalo teve seu
maior indice em 2005, nos anos seguintes observa-se um declinio sistematico com menor
registro em 2016 (7)

Essa tendéncia de queda tanto da malaria importada quanto da autoctone € reflexo
de varias frentes de atuacdo e de intervencdo do Ministério da Saude junto as vigilancias
do estado e dos municipios, tais como: capacitacdo dos gestores, aumento dos laboratdrios
de diagndstico, atuacdo dos Agentes Comunitarios de Salde junto a equipe de controle da
maldria, dentre outras medidas assertivas implementadas em varios programas como
politicas de salde. A compreensdo e apropriacdo da realidade amazonica, a partir do
modelo “estratificagdo epidemiologica” da década de 1980 hoje difundida e internalizada
pelos atores ou agentes de intervencdo, foi crucial para o enfrentamento da malaria
concentrada em espacgos tdo dispersos, diversos e complexos como os do territorio

amazonico.
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Tabela 1- Namero de casos de malaria na Amazonia Legal no periodo de 2003 42019

ANO TOTAL AUTOCTONE UF IMPORTADA/PAIS (%) IPA
2003 408.762 390.84 10.22 7.704 (1,9) 18,3
2004 464.899 439569  14.03 11.299 (2,4) 20,5
2005 606.068 580.816  16.29 8.960(1,5) 26,7
2006 549.38 522916  16.97 9.497 (1,7) 233
2007 457.469 435.83 12.89 8.749 (1,9) 18,7
2008 314.906 298.287  10.53 6.001 (1,9) 12,9
2009 308.4 293.23 8.394 6.776 (2,2) 12,5
2010 333.461 318.049  7.403 8.009 (2,4) 13,1
2011 265.848 254.364 5.89 5.594 (2,1) 10,3
2012 241.806 228577  5.968 7.261 (3,0) 9,2
2013 178.089 165.015  4.514 8.560 (4,8) 7.0
2014 143.748 135883  3.239 4.626 (3,2) 53
2015 142.698 135162  2.839 4.697 (3,3) 5.2
2016 128.746 120.304 3.63 4.812 (3,7) 4.6
2017 193.916 183.84 5.395 4.681 (2,4) 6,9
2018 193.838 181.404  5.828 6.606 (3,4) 6.8
2019 156.915 146.786  6.165 3.964(2,5) 54

Fonte: SIVEP, Brasil, 2020

Analisando apenas o0 ano de 2018, estratificado por estado, a incidéncia da malaria
autoctone em relacdo a importada é significativamente maior em todos os estados, como
pode ser observada na figura 3. Alguns desses estados, estdo no patamar de baixo risco de
transmissdo de acordo a classificagdo do Ministério da Salde: Maranhdo registrou
(IPA=0,1); Mato Grosso, (IPA=0,3); Para, (IPA=5,4); Rondbnia, (IPA=5,4); Tocantins,
(IPA=0,0). Ja no estrato moderado risco de transmissdo estdo inclusos o estado do Acre
(IPA=30,5), Amazonas (IPA=17,6), Amapa (IPA=18,4) e Roraima (IPA=40,5). Portanto
nenhum estado do Norte apresentou alto risco de transmissdo. Entretanto, é possivel que
dentre os municipios haja alguns que se encontram dentro desse estrato, como é casos de
alguns municipios de Roraima. Amazonas foi o estado que apresentou 0 maior nimero de
casos de malaria autdctone e Roraima o maior em casos importados. As ocorréncias da
malaria por P. falciparum foram maiores no Amazonas, com 8.522 casos, equivalentes a
12,9% do total de malaria e no Acre, com 5.684 casos, representando 22,5% desse total
.

A maléria importada foi registrada em todos os estados. Roraima, Amazonas e
Maranh&o apresentaram os maiores indices dentre os demais estados. Venezuela, Guiana e
Francesa, foram os paises que mais contribuiram com a maléria importada. Embora,

relativamente baixa em relacdo & malaria autoctone, essa maléria adquirida fora do
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territério brasileiro deve ser motivo de preocupacéo, principalmente, porque em alguns
estados, a malaria causada pelo P. falciparum é majoritariamente importada. Por exemplo,
Roraima, foi o estado que mais notificou esse tipo de malaria em 2018 e pela sua condicédo
fronteirica com os dois paises que mais contribuiram com maléaria importada no Brasil,
essa preocupacdo deve ser redobrada e acles efetivas de controle sanitario devem ser

sistematizadas. (Fig. 3)

Figura 3- Distribuicdo da malaria autéctone e importada de paises, estratificada por estado da Amazonia
legal no ano de 2018
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Fonte: o autor

Portanto, na Amazonia, a distribuicdo da malaria precisa ser percebida no contexto
de suas diversidades culturais, geograficas e ambientais e atualmente também na
perspectiva do processo migratorio (104,105). Sao essas as caracteristicas necessarias para
0 entendimento dos diferentes comportamentos da malaria dentro do universo amazonico.
Tais diversidades refletem, sobremaneira, na transmissibilidade desse agravo, porque a sua
propagacdo esta relacionada historicamente com a forma de ocupacdo da Amazénia

produzindo “mudangas climaticas”, ‘“movimentos migratérios”, e a ‘“ocupagao
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desordenada das periferias das grandes cidades”. Além disso, ha os projetos de reforma
agraria, exploracdo madeireira, pecuaria e agricultura e invasfes. Tudo isso traz como
consequéncia o desmatamento, logo o desequilibrio ambiental refletindo no potencial de

transmissdo da maléria num determinado espaco (85,98).

2.6 A malaria no estado de Roraima

O estado de Roraima foi criado na Constituicdo de 1988, porém, 0 seu povoamento
inicia-se efetivamente com a crise do ciclo da borracha, no Amazonas, entre os anos 1910
a 1920. Essa crise estimulou o movimento migratério de nordestinos para o territorio, em
busca de trabalho, nas fazendas de gado e posteriormente nas atividades de mineracdo. Em
1943, por meio de um decreto, o0 Governo Federal criava o Territdrio Federal do Rio
Branco, ainda anexado a0 Amazonas, tornando-se independente somente em 1962, com
mudanc¢a em sua nomenclatura para Territorio Federal de Roraima (106).

O processo de formacdo do territorio, apresentou trés missdes: a defesa, o
povoamento e a “civilizagdo” dos indigenas. Ja a urbanizacao do estado, foi estimulada
pela organizacdo das instituicdes publicas; investimento social e pelo interesse particular
de cada individuo na formacdo das cidades (106). Dentro do processo de urbanizagéo
alguns fatores foram decisivos para a sua formacdo e identidade nos dias de hoje.

Assim, na cria¢do das cidades, o fator econdmico sofreu varias intervencGes ao
longo da existéncia do estado. Inicialmente, ainda no territorio Rio Branco, as fazendas de
gado foram responsaveis pelo movimento migratorio, tendo o povoamento das zonas rurais
ocorrido simultaneamente com as atividades garimpeiras que tiveram seu pico em 1930
(105).

A extragdo madeireira na economia era flutuante, dependia quase que
exclusivamente da exportacdo para a Venezuela. Quando havia restricdo no comércio com
este pais, restava apenas o mercado interno, fabricacdes de moveis e construcdo civil
(105,106). Esse fato estabeleceu uma crise social que por sua vez refletiu no processo de
garimpagem que nas décadas seguintes, marcaram a exploracdo ilegal de ouro,
principalmente, em terras indigenas. Assim, as atividades de garimpagem foram
responsaveis pelo grande fluxo de pessoas no estado, consequentemente, em 1980 houve o

maior incremento, 13.590 casos de malaria em Roraima (98,106).
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Nesse sentido, a forma de ocupacao do estado, sobretudo na capital, produziu uma
dindmica espacial em torno do garimpo, haja vista que o monumento principal da cidade
de Boa Vista é uma escultura da figura de um garimpeiro. Essa dindmica estabelecida nesse
espaco revela, dentre outros determinantes, o de saude (malaria, mercurio), o social com
as mazelas sociais e ambientais (polui¢do dos rios, desmatamento). Além disso, populactes
tradicionais, como os indigenas, vém sendo expostas as doencas infecciosas em razdo do
contato com garimpeiros. Nessa dinamica, atualmente séo catalogados 862 garimpos

ilegais sendo que a sua maioria estdo localizados em terras indigenas como pode ser

observado no mapa a baixo (Fig.4) (107).
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Fonte: RAISG- rede amazbnica socioambiental georeferenciada

O comportamento epidémico da maléria nesse estado ndo é diferente das demais
regides da Amazonia Legal. Entretanto, quando se analisa a malaria importada de outros
paises, Roraima se difere dos demais pelo volume de casos de malaria procedentes dos
paises localizados em seu entorno, tais como Venezuela e Guiana. Outros paises, a exemplo
da Guiana Francesa e Suriname, em menor ocorréncia, também contribuem para o
incremento da maléria importada no estado. Assim, a posi¢do geogréfica do estado, bem

como aspectos sociais e econdmicos em torno da mineracao ilegal corroboram para a
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manutencdo da malaria importada no estado, promovendo grandes fluxos de pessoas entre
0s garimpos e a capital Boa Vista, municipio que absorve os produtos da mineracao.

Jé a reducdo da maléria autéctone no estado constitui um desafio, dada a dificuldade
operacional nas ac6es de controle vetorial ou mesmo no acesso ao diagnostico e tratamento
precoce na zona rural e area indigena. Essas regides remotas de dificil acesso, contribuem
para a manutencdo da malaria autoctone na maioria dos municipios que possui povos
indigenas.

A maléria registrada no periodo entre 2003 a 2005, teve incremento de 197,1% com
10.757 em 2003 contra 31.964 em 2005. Nesse periodo a malaria por P. falciparum
acompanhou esse incremento apresentando seu maior registro em 2005 com 6.463 casos
sua menor ocorréncia em 2003 quando foram notificados 1.869 casos por esta espécie. A
malaria causada pelo P. vivax também apresentou incremento, com seu maior IPA em 2005
(7). Nesse ano apenas 0 municipio de Boa Vista esteve no estrato de baixo risco de
transmisséao, os demais foram considerados locais de alto risco de transmissao, destacando
0 municipio do Canta como a pior situacdo com 615,8 de IPA (7).

No periodo de 2006 a 2008, em relacdo ao IPA, nota-se que dos quinze municipios
com transmissao de maldria, seis ficaram no estrato de baixo e moderado risco e nove foram
notificados com alto risco. Analisando o IPA por ano, observa-se que 0s municipios de
Alto Alegre, Boa Vista, Normandia S&o Luiz do Anaua e Uiramuta flutuaram entre baixo
a moderado risco de transmisséo, os demais ficaram no risco de alta transmisséo, exceto
Amajari, Bonfim e Pacaraima no ano de 2007 e Caroebe e S&o Jodo da Baliza em 2008 (7).

A maléaria importada teve um percurso difuso durante o periodo. Nesse triénio
foram notificados 1.008 (33,2%) casos de malaria procedentes da Venezuela e 2.024
(66,8%) da Guiana. Quando se analisa por municipio, Boa Vista com 2.636 casos (84,1%)
se destaca em numeros de notificagdes por ser rota para os demais municipios, além disso
é a grande receptora dos produtos dos garimpos. Os demais municipios, em conjunto,
registraram 497 casos de malaria e Caroebe foi o Unico onde ndo houve notificacdes.
Exceto Boa Vista e Pacaraima todos os demais municipios ficaram abaixo de 50/1.000
casos por ano (7).

E importante referir que grande parte da malaria no estado é proveniente de areas
indigenas. Ha dois distritos sanitarios responsaveis pela salde das diversas etnias que
vivem em Roraima: Distrito Sanitario Especial Indigena (DSEI) Leste de Roraima, que

atende as etnias Makuxi, Taurepang, Ingarikd, Waiwai, Patamona e Wapixana. Ja o DSEI
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Yanomami assiste aos Yanomami e Ye’kuana, inclusive aos Yanomami que vivem no
estado do Amazonas (Fig.5).

Nesse mesmo triénio (2006-2008) a populacdo indigena atendida pelo DSEI Leste
de Roraima apresentou médio risco de transmissao com menor IPA (17,3) em 2008 e o
maior (34,6) em 2006 e média (1.277,6) de casos positivos. A malaria por P. falciparum
teve sua maior ocorréncia em 2006 com 25,9% do total dos positivos (n= 482).
Comparando 2008, que registou 851 casos de malaria, com o ano de 2018, observa-se um
aumento 275,6% (n=3.196) com IPA de 61,8, trés vezes maior do que o registrado em 2006
(7).

O acesso entre a cidade de Pacaraima e a capital Boa Vistaé feito pela BR 174, onde
estd localizado, as margens da rodovia, o polo base Sorocaima Il composto por varias
comunidades indigenas. Esse polo, apresentou maior ocorréncia de malariaem 2018 dentre
todas as comunidades indigenas atendida pelo DSEI Leste de Roraima. Em 2008,
especificamente essa comunidade registrou 73 casos de malaria e IPA de 19,4 contra 1.471
e IPA 391,7 em 2018 com aumento de 1.915% dos casos de malaria (7).

No DSEI Yanomami/Ye’kuana hd evidéncias que o aumento da malaria em
algumas comunidades indigenas Yanomami esta relacionado com a presenca macica e
crescente de garimpeiros iniciada em 2018, especialmente no Polo Base Waikas que atende
194 indigenas distribuidos em trés comunidades. No entorno dessas comunidades,
garimpos ilegais se multiplicam criando situagdo de risco para os indigenas, inclusive
expostos a individuos com malaria num ambiente com presenca de criadouros. Em 2017
estas comunidades registraram apenas 10 ocorréncias de maléaria com IPA de 51,6,
aumentando em 2018 para 92 casos. Em 2019 essas comunidades registraram um pico de
1.157 casos de maléaria e IPA de 5.964 (7) (Figura 5).

A malaria entre os indigenas do estado de Roraima € autdctone e ndo ha relagdo
direta com malaria importada de outros paises, basta observar que a maioria dos municipios
do estado tem baixa ou quase auséncia de malaria importada, exceto Pacaraima e Boa Vista.
Particularmente em Pacaraima o aumento excepcional da malaria indigena precisa ser
investigado, pois ndo é seguro afirmar que tal aumento tenha correlagdo com movimento
migratorio de ndo indigenas e indigenas venezuelanos. Por isso é importante averiguar a
existéncia de outras causas que promoveram tal aumento no municipio de Pacaraima.

Diferentemente da maléria nos indigenas do municipio de Pacaraima, entre 0s

Yanomami, a malaria vem aumentando em regides de baixa ocorréncia nos altimos anos e
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estd associado a presenca de garimpeiros. A circulacdo desses individuos num ambiente
receptivo onde se estabelece um contato muito préximo entre indigenas e garimpeiros pode
gerar um problema de saude que vai além da maléria de dificil solu¢do considerando a

complexidade logistica, geogréafica e cultural do povo Yanomami.

Figura 5 - Mapa do DSEI Leste de Roraima DSEI Yanomami
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Fonte: o autor

Desta forma é fundamental identificar os determianantes associados ao processo de
transmissdo da malaria em Roraima, haja vista que o comportamento e a distribuicdo
espacial dessa doenca é heterogénea, apresentando uma relacao estreita com a dinamica de
diferentes espacos: zona rural e urbana, area indigena e regies de fronteira. Esta ultima
constitui um grande problema no procrsso de producdo e intervencdo desse agravo,
dindmica associada a malaria ainda pouca estudada nesse estado. Por isso € importane
entender as vertentes conceituais, assim como a dindmica dessa regido de fronteira e 0s
processos de intervencao e do controle sanitario envolvendo as doencas transmissiveis.

Fronteira € um espaco geralmente associado a linha diviséria internacional entre
dois ou mais paises (108,109). Esse espaco é caracterizado pela faixa de fronteira que se
estende a partir de uma linha divisoria ou linha de fronteira. Na Constituicdo Federal
Brasileira de 1979, (Lei 6.634, de 2/5/1979) esta faixa foi estabelecida em 150 Km de
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largura (110). Contudo ndo se pode caracterizar fronteira apenas como um lugar onde a
movimentacdo de pessoas e do comércio sdo restritas a linha diviséria (delimitacdo
geogréfica). A fronteira, vai além das dimensdes territoriais e cartografias, na medida em
que é também um lugar de passagem de multiplos aspectos — “econdmica, social, cultural,
animal, de vetores de doenca, de circulagdo atmosférica, dentre outras” (111-116). N&o
se pode limitar o conceito de fronteira atribuindo apenas a separacao de dois territdrios até
por que se trata de um local onde circulam pessoas que podem permanecer ou se
distanciarem desse lugar ou linha (114).

Desta forma, a dindmica espacial dos espacos fronteiricos acaba por estabelecer
relagdes que se aproximam e que se distanciam, gerando, portanto, relagbes harmonicas e
conflituosas (115). Essa dinamica pode ser tipificada em “modelos de interagao fronteiriga”
em torno do comércio no circuito das cidades gémeas. Ha cinco modelos dessa interacéo
descrita por Cuisinier-Raynal e colaboradores (2001) e adaptado para as fronteiras do
Brasil por Machado e colaboradores (2005):

Margem — as populacdes desse lugar estabelecem pouco contato entre si, ocorrem
trocas familiares e pequenos comércios que se limitam a linha de fronteira, denominado de
“comércio formiga” ou comércio localizado; Zona-tampao - pode ser definida como zona
de estratégias ou de seguranca onde ha proibicdo de circulagdo de produtos ilegais, ou
restricdo do acesso, por exemplo, reserva naturais protegidas, parques e terras indigenas;
Frente — tem por caracteristica 0 comércio fronteirico ilegal, por isso, o fluxo de
garimpeiro € intenso e a presenca dos contentores ou 6rgdos de fiscalizacdo e seguranca
esta concentrada na linha de fronteira, embora, o produto dessa atividade ilegal se expanda
para 0s municipios localizados nas faixas de fronteira. Em Roraima essa frente além de se
caracterizar pelo comercializacdo do ouro, hd também o comércio ilegal de combustivel
vindo da Venezuela; Capilar —a dindmica ou o comércio é muito semelhante ao perfil dos
atores e do comércio de margem, porém se diferem devido a reduzida presenca dos
contentores, ou seja, menos estado, portanto, menos fiscalizacdo, fato que deixa livre a
mobilidade dos difusores (individuos) que se movimentam levando e trazendo mercadorias
de um lado para o outro. Em Roraima essa caracateristica capilar remete aos municipios
localizados na linha de fronteira, com fiscaliza¢do esporadica em operacdes realizadas pela
Policia Federal com cooperacdao com o Exército; Sinapse - o comércio no local é facilitado
ou organizado ostensivamente pelo estado por meio de investimento de pontes, estradas ou

melhorando a infraestrutura das cidades gémeas com investimento em hotelaria e
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transporte etc. Em Roraima, a revitalizacdo da BR 174 entre Brasil e Venezuela e a BR 401
que liga Brasil e Guiana, a construcdo da ponte entre 0 municipio de Bonfim no Brasil e
Lethem na Guiana, sd@o exemplos dessa interacdo por sinapse (117, 118). Esse
entendimento das interagOes de fronteira pode ser determinante para processo de
intervencdo e reducdo da malaria em zonas de fronteira. Nesse sentido, Roraima esta
localizada numa regido malarica em complexa interacdo entre pessoas de varias
procedéncias e por diversos interesses que retratam um lugar de intensa movimentagéo que
em certa medida, essa intensidade de pessoas ciculando nesse espaco revela uma

fragilidade no controle da malaria que deve ser percebida como um problema de fronteira.

2.7 Geoprocessamento como ferramenta de analise espacial

Geoprocessamento ¢ um recurso tecnologico utilizado para “coleta, exibi¢do e
tratamento de informagdes espacializadas” (119, 120). Também é definido como uma
tecnologia que se utiliza de modelos matematicos para processar, analisar e socializar
informac0es espaciais (119, 120). O processamento dessas informacGes se da por meio de
“cartografias, assessoramento remoto, sistema de posicionamento global (GPS) e o Sistema
de Informacdo Geografica (GIS) (121). Estas ferramentas sdo bastante utilizadas em varias
areas do conhecimento, como nas cartografias para 0s recursos naturais, transporte,
comunicacdo, saude, energia, planejamento urbano e varias outras ou areas de riscos (119).

Desde do século XVIII, com o surgimento das topografias médicas, que na verdade
se tratavam de narrativas descritivas da geografia fisica (estudava a dindmica e superficie
terrestre) e humana (analisava as relac@es entre sociedade, economia e politica) no periodo
colonial, tenha ja nessa época surgido o conceito de geografia médica ou da satde, mais
tarde definido como geografia médica por Max Sorre, em 1933 (122). A época, 0 objeto de
estudo da geografia médica era analisar as doencas locais e se havia ocorréncia dessas
mesmas doencas em outras regides e na diversidade da raca humana. Ou, num segundo
momento, estudar outras doencas em diferentes racas e a partir do estudo elaborar uma
espécie de protocolo universal (123).

A geografia médica teve varias mudancas no seu objeto de estudo, porém, sé ap6s
a Organizacdo Mundial de Saude ampliar o conceito de salde, tanto a geografia humana
guanto a médica, passaram a inserir a desigualdade social como determinante de saude.

Foi nessa década que se concretizou 0 conceito de geografia da saude no ambito da
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geografia humana, fixando como disciplina na década 1990 (124). Entretanto, hd uma
distingdo entre geografia médica e da saude, diferenciada apenas pela perspectiva
metodoldgica de se analisar um fendmeno. A geografia médica se baseia no modelo
biomédico quantitativo, enquanto os aspectos socioldgicos e qualitativos compdem a base
do modelo usado pela a geografia da saude (125). Essa Gltima estuda a espacialidade dos
determinantes sociais, ambientais e as condi¢fes de salde da populacao.

Atualmente, a geografia da salde ja estd incorporada no curriculo universitario,
tanto nos cursos de geografia como em salde publica, ou em cursos de pds graduacao,
condicdo importante para o aperfeicoamento das tecnologias da andlise espacial e
geoprocessamento em saude. Ferramentas importantes para analisar os fenémenos da satde
num determinado territdrio e suas variacGes espaciais que, na maioria das vezes, se utiliza
um mapa para transcrever em pontos e linhas tais fendmenos. Assim o mapa € o principal
recurso da geografia em salde, pois, € ele que mostra esses fendmenos observados nos
territdrios. Por se tratar de uma representacdo grafica do territério numa superficie plana,
acaba por ser uma ferramenta de visualizacdo para ajudar na interpretacdo da descricao do
fendmeno. Por exemplo, compreendendo as relagfes dos atores nas epidemias, retratados
na triade ecoldgica, que mostra o equilibrio entre 0 meio ambiente, o hospedeiro e o agente
e o desequilibrio dessa relacdo que pode produzir doencgas (Fig. 6) (121,125).

Figura 6 - Triade ecolégica
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Fonte: Faculdade de Medicina do Centro de Ciéncias da Salde da UFRJ
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Além do mapa, ha varias outras ferramentas utilizadas na construcdo das analises
espaciais que compdem as etapas do geoprocessamento, como pode ser observado na figura

abaixo:

Figura 7 -Ferramentas de geoprocessamento
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Fonte adaptado do Ministério da Satde 2007

Essas ferramentas sdo muito utilizadas na gestdo municipal, por exemplo, nas as
acoes de planejamento urbano, onde é possivel por meio do GIS mapear 0s postos de saude,
associar com os numeros de moradores do entrono do posto para delimitar a cobertura
amplamente utilizada na estratégia saude da familia. Ainda na salde publica, essa
ferramenta é usada para mapeamento de epidemias e surtos, possibilitando delimitar a area
e realizar blogueio (121). Além de varias aplicabilidades em outras areas tais como:
cadastro imobiliério para planejamento urbano, no meio ambiente para monitoramento de
regides remotas, areas de risco, queimadas, desastres ambientais, desmatamentos e no
estudo de impacto ambientais: na construcao de barragens, hidrelétricas, producdo agricola

versus utilizacdo de defensivos agricolas, dentre outras (121).
2.8 Proteina Circunsporozoita (CS)

A CSP ¢ a proteina predominante na membrana do esporozoito com funcdo
importante quanto a motilidade e invasdo dos hepatdcitos e devido a sua abundéancia,

localizacdo na superficie e imunogenicidade, tem papel fundamental na invasdo da célula

alvo do parasito e, por essas razdes, a CSP ¢ a principal molécula para o desenvolvimento
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de vacina contra Plasmodium. Uma vacina eficaz nesse estagio pode reduzir infeccdes
primarias e impedir o estabelecimento de hipnozoitos de P. vivax, reduzindo, assim, 0 risco
de multiplas recaidas que contribuem para a manutencao da transmissao (126-129).

Experimentos anteriores ja mostravam que a imunidade protetora na malaria em
humanos poderia ser induzida através da imunizacdo com esporozoitos atenuados por
irradiacdo ou ainda enfraquecidos por meio do uso da cloroquina num esquema profilatico
que permitia a inoculacdo de esporozoitos sem danos para 0 homem. Portanto, a resposta
imune estimulada por tais esquemas, era capaz de inibir o parasito na circulagdo antes que
ele produzisse a doenga (130). A resposta imune humoral de individuos protegidos por esse
esquema de imunizacdo, mostra a presenca de anticorpos especificos para a proteina
circunsporozoita (CS) o que revela um antigeno em potencial na inducdo da resposta
protetora tanto em animais como em humanos (131).

A estrutura genética da CSP interfere na efetividade da resposta protetora do
sistema imune, contribuindo para continuidade da transmissdao em funcdo da sobrevivéncia
do Plasmodium em virtude da resposta do sistema imune (132). A diversidade antigénica
ou variacdes do Plasmodium, principalmente o P. falciparum, mostra o quanto esse
parasito e capaz de continuar seu ciclo no hospedeiro humano mesmo diante das respostas
imunogénicas (133).

A proteina CS é uma molécula multifuncional e estruturalmente essencial para a
formag&o, maturacéo, motilidade e desenvolvimento do esporozoito nas varias fases do seu
desenvolvimento durante o processo de migracdo desde a invasdo das glandulas salivares
do mosquito até a entrada nas células hepaticas do hospedeiro humano (134-136). Possui
baixo peso molecular (58 kDa) e apresenta uma estrutura altamente conservada nas
diferentes espécies plasmodiais. A Figura 8 mostra a estrutura da proteina CS constituida
por um dominio N-terminal, uma regido de repetigcdo central localizada entre duas regides
conservadas, regido | (RI) e regido Il (RII), e uma ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI)
fixada no extremo C-terminal (137). Na regido de repeticao central, encontra-se 0s epitopo
de células B imunodominantes alvos de anticorpos protetores enquanto as regides N e C
(terminal) contém epitopos de células T-CD4 e CDS8, reconhecidos por células T na
resposta citotoxica e auxiliar. O dominio repetitivo central possui nimero variados de
repeticdes em “tandem” e as extremidades amino e carboxila altamente conservadas. As
sequéncias em tandem no dominio central sdo especificas para cada espécie plasmodial,

apresentando-se conservadas para o P. falciparum, P. malariae e P. brasilianum (138).

31



Contudo, para o P. vivax, essa sequéncia apresenta trés variantes de acordo com a
composicdo de aminoacidos das repeticbes. A variante VK210 do P. vivax ¢ a mais
amplamente distribuida em regides endémicas de malaria por P. vivax e predomina em
muitas delas, enquanto a VK247 ¢ limitada a algumas regides, principalmente, em regides
com presenca de infeccBes por P. vivax e P. falciparum, incluindo o Brasil (139). No
entanto, o tipo VK247 é mais comum no Sudeste da Asia do que em outros paises (139).
O terceiro tipo de unidade de repeticdo, chamado P. vivax-like, ¢ idéntico ao descrito para
P. simiovale; sua frequéncia global ainda ¢ pouco conhecida, mas ja detectado em Papua
Nova Guiné, Brasil, Indonésia e Madagascar. No Brasil, os parasitos P. vivax-like foram
identificados em diversos estados Amazoénicos, inclusive em infecgdes mistas com outras
variantes do tipo VK e em area endémica pré-Amazénica, no estado do Maranhdo
(140,141).

Figura 8 -Estrutura da proteina circunsporozoita

Peptideo
Sinal  N-terminal Rl Repeticoes Rl C-terminal GPI
Epitopo cél. B
(GDRADGQPA)

P. vivax VK210: (GDRA [A/D] GQPA)10
P. vivax VK247: (ANGA [G/D] [N/D] QPG)9

P. vivax-like: (APGANQ [E/G] GGAA)11

Fonte: Pereira (2018)
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3. JUSTIFICATIVA

A incidéncia da maléaria na Amazonia brasileira teve uma expressiva reducdo na
ultima década com o nimero de casos registrados caindo pela metade, entretanto, nas areas
da fronteira internacional as acdes de controle ndo tiveram 0 mesmo éxito. A malaria
continua a crescer nos municipios fronteiricos, exigindo uma analise mais aprofundada da
relacdo entre a situacdo de fronteira e a transmissdo deste agravo. A malaria no Estado de
Roraima é caracterizada pelos altos registros de casos importados da Venezuela e Guiana.
A capital, Boa Vista, localiza-se a aproximadamente 100 km distantes da Guiana e 200 km
da Venezuela. Apesar desse municipio ser considerada area de baixo risco de transmisséo
de malaria, 0s numerosos registros de malaria importada e a crescente pressdo de infeccdo
sobre os municipios de fronteira e na capital, representam um grande desafio para a
organizacdo do servico de vigilancia em salde.

O tréansito de pessoas e vetores na fronteira e a falta de acesso as medidas
preventivas e cuidados de saude nestes paises comprometem o controle da malaria em
Roraima, e tornam os municipios fronteiricos e a capital vulneraveis aos surtos de malaria
e epidemias. Além disso é preocupante a circulacdo de P. falciparum importados dos paises
vizinhos, resistentes aos farmacos utilizados para o tratamento da malaria no Brasil. Alem
disso, ndo ha estudo sorolégico nem diagndstico molecular em Roraima.

Em face do exposto, é relevante os estudos que visem caracterizar o padréo
epidemioldgico da malaria autdctone e importada no estado de Roraima que podem auxiliar
na elaboracdo de estratégias que considerem as especificidades das areas de fronteiras e
dos movimentos da populacdo dos paises fronteiricos nos municipios do Estado de

Roraima.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Caracterizar o padrao epidemioldgico da maléria autdctone e importada no estado de
Roraima com base nas condicGes de receptividade dos municipios com maior nimero

de casos importados.

4.2 Obijetivos especificos

> Descrever a evolucdo espaco temporal dos casos de maléria autdctones e
importadas, notificada em todos os municipios do estado de Roraima, utilizando
dados retrospectivos extraidos do SIVEP no periodo de 2009 a 2018;

» Determinar as espécies de plasmddios circulantes e a presenca de anticorpos
especificos para a proteina CS na populagdo dos municpios de Boa Vista,
Pacaraima, Rorainoplois e Sdo Jodo da Baliza, utilizando técnicas parasitologicas
diretas, moleculares e soroldgicas, no periodo de 2016 a 2018;

» Caracterizar os criadouros da zona urbana de Boa Vista, segundo as espécies de
anofelinos, relacionando sua distribuicdo com a frequéncia de gametocitos com a
maldaria autoctone e importada notificada nesse municpio no periodo de 2016 a
2018.

34



5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Tipo de pesquisa

Considerando os objetivos, esse estudo adota maltiplas técnicas metodoldgicas. E
exploratorio, pois nos procedimentos técnicos utilizou dados obtidos por meio de fonte
secundaria, que possibilitou a analise espacial e temporal de todos os municipios de
Roraima, representando o primeiro objetivo especifico que trata da série histdrica descrita
no intervalo de 2009 a 2018, portanto trata-se de um estudoretrospectivo. Outra vertente
desta pesquisa é ser um estudo transversal realizado nos municipios Boa Vista, Pacaraima,
Rorainopolis e Sdo Jodo da Baliza. Esse estudo comtempla o segundo e terceiro objetivo
especifico realizado no periodo de 2016 a 2018, caracterizando como estudo prospectivo.
Os dois tipos de estudos buscaram caracterizar o padrdo epidemioldgico da maléria
autoctone e importada no estado por meio de analise descritiva dos dados retrospectivos
retirados do SIVEP-MALARIA e também pela obtencéo de dados prospectivos resultantes

das atividades de campo e laboratorial.

5.2 Area de estudo

Roraima esté localizada no extremo norte do pais (2°03'N / 61°24'0), delimitando
a triplice fronteira - Brasil, Venezuela e Guiana. Limita-se ainda, dentro do territério
brasileiro, com os estados do Para e Amazonas. O estado tem sua capital, Boa Vista, como
a Unica capital brasileira situada totalmente no hemisfério norte do globo terrestre. Seu
territorio, com area aproximada de 224,3 mil km?, representa o 14° maior estado brasileiro
em extensdo territorial (142). Possui 15 municipios, todos com menos 20 mil habitantes,
exceto, Roraindpolis, Caracarai e a capital Boa Vista, essa com 284.313 habitantes (Fig
10). A populacdo do estado, 450.479 habitantes, revela uma densidade demografica de 1,76
habitantes por quildmetro quadrado, inseridos na faixa de fronteira. Entretanto, apenas
nove tém em seu territério fronteira fisica com a Venezuela - Alto Alegre, Amajari, Iracema
e Pacaraima e com a Guiana - Bonfim, Caracarai, Caroebe, Normandia e Uiramuta que faz

fronteira com os dois paises, conforme figura 9 (142).
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Figura 9 - Mapa geopolitico do estado de Roraima
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Fonte: o autor (2020)

Mesmo diante do panorama composto por diversos municipios fronteirigos, esse
estudo delimitou quatros municipios por apresentarem importancia epidemioldgica para a

malaria, como se segue:

Boa Vista

Com uma populacdo estimada, em 2019, de 399.213 habitantes, Boa Vista é a
capital do estado, esta localizada inteiramente no hemisfério norte, entre latitude
02°49'12"N e longitude 60°40'23"0. Sua localizacdo permite facil acesso as fronteiras
internacionais e ao estado do Amazonas, rota percorrida por terra. A capital fica a 231,5
km de Santa Elena do Uairén, na Venezuela (BR-174) e a 133,3 km de Lethem, Republica
Cooperativa da Guiana (BR-401). Dista 783,0 km de Manaus, capital do Amazonas, cujo
acesso também ¢é feito por rodovia (BR-174) (142).

A cidade de Boa Vista, apresenta boa estrutura de servico de saude, sobretudo na
assisténcia de alta complexidade, condi¢do que contribui para que esse municipio se torne

referéncia de salide para todos os municipios do estado. E também o municipio que mais
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notifica malaria importada de outros paises, de outros estados da federacdo e também da
malaria de procedéncia de outros municipios de Roraima. Em 2019, foram registrados
2.053 casos de malaria, em sua maioria, procedente da Venezuela (1.558 casos), Guiana
(401 casos) e com menor frequéncia da Guiana Francesa (13 casos) e Suriname (3 casos)
.

O numero de maléaria notificada em Boa Vista adquirida em outros municipios do
estado, somada a malaria importada provoca alta demanda nos postos de notificacdo de
Boa Vista. Nesse mesmo ano foram registrados 4.285 casos de malaria procedentes de
varias regides do estado, mostrando uma mobilidade importante entre 0s municipios. A
maléria autdctone de Boa Vista sempre foi baixa quando comparada aos demais
municipios. Em 2019 foram notificados 127 casos de procedéncia local, mantendo o

municipio no patamar de baixo risco de transmissdo com (IPA) de 1,0 (7).

Pacaraima

Em 2019, Pacaraima teve sua populacgdo estimada em 17.401 habitantes, incluindo
povos indigenas de trés etnias (Makuxi, Taurepang e Wapixana) totalizando 5.838
individuos, o que equivale a 33,5% do total da populacédo de Pacaraima. O municipio esta
localizado entre latitude 04°25'51"N e longitude 61°08'45"0 (142). A condicdo de fronteira
desse municipio, apresenta um intenso movimento de pessoas em torno do comércio entre
Pacaraima e Santa Elena Uairén. Desde 2014, a cidade de Pacaraima, vem intensificando
0 comércio, em razdo da crise econémica do pais vizinho e consequentemente 0 aumento
de circulacdo de pessoas. A malaria importada notificada nesse municipio € quase que
exclusivamente procedente da Venezuela que aumenta e diminui conforme a oferta de
tratamento em Santa Elena Uairén, cidade fronteirica com Pacaraima, ou conforme tensdes
politicas local. Por exemplo, varios conflitos na regido provocaram o fechamento da
fronteira incidindo na queda do nimero de casos de malaria importada 2.136 casos em
2018 para de 268 notificagoes em 2019. Por outro lado, houve aumento dos casos de
maldria autdctone (1.577), gerando uma inversao, ja que historicamente, nesse municipio,

a malaria importada sempre foi maior (7).

Rorainopolis
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O municipio esté localizado no sul do estado, entre latitude 00°56'45"N e longitude
60°25'04"0, a 298 km de Boa Vista e 487 km de Manaus. E o segundo maior municipio do
estado, com uma populacdo estimada em 30.163 pessoas em 2019 (142). No mesmo ano,
Rorainopolis registrou 1.981 casos de malaria dos quais, 1.787 foram aut6ctones vindo da
zona rural com 1.606 (89,9%) casos contra 181 da zona urbana. J& os casos de maléaria
importada, procedentes de outros paises, apresentaram baixa ocorréncia: 33 casos
procedentes da Venezuela, dois da Guiana e um do Suriname. Além disso, 0 municipio
notificou oito casos de malaria procedentes do Amazonas, trés do Para e um de Rondonia.
Somado a isso, foram notificados 149 casos de malaria procedentes de outros municipios

do préprio estado, fato que pode favorecer a transmissao local (7).

S0 Jodo da Baliza

O municipio de Sdo Jodo da Baliza, também localizado no sul do estado, entre as
latitudes 00°57'03"N e longitude 59954'39"0, limita-se com o estado do Para, distante a
326 km de Boa Vista. O municipio é escassamente povoado, com uma populacédo de 8.201
habitantes estimada para 2019 (142). No referido ano o municipio notificou 634 casos de
malaria, 461 autoctones dos quais 310 foram adquiridos no espa¢o urbano do municipio,
equivalente a 66,2%, contra 151 da zona rural. A malaria importada, por sua vez, teve
pouca ocorréncia com apenas dois casos provenientes da Venezuela e da Guiana Francesa.
Ja as notificacbes de malaria adquirida em outros municipios corresponderam a 27.1% do
total de 634 notificados no municipio em 2019 (7).

Tanto em Roraindpolis como em Séo Jodo da Baliza a malaria urbana é recorrente,
talvez por apresentar ambientes receptivos, ja que existem criadouros na sede de ambos 0s
municipios. Os dados de Sdo Jodo da Baliza e de Roraindpolis foram analisados
conjuntamente devido ao reduzido ndmero de amostras coletadas, alem disso, as
caracteristicas epidemioldgicas de ambos se assemelham: malaria urbana e periurbana,
baixa incidéncia de malria importada e grande mobilidade de pessaos entres 0s municpios

do sul do estado onde ambos estédo localizados.

5.3 Populacéo e amostra
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Para a pesquisa retrospectiva considerou os individuos com diagndstico de malaria
notificados em todos 0os municpios de Roraima que no intervalo de 2009 a 2018, registrou
79.538 casos autdctones e 35.322 de maléria importada. J& para o estudo prospectivos,
foram selecionados quatros municpios de relevancia epidemioldgica, tanto para a malaria
importada como a autocotne, com a seguinte amatragem dos participantes: Boa Vista =520
doos quais foram identificados 26 individuos com gametdcitos que serviram de base para
a construcdo do mapa de calor (fig.27) com intuito de avaliar o risco de transmissdo da

malaria nesse municipio; Pacaraima = 648; Roraindpolis e sdo Jodo da Baliza = 161.

5.4 Procedimentos de Coleta

5.4.1 Coleta de dados retrospectivos extraidos do SIVEP-MALARIA

Um estudo ecoldgico foi realizado incluindo todos os municipios de Roraima, sob
a perspectiva do local provavel de infeccdo (autoctone e importada). Os estudos ecologicos
sdo interessantes para analisar grupos populacionais contextualizados no tempo e no
espaco, desta forma foram utilizados dados retrospectivos do periodo de 2009 a 2018,
extraidos do Sistema de Informacdo de Vigilancia epidemioldgica (SIVEP-malaria). As
informacdes foram coletadas considerando as seguintes procedéncias: a malaria importada
adquirida fora do territorio brasileiro — em sua maioria sdo procedentes da Venezuela,
seguido da Guiana e com menor frequéncia da Guiana Francesa e Suriname; de
procedéncia de outros estados da federacdo, dentre eles o estado do Amazonas, com maior
frequéncia, seguido do Para e Ronddnia; outros municipios do proprio estado de Roraima,
em razdo da mobilidade dos individuos, o0 municipio de notificacdo ndo é o mesmo do local
provavel de infeccdo; além da maléria adquirida no préprio municipio analisado, pelo
indice parasitario anual (IPA). Desta forma, com base nos dados secundarios extraidos
nesse sistema, uma série historica foi construida tendo como recorte temporal o ano de

2009, estabelecendo um intervalo de dez anos, finalizado em 2018.

Esse sistema, apresenta trés possibilidades de acesso para a extragdo das
informac0es: [I] estratificacdo municipal, permite acesso individual de cada municipio; [11]
estratificacdo estadual, as informacdes sdo disponibilizadas em bloco, ou seja, ndo ha
separacao por municipio; [I11] extrato federal que disponibiliza dados de todos os estados

do Brasil. Com o intuito de descrever a distribuicao espaco temporal da malaria no estado,
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optou-se por avaliar os dados a partir da estratificacdo por municipio. Dentro do nicho
municipal foram coletados de forma separada, os registros da malaria autdctone (IPA) e da
malaria importada, considerando alguns indicadores de impacto: positividade; espécie;
local provavel de infecgéo, fragmentado por procedéncia de outros paises, de outros estados
da federacdo e notificacdo ocorrida em outros municipios de Roraima; por género; faixa

etaria; ocupacao.

A escolha em fazer analise por municipio se deu pela importancia geografica de
alguns municipios no contexto epidemioldgico que envolve seu espaco fronteirico, ja que
Roraima apresenta uma extensa faixa territorial de fronteira internacional com implicagdo
epidemioldgica importante. Embora a populacédo seja pequena na maioria dos municipios,
a dispersdo territorial na qual essa populacéo se encontra € um complicador, considerando
0 acesso e a dindmica que envolve as a¢Oes de maléria, principalmente na zona rural e area
indigena, condicdo que pode interferir nos indicadores de impacto de salde.

Trata-se, portanto, de uma andlise de natureza retrospectiva e descritiva de modo a
caracterizar o perfil demogréfico e epidemioldgico da populagéo afetada pela malaria tanto
importada quanto autdctone notificada nesse intervalo, inicialmente analisada num

panorama geral e sequencialmente estratificado por municipio.

5.4.2 Coleta de dados prospectivos nos municipios de Boa Vista, Pacaraima,

Rorainoplis e S&o Jodo da Baliza no periodo de 2016 a 2018

Por motivos distintos esses muncipios apresentam caracteristicas importantes para
o0 cendrio da malaria no estado, razao pela qual foram escolhidos como local de estudo. Em
Boa Vista foi escolhido o posto Pintolandia, localizado na Policlinica Cosme e Silva, que
notificou o maior nimero de casos, sendo uma importante referéncia de diagndstico e
tratamento para os garimpeiros e suas familias. No municipio de fronteira Pacaraima, o
maior numero de notificacdo foi no posto de diagndstico de maléaria, o Unico na cidade. Ja
0s municipios de Roraindpolis e Sdo Jodo da Baliza pelo fato de apresentarem grande
ocorréncia de maléria autoctone sdo também os municpios de alta incidéncia de malaria
urbana. Em Roraindpolis foi realizado coleta em dois postos de notificacdo e um posto em
Sao Jodo da Baliza. Além disso, foi realizada busca ativa nas residéncias tanto na zona

rural quanto na sede de ambos 0s municipios.
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5.5 Criterios de incluséo e exclusao

Quanto aos critérios de inclusdo foram selecionados para esse estudo individuos
que buscavam diagnostico para maléria nos postos de notificagfes dos quatro municipios
de Roraima, além de busca ativa nos municipios de Rorainopolis e Sdo Jodo da Baliza.
Porém, dessa tanto na livre demanda dos psotos quanto na busca ativa, foram excluidos do
estudo: criancas com idade inferior a 10 anos, pessoas com disturbios mentais, populacdes
indigenas, presidiarios, pacientes em quadro clinico de maléria grave ou que tivessem
indicacdo de internacdo, além de parturientes e gestantes.

Somente apos ler e assinar 0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
disponibilizado em portugués e espanho, os selecionados poderam participa da pesquisa
(Anexo 1 e 2). Sequencialente a assinatura, uma entrevista era realizada para obtencédo de
dados sdcio demograficos e epidemioldgicos de cada participantes (anexo 3). Estes dados

foram posteriormente armazenados no banco de dados Epi-Info (CDC, Atlanta) verséo 3.2.

5.6 Procedimentos de entrevista e processamento das amostras para o estudo

prospectivo

Apdls entrevista e assinatura do TCLE, coletava-se 5 ml de sangue por via
endovenosa, utilizando o sistema a vacuo de coleta (BD vacutainer) em tubos contendo
EDTA como anticoagulante. No momento da coleta foram confeccionadas gota espessa e
esfregaco sanguineo e aliquotas de sangue total foram impregnadas em dois cartdes de
papel de filtro FTA (Whatman Inc., Florham Park, NJ). Os cartdes foram secos a
temperatura ambiente e armazenados em sacos de plasticos com dessecante (silica) e
mantido a temperatura ambiente, enquanto a sua duplicata foi congelada a -20°C e
transferida para o laboratério para analise posterior. Além da armazenagem das amostras
nos cartdes, uma aliquota de sangue e plasma de cada individuo foi armazenada a -20°C
até o0 momento do uso para testes moleculares e soroldgicos. Esse material processado e
analisado constitui a base para responder o segundo objetivo dessa pesquisa que busca

determinar quas espécies plasmodiais ciculam nesses municipios.
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5.7 Analise espacial dos casos de maléaria e dos criadouros do municipio de Boa Vista

no periodo de 2016-2020 para o estudo prospectivo

A técnica de analise espacial foi utilizada apenas para analisar os dados de malaria
notificados no municipio de Boa Vista, conforme descrita no artigo “The impact of
imported malaria by gold miners in Roraima: characterizing the spatial dynamics of

autochthonous and imported malaria in an urban region of Boa Vista” (Anexo 4).

5.7.1 Espacializacéo dos dados pelo Sistema de Informacéo Geogréfica (SIG)

Para a realizacdo da espacializacdo, os dados foram gerados a partir das
coordenadas resultantes dos enderecos dos entrevistados adquiridas pelo servico de
localizagdo geografica da plataforma digital Google Maps - E um programa de sistema
geografico que tem o codigo aberto com acesso a Licenca Publica Geral, permitindo
visualizar, criar, editar, analisar dados para elaboracdo de mapas. Os enderecos foram
armazenados em uma planilha para alimentar o banco de dados geogréficos contendo a
localizacdo dos casos positivos e sua correlacdo com o ambiente geografico. Os dados
foram processados no programa Quantum Gis, ambiente de gerenciamento de dados
espaciais, no Laboratorio de Métricas da Paisagem do Departamento de Geografia da
Universidade Federal de Roraima (UFRR), que disponibiliza imagens de satélite e bases
cartogréficas para a elaboracdo de mapas teméticos.

Na construcdo dos mapas (Fig. 2 e 3 do artigo - Anexo 4) foi utilizada a estrutura
de correlacdo espacial que melhor descrevesse os dados. Para tanto, foi realizado o
geoprocessamento dos criadouros, por meio de pares de coordenadas geograficas obtidas
por aparelho de GPS, e sua condi¢éo de proximidade dos enderecos dos pacientes, obtidos
por extragdo manual do par de coordenadas quando da extracdo do endere¢o na plataforma
Google Maps. Como parametro de contiguidade que estabelece a relacdo foi utilizado o
raio de um quilémetro considerando o criadouro como centro da circunferéncia. Desta
forma, foram tracadas as areas (buffers) que geraram o risco da correlacdo entre criadouros
e pacientes, possibilitando a anélise espacial do risco de transmissdo decorrente da maléria
importada circulante, em especial, na zona oeste de Boa Vista. Regido com ampla presenca

de criadouros.

42



5.7.2 Mapeamento dos criadouros e coleta de larva na zona urbana de Boa Vista

O mapeamento dos criadouros naturais e artificiais, de formas imaturas dos vetores
em toda area investigada, foi feito em campo utilizando o Sistema de Posicionamento
Global (GPS) e o processamento das imagens de satélite, utilizando o software Erdas 8.1
juntamente com ArcGis 10, para a analise espacial das diferentes bases de dados
georreferenciadas e construcdo de modelos e mapas.

Vinte e trés criadouros foram identificados e georreferenciados usando o GPS
Garmin por técnicos do servico de entomologia da Coordenacdo Geral de Vigilancia
Sanitaria de Roraima. Os criadouros foram escolhidos com base na localizacdo de casos
autoctones em anos anteriores. Esses criadouros foram monitorados pelo servi¢o de
entomologia da Coordenacdo Geral de Vigilancia Sanitéria a cada dois meses, entre 2017
e 2018, e apenas qualitativamente classificados como positivos ou negativos para a
presenca de larvas de Anopheles spp. As coletas de larvas foram realizadas por meio de
conchas entomolodgicas padrao (BioQuip, Ranch Dominguez, CA, EUA). Em cada local de
criacdo, foram realizados nove escopos, trés a direita, trés a frente e trés a esquerda,
seguindo o padrdo do Ministério da Saude (143). Devido a grande dificuldade em criar as
formas imaturas de Anopheles em laboratorio, até a fase adulta, as larvas de 1° e 2° estagios
foram usadas para determinar se o local de criacdo era positivo para Anopheles spp. As
larvas (terceiro e quarto estdgios) e os adultos foram identificados com as chaves de
“Consoli e Lourenco-de-Oliveira e Forattini” (57,143, 144). As larvas coletadas foram
transferidas para sacos plasticos entomoldgicos, rotulados com o codigo do criadouro, data
da coleta e nome do coletor. Todo o material coletado foi transferido para o laboratério
estadual de entomologia da Coordenadoria Geral de Vigilancia em Saude (CGVS) do
estado de Roraima para ser rastreado e identificado. O criadouro foi considerado positivo

se em pelo menos uma coleta por ano apresentasse larvas de Anopheles spp.

5.8 Procedimentos laboratoriais
O exame de microscopia (gota espessa) foi realizado no proprio posto de coleta pela
equipe salde da Secretaria Muncipal de Satde dos muncipios de Boa Vista, Pacaraima,

Sdo Jodo da Baliza e Rorainopolis. O resultado era imediatamente informado ao paciente.
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Posteriormente, um colaborador do projeto realizava a leitura da nossa lamina coletada no
momento da entrevista. Ja o estudo molecular foi realizado no Centers for Disease Control
and Prevention (CDC), Atlanta (EUA) e a sorologia no Laboratdrio de Imunoparasitologia
do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) no Rio de janeiro.

5.8.1 Diagnostico parasitologico da malaria

Apos coleta de campo (fig. 11), O exame parasitologico foi realizado por meio de
gota espessa e/ou esfregaco sanguineo corados pela técnica de Walker (azul de metileno e
Giemsa), “Padrao ouro”, conforme preconizado pelo Ministério da Saude (10). A
parasitemia foi realizada a partir da técnica de gota espessa atraves da contagem do nimero
de parasitos de acordo as espécies e estagios presentes incluindo gametdcitos em 500
leucdcitos, posteriormente ajustando para um valor final de parasitemia que leva em conta
gue o numero médio de 6.000 leucdcitos. Espeficicamente para o municpio de Boa Vista,
a contagem dos gametdcitos foi realizada posteriormente, tendo por finalidade a analise do
risco de transmissdo da malaria na zona oeste da cidade de Boa Vista (contempla o terceiro

objetivo especifico).

Figura 10 - Busca ativa na zona rural de S&o Jodo da Baliza e Roraindpolis

Fonte: o autor 2018. A esquerda confeccdo da lamina (gota espessa). A direita entrevista com um dos
voluntarios meio de um questionario, durante atividade de campo na zona Rural do municipio de
Roraindpolis.
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5.8.2 Diagnostico molecular

A técnica PET-PCR foi descrita por Lucchi e colaboradores em 2013 para
amplificacdo da subunidade do gene 18S do rRNA utilizando um primer modificado na
extremidade 5 com a adi¢ao de uma cauda universal com 17 bases de oligonucleotideos
marcados com fluoréforo HEX (P. falciparum, P. vivax e P. malariae) ou FAM (género).
O primer marcador forma um loop e permanece fechado na auséncia de amplificagdo, néo
emitindo, portanto, fluorescéncia devido a proximidade de quatro bases G. A reacdo foi
realizada em duplex para amplificacédo de Plasmodium (PET-gen) e P. falciparum (PET-
Pf) e separadamente para P. vivax (PET-Pv) e P. malariae (PET-m). O DNA foi isolado
dos cartes FTA usando um Mini Kit QIAmp DNA (QIAGEN, Valencia, CA), seguindo as
recomendaces do fabricante, conforme Tabela 2. O DNA foi eluido em 150 pL. de tampao
de eluicdo (TE -Tris HCI 10 Mm), dividido em aliquotas e armazenado a -20°C até o uso.
As reacgdes foram realizadas em um volume de 20 pL contendo, 10 uL. de TagMan 2x
EnvironmentalMasterMix (Applied Biosystems), 125 nM de primer forward e reverse, e 2
uL de DNA. As amplificagoes foram realizadas em termociclador (Agilent technologies,
Agilent MX3005P QPCR Systems, Santa Clara, USA). As condigoes da PCR consistiram
em uma desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos, seguida por amplificagdo com 45
ciclos de 95°C por 10 segundos, e 60°C por 40 segundos. Os dados foram analisados no
MxPro QPCR software e um valor limite de ciclos térmicos (CT) de 40 foi considerado um
resultado positivo (145).

Tabela 2 - Primers PET-PCR utilizados

Nome do Primer Sequéncia dos Primer
Genus Forward GGC CTAACATGG CTATGACG
Genus Reverse-FAM AGG CGC ATA GCG CCT GGC TGC CTT CCT TAG ATG TGG TAG CT
P. falciparum Forward ACCCCTCGCCTGGTGTTTTT
P. falciparum Reverse-HEX AGG CGG ATA CCG CCT GGT CGG GCC CCA AAAATAGGAA
P. malariae Forward AAG GCA GTA ACA CCAGCAGTA
P. malariae Reverse-FAM AGG CGC ATA GCG CCT GGT CCC ATGAAG TTATATTCCCGC TC
P ovale Forward-EAM AGG CGC ATA GCG CCT GGC CAC AGA TAAGAA GTC TCA AGT ACG
ATATT
P. ovale Reverse TTG GAG CACTTT TGT TTG CAA
P. vivax Forward ACT GAC ACT GAT GATTTAGAACCCATTT
P. vivax Reverse-HEX AGG CGC ATA GCG CCT GGT GGA GAG ATCTTT CCATCCTAAACCT

Adaptado: Lucchi, Naomi W (2020)
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5.8.3 Estudo sorologico para a deteccdo de lgG especificos para a proteina

circunsporozita

Placas de 96 poc¢os (Nunc/Maxicorp) foram sensibilizadas por 12 a 16 horas a 4°C
com 5 pg/ml dos peptideos sintéticos representando a regido repetitiva da proteina CS de
P. falciparum (NANP)s, P. malariae GNDA- (GNAA); e P. vivax VK210-
(DGQPAGDRAAGQPAG) - (DRADGQPAG)2; VK247 - ANGA (G/D) (N/D) QPG; P.
vivax-like - APGANQ (E/G) GGAA . Apos esse periodo as placas foram lavadas trés vezes
com PBS acrescido de 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com PBS-T com 5% de
BSA (PBS-T-BSA 5%) por 2 horas a 37°C. Entdo, novamente as placas foram lavadas trés
vezes com PBS-T e incubadas com o plasma diluido em PBS-T-BSA 2,5% diluidos 1:100
por 1 hora a 37°C. Cada soro foi testado em duplicata. Apds outras trés lavagens com PBS,
as placas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-IgG, conjugado a peroxidase
(Sigma) diluido em PBS-T-BSA 2,5% na proporcao de 1:5000 por 1 hora a 37°C. Depois
de mais um ciclo de lavagens foi feita a revelacdo das placas, a partir da incubagdo com
solucgéo reveladora contendo OPD (O-fenilenediamina 1-2 Benediamina — Sigma), tampé&o
citrato-fosfato (CeHsO7 e Na:HPOs4, pH=5,0) e H20. por 3 a 5 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida a reacéo de revelacgéo foi paralisada com H2SO4 2 N. As leituras das
densidades Opticas (DOs) foram realizadas a 490 nm no leitor de ELISA (Modelo Biotek
ELx800) do Laboratério de Imunoparasitologia do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz.

Em cada placa foram colocados soros-padrdes reativos (controle positivo) e soros-
padrdes ndo reativos de individuos moradores de areas ndo endémicas de malaria que nunca
contrairam a doenca (controle negativo). Em cada experimento foi calculada a média das
DOs dos controles negativos e trés desvios-padrdes foram somados a esta média, obtendo-
se assim o valor do cut-off. As médias das DOs das duplicatas de cada soro foram divididas
pelo cut-off do experimento e o valor desta razdo 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. (fig. 11)

46



Figura 11 - Fase do processo de experimentos laboratoriais

Sorologia (ELISA) realizado no laboratério de imunoparasitologia do IOC/FIOCRUZ

5.9 Analise de dados

A analise estatistica foi realizada com base em varias técnicas em razdo da
multiplicidade de associacGes nos resultados. Desta forma, a analise descritiva dos dados
utilizou frequéncia absoluta e relativa para variaveis qualitativas e medidas-resumo
(mediana e quartis) para as variaveis quantitativas. A comparagdo entre o tempo
transcorrido desde a ultima infeccdo e as respostas dos anticorpos foi realizada por meio
do teste estatistico (Kruskal-Wallis). Esse teste € uma analise de variancia de um
determinado fator que usa um método ndo paramétrico para estimar se as amostras tém a
mesma distribuicéo.

Para a associacdo entre as diversas variaveis demonstradas por meio de gréaficos e
tabela com os niveis de resposta para os diferentes anticorpos para proteina (VK210,
VK247, P. vivax-like, CS de P. falciparum, CS de P. malariae) foi utilizada anélise
bivariada desenvolvida através de um modelo de regressao linear simples. A associagao
independente (i.e. utilizando controles) entre cada covaridvel e os desfechos utilizou
modelos lineares multivariados. Estes modelos foram ajustados pelas covariaveis que
apresentaram uma associagéo estatisticamente significativa (p-valor <0,05) com o desfecho
na analise bivariada. O melhor modelo foi estimado segundo os critérios de BIC e

AKAIKE. Este procedimento foi aplicado para cada desfecho e cada covariavel. As
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estimativas apresentadas para analise univariada e multivariada apresentam o intervalo de
confianca de 95%. O programa estatistico R versdo 3.4.0 foi utilizado para esta analise.

Para analise dos dados retrospectivos (série histérica), o estudo considerou duas
categorias de analise: maléria autdctone e importada, realizada a partir da distribuicdo
espacial e temporal, durante um periodo de dez anos, de 2009 a 2018. O estudo foi feito de
forma global para algumas variaveis e especifico por municipio, quando foi possivel aplicar
alguns testes estatisticos. Portanto, foram realizados diferentes testes nas variaveis que
permitiram o grau de liberdade para a realizacdo de testes estatisticos e, em outras
situacOes, foi utilizada a analise descritiva. Para a varidvel género, foi utilizada a técnica
do teste T; para faixa etaria, ocupacédo e espécies foram utilizadas as técnicas do teste de
Tukey e ANOVA. Frequéncia relativa e absoluta, média e desvio padrdo também foram
utilizados para interpretar alguns dados da analise descritiva.

Na avaliacdo espacial do municipio de Boa Vista foram utilizados os testes
estatisticos (Kolmogorov-Smirnof e das funcGes espaciais — G, F, K e L), conforme descrito

no artigo (Anexo 4).

5.10 Aspectos éticos

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Roraima, protocolo (CAAE: 44055315.0.0000.5302).
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6. RESULTADOS

Os resultados a seguir descrevem alguns aspectos da epidemiologia da malaria em
Roraima utilizando dados secundarios do SIVEP-Malaria no perido de 2009 a 2018

Referente ao primeiro objetivo especifico.

6.1 Numero de casos de malaria e espécies plasmodiais no estado de Roraima no
periodo de 2009 a 2018

A incidéncia da malaria no estado de Roraima apresentou variagdes no decorrer
desse periodo, sendo que a menor e maior taxas foram registradas respectivamente em 2014
(n=7.662) e em 2018 (n=23.369). Entre 2012 a 2016, houve uma estabilizacdo com baixa
frequéncia comparado a 2011 (n=14.104) e também a 2017 (n= 14.074). Em relacdo as
espécies plasmodiais detectadas no estado, o P. vivax foi o mais prevalente durante todo o
periodo de analise com médias anuais (DP 5644.7) maior do que o P. falciparum (DP
774.9) e a malaria mista (79.35), ambas permaneceram estaveis ao longo do periodo,
embora o P. falciparum tenha apresentando pequenos aumentos ao longo dos anos. Os
casos de P. vivax foram mais frequentes ao longo do periodo, com aumento em 2010
(n=18.926) decrescendo nos anos seguintes e voltando a aumentar a partir de 2016,
atingindo 21.066 casos em 2018. Ja o P. malariae, em todo periodo, foram detectados
apenas 3 casos. O teste de Tukey mostrou diferencas significativas (p< 0,0001) entre as
médias, detectando que P. vivax possui uma media muito maior que as demais. No entanto,
ao comparar as médias da malaria do tipo misto com a P. falciparum, ndo foram observadas

diferengas. (Fig. 12)
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Figura 12 - Casos de malaria em Roraima, estratificado por espécie, 2009-2018
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6.2 Caracterizacdo da malaria autéctone e importada em Roraima

Para esta andlise, o conceito utilizado de “maldria autdctone e importada” segue a
definicédo ou tipificacdo do Ministério da Saude, ou seja, a malaria ou é produzida dentro
do municipio (autéctone) ou (importada) fora dele. Assim, o sistema (SIVEP) classifica a
malaria de duas maneiras: [1] “autdctones” quando o local provavel de infec¢@o € no mesmo
municipio de notificacdo e [I1] “importados” quando o local provavel de infecgdo ndo ¢ o
mesmo de notificacdo, podendo ser de outro municipio, outra unidade da federacao ou de
outro pais”. Portanto, essa forma de separagdo determina que toda a malaria adquirida fora
do municipio é categorizada como importada (7).

Em Roraima, nos ultimos dez anos (2009-2018) foram notificados 114.860 casos
de malaria, dos quais 69,2% eram autdctones (n = 79.538); (n = 35.322) importados; 20,4%
(n = 7.193) foram adquiridos em outros municipios do estado. Em relagdo a maléria de
outros paises, a Venezuela foi o pais que mais contribuiu com o incremento da maléria
importada no estado com 64,3% (n = 17.949), sequido pela Guiana, com 34,8% (n = 9.705).
Os outros paises, como Guiana Francesa, Suriname, Coldémbia, entre outros, juntos

somavam apenas 0.9% (n = 245) dos importados de outros paises.
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A média anual de casos autdctones e importados notificados em Roraima durante
este periodo foi de 11.476+5.362, sendo 7.953 +4.115 casos autdctone e 3.532+1.974
importados de outros estados e paises, bem abaixo da média da malaria autoctone. Isso
mostra que, embora a incidéncia da malaria no estado € alta quando comparada com outros
estados da federacdo, a malaria autdctone ainda é o grande problema de salde para o estado,
como se pode observar na figura 13, que mostra o nimero de casos de malaria autdctone
(linha regular) e importada (linha pontilhada) por ano em Roraima. Assim, a malaria
autoctone apresentou comportamento irregular ao longo do periodo, atingindo um pico em
2010 (n = 14.694) com queda significativa em 2012 e 2013. A partir de 2014, aumenta
novamente, apresentando outro pico em 2018, retornando a mesma situacdao de 10 anos
atrads, com 14.025 de casos autoctones de malaria. Embora exista uma tendéncia de
diminuigdo da taxa média anual de casos, esta reducdo ndo é estatisticamente significativa,
(p=0.07).

Ja a malaria adquirida fora do territorio brasileiro permaneceu irregular e abaixo da
malaria autéctone em todo o periodo. No entanto, mesmo sendo de menor ocorréncia, nos
ultimos anos observou-se diminuicdo da flutuacdo com tendéncia ascendente. Assim, em
2009 foram notificados 2.000 casos, valor que obteve gradual aumento até 2017. Em 2018,
chegou-se a 9.000 casos, o maior valor em todo periodo. No agregado do tempo observado,
a taxa média anual de casos ndo é estatisticamente significativa (p=0.07), sendo 381 casos
por ano, com uma tendéncia de incremento de casos no intervalo. Esse periodo apresentou
média de 2.788+ 1.053. Quando estratificado por pais, a Venezuela teve 1.794+ 1.121,
muito superior a média da Guiana, de 970,5 (+ 392,70).
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Figura 13 - Casos de maléria em Roraima, por local provavel de infeccdo do periodo 2009-2018.
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Os dados observados foram representados por linhas pretas, tanto autéctones quanto importadas. Os
azuis representam a tendéncia temporal que mostra a taxa média anual de casos estimada pelos
minimos quadrados ordinarios (MQO).

6.3 Espécies plasmodiais na malaria autéctone e importada

O calculo percentual foi realizado considerando a quantidade de casos por
determinada espécie em um ano, multiplicada por cem e dividida pelo total de casos de
malaria no referido ano. Este mesmo célculo foi realizado para cada espécie e local de
infeccdo em separado. Assim, é possivel observar na figura 14 que a frequéncia do P. vivax
foi superior as demais espécies tanto para 0s casos autoctones quanto para os importados
em todos 0s anos desse intervalo, mostrado que a malaria vivax é prevalente em Roraima.
Comparado a ocorréncia do P. vivax pelo local de infeccdo, em geral, os casos autoctones
de vivax foram maiores que 0s casos importados, sendo que, o P. vivax importado teve sua
maior e menor ocorréncia respectivamente em 2013 e 2018. Em relagdo ao P. falciparum,
até o ano de 2011, as ocorréncias entre 0s casos autdctones e importados mantiveram uma
frequéncia bem préxima, contudo, a partir de 2012 observou-se um declinio na frequéncia
dos casos autoctones, a0 mesmo tempo em que 0s casos importados apresentaram aumento
nos dois anos seguintes, estabilizando-se nos Gltimos cinco anos em patamares elevados.
No geral, a analise do periodo demonstra que a maior ocorréncia foi observada em 2013

para P. falciparum importado e em 2011 para malaria por P. falciparum autéctone (Fig
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14). J4 a malaria mista, independentemente do local de infeccdo, apresentou baixa

ocorréncia durante o periodo.

Figura 14- Distribuicdo dos casos de malaria em Roraima segundo a espécie de plasmadio e o local de
origem da infec¢éo no periodo de 2009-2018

B P. falciparum importada O P. falciparum autéctone

25,0
20,0
15,0
10,0

0,0

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
@ P. vivax importada  OP. vivax autéctone

100,0

o

o

o

o

uannks

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

@ Mista importada O Mista autéctone
3,0
2,5
2,0
1.5

1,0
0,0

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

mista (P. falciparum + P. vivax)

6.4 Malaria importada de outros paises por espécie de Plasmodio

Os dados mostram que a malaria importada de outros paises, em sua maioria, é
proveniente dos paises que fazem fronteira com o Estado de Roraima. Em 2014, os casos
importados de malaria da Guiana tiveram uma reducdo significativa em comparacéo aos

anos anteriores mantendo-se com baixa ocorréncia nos anos subsequentes. Por sua vez, em
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2010, a malaria procedente da Venezuela registrou mais que o dobro de casos notificados
no ano anterior, seguida por uma queda quase na mesma proporcdo em 2011. No ano
seguinte comecou aumentar, atingindo seu maior percentual em 2018, aumento de 633,2%
em relacdo ao ano anterior. Para ambos 0s paises, as espécies plasmodiais apresentaram
comportamentos parecidos ao longo dos anos, embora os casos de malaria por P. vivax
sejam significativamente mais frequentes que os de P. falciparum independentemente do
local provavel de infeccdo. Além dos dois paises em questdo, Roraima também registra
casos de maléria procedente da Guiana Francesa, Suriname e Colémbia com pouca
frequéncia, correspondendo a 0,9% (n=245) de todos os casos importados do periodo
estudado. (Fig. 15)

Figura 15 — Distribuicdo dos casos de malaria em Roraima segundo espécie de plasmdédio
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6.5 Aspectos sociodemogréficos da maléria autoctone e importada

A figura 16, mostra que no geral, a malaria notificada no estado no periodo de 2009
a 2018, apresentou diferencas entre género. A analise foi realizada apenas com os dados

gerais do estado e nao individualmente por municipio nem anual, por ndo apresentar um
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grau de liberdade para testes estatisticos. O teste t estimou que existe uma diferenca
significativa entre os sexos (p <0,02): Independentemente do local de infeccdo, os homens
sd0 mais acometidos por maléria do que as mulheres, assim, a média da populacdo
masculina em individuos com malaria importada foi de (m=2.250), bem superior a da
populacdo feminina que apresentou média de (m=1364). Essa diferenca também foi
observada na malaria autoctone sendo que a media (4028.5) na populagdo masculina €

consideravelmente maior que media de contingente de mulheres (m=2737.4).

Figura 16 - Casos de malaria em Roraima estratificado por género segundo o local provavel de
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A figura 17 apresenta casos de malaria por faixa etaria sengundo o local provavel
de infeccdo. Em relacdo a idade, os casos de malaria autéctone foram mais frequentes nos
grupos etarios mais jovens (<29 anos) atingindo essas faixas etarias com mais intensidade
em 2010. Nos anos seguintes houve uma grande diminuicdo dessa faixa etaria, porém,
voltando a aumentar em 2017 e 2018. Por outro lado, os casos de malaria importada foram
mais frequentes nas faixas etérias de 20-39 anos. Isso mostra que a dindmica da doenca

adquirida em solo brasileiro é diferente da adquirida em outros paises.
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Figura 17 - Casos de malaria em Roraima estratificado por faixa etaria segundo o local provavel
de infeccéo
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Ao analisar quais profissionais seriam mais acometidos de malaria, observou-se que
dentre 0 nimero de profissbes catalogadas ou as ocupac¢des declaradas nas fichas de
notificagdes de caso do SIVEP, a categoria “outras” sobressaiam as demais ocupagoes
(n=39.792). Essa categoria ndo especifica que atividade é exercida, ela representa 52,9%
de todas as ocupacgdes, seguida de agricultura (n=20.900), equivalente a 27,8%. Em sentido
oposto, chama a atencdo as atividades realizadas em mineragdo pelo baixo ndmero de
pessoas (n= 524), causando estranheza, pois, se esperava que esse tipo de ocupacédo fosse
elevado, dada a incidéncia de malaria proveniente de regides de garimpo (Fig. 18).

Quando se diferencia a ocupacdo pelo local provavel de infeccdo (autoctone e
importada) é possivel notar que a malaria autdctone foi prevalente entre individuos que se
declararam agricultores e pescadores quando se ignora a categoria “outras” que foi a mais
frequente. Ja na malaria importada, as ocupacdes tiveram distribuicdo semelhante com
valores proximos, exceto, quando se analisa as categorias “outras” com maior prevaléncia.
Nessas duas categorias, o SIVEP néo define do que se trata, é possivel que criangas estejam
inclusas, por ndo se enquadrarem na tipificagdo das atividades profissionais ou ocupagoes
contidas nas opgdes do formulario de “notificagdo de casos” do SIVEP. Além disso,

individuos que exercem alguma atividade em mineragdo, possivelmente tambem foram
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registrados nessas duas categorias, pois, ha inconsisténcia entre a incidéncia de maléria

procedente de mineracdo e o nimero declarado de garimpeiro (Fig.19).

Figura 18 - Casos de maléria em Roraima estratificado por ocupagdo segundo o local de infec¢do
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6.6 Distribuicdo da malaria autoctone e importada nos municipios de Roraima

A Figura 19 apresenta um grafico linear para cada um dos municipios de Roraima,
contendo o nimero de casos de maléria de acordo com o provavel local de infeccéo, no
periodo de 2009 a 2018. No periodo estudado, os dados mostram que a malaria € endémica
na maioria dos municipios do estado com maior expressdo dos casos de malaria autoctone
do que importada, exceto, 0 municipio de Boa Vista, onde a malaria importada foi maior
durante todo o intervalo e em Pacaraima que, a partir de 2011, a malaria importada passou
a contribuir com um maior numero de casos. A maioria dos municipios apresentou
flutuacGes nos episddios de malaria autdctone, a exemplo do municipio de Canta que em
2010 apresentou seu maior indice, seguido de queda acentuada em 2012 estabilizando-se
em baixa nos anos subsequentes. Porém, em 2016 foi registrado um pico. Ja outros
municipios apresentaram Umeros de casos constantes durante todo o periodo, dentre eles
Caroebe, Normandia, Sdo Luiz e Uiramutd, municipios, onde a malaria autoctone sempre
se mostrou com baixa frequéncia. Bonfim, municipio que faz fronteira com a Guiana, é um

caso interessante, pois, apresentou pouca flutuagdo no decorrer do periodo. Seu maior
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indice foi registrado em 2010 e nos anos seguintes apresentou tendéncia de queda,
estabilizando com baixa frequéncia até 2018.

A malaria importada também apresentou poucas flutuacdes ao longo do periodo
além de baixa ocorréncia entre 0os municipios com exce¢do de Pacaraima e Boa Vista.
Porém, o municipio Pacaraima, além de manter-se com nimeros altos de casos, apresentou
um aumento ainda maior em 2018. Ja em Boa Vista, a malaria importada variou ao longo
dos anos, com um pico em 2012, nos anos seguintes se manteve oscilante, mas com

tendéncia de elevagdo, apresentando, em 2018 um aumento extraordinério.

Figura 19- Distribuicdo dos casos de malaria por municipios de acordo o local provavel de

infeccdo
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6.7 Risco de Transmissdo da malaria nos municipios

A distribuicio do Indice Parasitario Anual (IPA) por municipio, representa a
malaria autdctone no periodo de 2009 a 2018. A maioria dos municipios apresentou
variacdes nos niveis de risco de transmissdo. Durante todo o periodo, Boa Vista, Sao Luiz
e Normandia foram os Unicos municipios que ndo se enquadraram no estrato de alto risco
de transmissdo. Por sua vez, 0 municipio de Amajari em todos os anos foi classificado
nessa modalidade, exceto em 2017 que apresentou risco moderado de transmissao (fig. 20).

De 2013 a 2016, alguns municipios, como Canta, Caracarai, Caroebe, Iracema,
Mucajai, Normandia, Pacaraima e Roraindpolis, conseguiram modificar ou baixar o estrato
de alto risco apresentado nos anos anteriores para moderado risco de transmiss&o.

Em relacdo a modalidade de risco moderado de transmissdo, Caroebe, Pacaraima e
Roraindpolis foram os municipios que mais permaneceram nesse estrato durante o periodo.
Para o nivel de baixo risco de transmissao, Boa Vista foi 0 inico municipio que permaneceu
nessa condicdo ao longo do periodo. Outros municipios em um determinado ano também
foram classificados com esse nivel, entre eles Normandia e Bonfim, seguidos por S&o Luiz
do Anaua. O municipio de Alto Alegre ja esteve nessa categoria apenas em 2013
retornando a condicao de risco moderado no ano seguinte e, nos anos sequenciais, atingiu

0 patamar de alto risco de transmisséo (fig 20).
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Figura 20 — Representacgdo do indice parasitario anual estratificado por municipio por meio da Série
histérica no intervalo 2009-2018
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Analisada por outra perspectiva, a malaria autdctone apresentou média anual de
7.953+4.115 casos entre todos 0s municipios, sendo que seu maior nimero foi em 2010,
com 14.694 casos. Na andlise de cada municipio individualmente, observa-se que Canta
apresentou uma média anual de 1.357+1.221 casos. Em 2010, esse municipio registrou sua
maior ocorréncia, com 3.885 casos de malaria se mantendo no estrato de alto risco de
trsnmissdo. De 2012 a 2016 foi o periodo em que a malaria se manteve mais baixa,
reduzindo em 97% (n = 102) em 2016 em comparagdo a 2010, sendo a menor ocorréncia
para 0 periodo nesse municipio. J& em 2017, houve um pico (n=1.582) mantendo uma
tendéncia ascendente até 2018 com aumento de 1,962% (n = 2.103) em relacédo a 2016.

Na direcdo oposta, 0 municipio de Boa Vista, ao longo do intervalo, sempre teve
malaria autdctone controlada, com média de 145 +111 casos considerado de baixa
incidéncia quando comparado, por exemplo, com o municipio de Cantd. Em 2010, Boa
Vista teve seu maior recorde, com 361 casos de malaria contra 12 ocorréncias em 2016,
ano que representa a menor taxa do periodo. Nos anos seguintes, um aumento de casos foi
observado (Fig 21).

No municipio de Pacaraima, fronteira com Venezuela, a malaria autdctone durante
0 periodo apresentou uma média anual de 395 +413, sua menor notificagdo (n = 92) ocorreu

em 2011. No entanto, nos anos seguintes, a malaria aumentou significativamente com um
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pico em 2018, aumentando 149% (n = 1.504) em comparacdo com 2011. Comparado com
Pacaraima, o municipio de Bonfim, fronteira com Guiana, apresentou comportamento
diferente no periodo, principalmente nos Gltimos anos. A média anual foi de 280 + 298
casos, com maior incidéncia em 2011 (n = 821), mantendo tendéncia de queda nos anos

seguintes, sendo que em 2017, apresentou a menor ocorréncia de todo o periodo (n = 30).

6.8 Analise espacial dos casos da malaria importada notificados nos municipios de

Roraima

Os mapas abaixo descrevem a evolucédo da linha do tempo da malaria importada
estratificada por municipios de Roraima no intervalo 2009 a 2018. No geral, esse tipo de
malaria tem importancia epidemioldgica local devido ao volume de casos relatados em
quatro dos quinze municipios nesse estado. Os municipios de Boa Vista, Mucajali,
Pacaraima e Rorainopolis, juntos, notificaram 31.308 correspondendo a 88,6% do total de
de toda a malaria importada no estado importados (n = 35.322). Entre esses municipios,
Boa Vista foi a que mais relatou esse tipo de maléria (n = 22.453), o que equivale a 63,6%
do total da malaria importada (fig. 21). Por outro lado, o municipio de Normandia registrou
a menor taxa de malaria nesse periodo (n = 95) equivalente a 0,3%. Em dez anos, 0
municipio registrou apenas 38 casos de malaria adquiridos fora do territorio brasileiro.

Os dois municipios fronteiricos apresentaram comportamentos diferentes em
relacdo a malaria importada. Bonfim, que faz fronteira com a Guiana, teve uma baixa
incidéncia, com 186 casos de maléaria, equivalente a 0,7% de toda a malaria importada de
outros paises. Ja a a malaria adquirida na Guiana representou 92,5% (n = 172) do total dos
importados. Em relagdo a Pacaraima, fronteira com a Venezuela, o municipio mantém uma
forte relacdo com a malaria importada daquele pais e pouca influéncia sofre com a malaria
importada da Guiana ou de outros paises. No periodo em questdo, 5.982 casos de malaria
foram registrados no municipio, o equivalente a 21,5% do total de malaria importada fora

do territorio brasileiro, 98,6% (n = 5.898) foi adquirida na Venezuela.
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Figura 21 — Espacializagdo da malaria importada entre os municipios de Roraima
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6.9 Estratificagdo da maléria proveniente de outros municipios

A maléria proveniente de outros municipios do estado de Roraima constitui um
grande problema de saude, pois, pode influenciar na manutencéo da transmissdo dentro de
um municipio. No intervalo estudado a média anual foi de 719,3 (DP £1.031,29),
mostrando que ha uma mobilidade de individuos com malaria entre 0s municipios. Ja a
maldria proveniente de outros estados da federacdo apresentou baixa ocorréncia entre 0s

municipios, uma vez que no periodo de dez anos foram registradas apenas 247 ocorréncias.
Os resultados seguintes correspondem a um estudo retrospectivo e transversal

realizado no periodo de 2016 a 2018, em BoaVista, Pacaraima e Sdo Jodo da

Baliza/Roraindpolis. Tais resultados contempla o segundo objetivo desta pesquisa.
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Na sequéncia apresenta-se dados prospectivos contemplando o segundo objetivo
desse projeto realizado nos muncipios de de Boa Vista, Pacaraima e So Jodo da Baliza e

Rorainopolis no periodo de 2016 a 2018.

6.10 Perfil sociodemografico e epidemioldgico da populacédo de Boa Vista, Pacaraima

e S&o Jodo da Baliza e Rorainopolis noo periodo de 2016 a 2018

A tabela abaixo representa as caracteristicas sociodemograficas dos participantes
desse estudo, além disso, retrata o perfil epidemioldgico dos individuos em busca de
diagnostico por meio de microscopia (exame de gota espessa) nos municipios de Boa Vista,
Pacaraima e Sdo Jodo da Baliza e Rorainopolis (tabela 3).

Todas as variaveis que envolvem os aspectos sociodemograficos dos entrevistados,
apresentaram significancia estatistica, exceto, a idade, que embora, tenha mostrado
aproximacdo na média nos quatro cenarios avaliados, contudo, sem diferenca significativa
entre 0os municipios (p >0,05). Apenas no municipio de Pacaraima a maioria dos
participantes do estudo foi de venezuelanos, diferentemente de Boa Vista, S&o Jodo da
Baliza e Roraindpolis que a maioria era de brasileiro.

Na entrevista foram catalogadas varias profissfes, por exemplo, mecanico, padeiro,
taxista entre outras. Porém, a ocupacdo autodeclarada exercida em regido de garimpo
divergia das profissdes catalogadas. Desta forma, nesse estudo, considerou-se a ocupagao
exercida no momento da entrevista. Dentre as varias catalogadas, os individuos que
exercem algum tipo de atividade em mineracéo tiveram alta prevaléncia nas notificacdes
de Boa Vista. Outras ocupacdes, tais como agricultura, pecuaria, pesca e atividades do lar
foram mais presentes nos municipios de Sdo Jodo da Baliza, Roraindpolis e Pacaraima.

Em relacdo ao nimero de vezes que os individuos adquiriram mal&ria anteriormente
a data da coleta, Roraindpolis e Sdo Jodo da Baliza foram os municipios onde os individuos
apresentaram menos episodios de malaria em sua vida pregressa (>5). Em sentido
contrario, Pacaraima apresentou maior frequéncia de episédios anteriores (<5). Ja o tempo
que se passou desde o ultimo episédio (mensurado em dia), mostra que individuos
notificados em Boa Vista, Sdo Jodo da Baliza e Roraindpolis apresentaram medianas
menores do que 60 dias. Diferentemente de Pacaraima que apresentou mediana quase trés

vezes maior que os demais municipios (90 dias).
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Quando perguntados sobre a sintomatologia, os 141 individuos de Roraindpolis e
Sdo Jodo da Baliza foram os que menos relataram sintomas e 0S que menos tiveram
resultados positivos detectados pelo exame de gota espessa. Porém, considerando soma
geral dos municipios, os individuos sintomaticos foram expressivamente maiores. Pois, das
1.329 pessoas testadas, 88,6% (n=1.177) apresentaram algum tipo de sintoma. Além disso,
na correlacdo entre tempo, sintomas e tratamento, os pacientes de Roraindpolis e S&o Jodo
da Baliza buscaram diagnéstico no primeiro dia de sintomas e nos demais municipios essa
busca aconteceu quatro dias depois do individuo manifestar os primeiros sintomas.

Quando se compara a frequéncia das espécies por municipio, Rorainépolis e Sdo
Jodo da Baliza tiveram mais P. vivax e rara deteccdo de P. falciparum. Situacédo oposta foi
observada em Pacaraima que apresentou alta frequéncia de P. falciparum. Boa Vista
embora tenha registrado bastante maléria por P. falciparum, apresentou maior ocorréncia
de P. vivax.

A parasitemia dos individuos notificados em Roraindpolis e Sdo Jodo da Baliza é
maior do que os demais municipios. Curiosamente, os pacientes desses dois municipios

buscaram tratamento no mesmo dia do inicio dos sintomas.
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Tabela 3 —Perfil sociodemogréafico e epidemioldgico da populagdo estudada, por municipio em Roraima

Variaveis Boa Vista Pacaraima  Baliza/Roraindpolis p-valor
Total (n) n=520 n=648 n=161

Género- n (%) <0.001*
Feminino 132 (25,4) 202 (31,2) 74 (46,0)
Masculino 388 (74,6) 446 (68,8) 87 (54,0)

Idade (ano). Mediana (IQR) 35 (28,44) 34 (25,44) 38 (24,49) 0.121**

Nacionalidade— n(%o) <0.001*
Brasileiro 498 (95,8) 109 (16,8) 160 (99,4)
Venezuelano 21 (4,0) 538 (83) 1(0,6)

Principal ocupacéo — n(%bo) <0.001*
Garimpeiro 336 (64,6) 267 (41,2) 0 (0)
Outras ocupacdes 184 (35,4) 381 (58,8) 161 (100)

Infeccdo prévia por maléria — n (%) <0.001*

>5 76 (14,6) 186 (28,7) 55 (34,2)

<5 396 (76,2) 409 (63,1) 85 (52,8)

Nunca teve 48 (9,2) 53(8,2) 21 (13,0)

Ultima infecgdo*** (IQR) 40 (12,120) 90 (0,395) 32 (20,180) <0.001*

Sintomas — n (%) *
Sim 508 (97,7) 631 (97,4) 38 (23,6) <0.001
Néo 12 (2,3) 17 (2,6) 123 (76,4)

Sintomas e tratamento**** (IQR) 5@3,7) 4(3,7) 0 (0,0 <0.001*

Espécie % <0.001*

Mista (F+V) 13 (4,3) 23 (3,9) 0(0)

P. falciparum 109 (36,5) 380 (64,2) 1(5,6)

P. vivax 177 (59,2) 189 (31,9) 17 (94,4)

Parasitemia mediana (IQR) 530 (350,86)) 468 (298,90) 1620 (853,29) < 0.001**

Teste estatistico: * qui-quadrado y2); **Kruskal-Wallis ; *** refere ao tempo transcorrido desde o Gltimo
episodio de malaria mensurado em dias; **** mostra a mediana do intervalo de tempo em dias entre o inicio dos
primeiros sintomas e o tratamento. Amplitude interquartis (IQR). O diagndstico foi realizado por meio de

microscopia (gota espessa).

6.11 Caracterizacdo da populacéo de estudo de acordo com o diagnéstico de malaria

A Tabela 4 apresenta as caracteristicas sociodemogréafica e epidemioldgica por

municipio a partir do diagnéstico de malaria realizado por duas técnicas gota espessa e
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estudo molecular. Quando havia divergéncia no resultado nas duas técnicas considerou-se
0 resultado positivo co o diagnostico definitivo. Os resultados de ambos 0s exames
apresentaram divergéncias em todos 0s municipios como se segue: Em Boa Vista foram
diagnosticados por meio de gota espessa 520 individuos dos quais 299 foram positivos
(57,5%) resultado divergente do exame molecular que detectou 383 (73,7%) individuos
positivos, revelando 84 pessoas com malaria a mais do que o exame de gota espessa. Em
Pacaraima de 648 individuos participantes do estudo, 592 (91,4%) foram positivos no
exame de gota espessa e 605 (93,4%) individuos testaram positivo no exame molecular
mostrando uma diferenca de 13 casos de malaria a mais que o exame de gora espessa. Em
Rorainopolis e S&o Jodo da Baliza, essa diferenca ainda foi muito menor com apenas 4
casos positivos a mais detectados pelo exame molecular, sendo que dos 161 individuos
testados, 18 (11,2%) foram positivos na gota espessa e 22 (13,7%) no exame molecular.

Observou-se na populacéo total uma associacdo entre género e acometimento de
malaria (p=0,012). Entretanto, quando analisados os municipios individualmente, esta
associacdo se dissipa, com predominancia da populacdo masculina em todos 0s municipios
independentemente do diagnostico. Entretanto, em Séo Jodo da Baliza e Roraindpolis, essa
diferenca é muito pequena em relagdo aos demais municipios. Fato que pode ter relacdo
com o tipo de ocupacdo ou profissdo, haja vista que 52 mulheres (37,4%) exerciam
atividades sem exposicdo ao vetor da malaria dentre elas secretaria e doméstica (atividade
do lar). Situagdo oposta, foi observada em Boa Vista que registrou 388 individuos
masculinos, desses 336 (86,6%) exerciam atividades em garimpo.

Em relacdo a faixa etaria Boa Vista foi o inico municipio que apresentou associacao
entre idade e acometimento de malaria (p = 0,001), fato também observado no acumulado
resultante da soma dos quatro municipios (p < 0,001).

O numero de vezes que o individuo teve malaria ao longo da vida, revela que
pessoas com mais de cinco malaria (> 5) foi maior em Boa Vista para esses individuos que
testaram tanto positivo quanto negativo no momento da coleta. Sdo Jodo da Baliza e
Rorainopolis foram os municipios com maior quantidade de pessoas que declararam que o
namero de episodios de malaria foi igual ou menor de cinco (<5) e 0 maior nimero de
pessoas que afirmam nunca ter tido maléria anterior & data da coleta. A associagdo dessas
variaveis e o diagndstico positivo e negativo so foi observada quando se aglutinaram todos

0s municipios considerando resultado total (p = 0,007).
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Os pacientes que testaram positivos para malaria majoritariamente apresentaram
algum tipo de sintomas. Considerando a soma dos individuos de todos 0os municipios, 0s
assintomaticos representaram 3,0 % (n=30). Roraindpolis e Sdo Jodo da Baliza foram os
municipios que tiveram menos assintomaticos com resultados positivos. Apenas em Boa
Vista ndo se observou associacdo estatistica entre negativos e positivos (p>0,05).

A amostra é composta em sua maioria por brasileiros, embora na cidade fronteirica
de Pacaraima, os venezuelanos tiveram maior representatividade. Apenas no conjunto da
amostra, existe uma diferenga de proporgéo de pacientes testados positivo de acordo com
a nacionalidade (p<0,01).

Os individuos que exerciam algum tipo de atividade em mineracdo foram
expressivos em Boa Vista, quando comparados as outras ocupagdes. Ao contrario disso,
em Roraindpolis e S&o Jodo da Baliza ndo houve pessoas que tenham trabalhado em regido
de garimpo. Em Pacaraima, embora, muitos dos entrevistados se declararam garimpeiros,
as demais ocupacOes tais como domestica, estudante, vendedora entre outras foram
superiores as atividades de mineracdo. Parte desses entrevistados venezuelanos adquiriram
maldria na zona rural da Venezuela no municipio de Santa Elena e outros municipios do
estado de Bolivar, fronteira com Roraima. Contudo, associagdo entre positivo e negativo

foi observada apenas em Pacaraima (p< 0,005) ou no conjunto das amostras (p= 0,001).
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Tabela 4. Perfil sociodemografico da populagdo de acordo com o diagndéstico de malaria de negativo e positivo por local de estudo

Boa Vista Pacaraima Baliza/Roraindpolis Total

Variavel n=520 P-valor n=648 P-valor n=161 P-valor n=1329 P-valor
Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos
137 383 43 605 139 22 319 1010

Sexo — n (%) 0,792 0,123 0,374 0,012
Feminino 39 (28,5) 93(24,3) 16 (37,2) 186 (30,7) 68 (48,9) 6 (27,3) 123 (38,6) 285 (28,2)
Masculino 98 (71,5) 290 (75,7) 27 (62,8) 419 (69,3) 71 (51,1) 16 (72,7) 196 (61,4) 725 (71,8)

Idade (anos), Mediana (IQR) 0,001 0,053 0,847 < 0,001
<26 22 (13,6) 83(24,8) 13(23,2) 177 (29,8) 39 (29,4) 9(33,3) 74 (20,2) 269 (28,2)
entre26e35 44 (32,1) 127 (33,6) 9(21,4) 150 (24,9 21 (15,4) 3(11,1) 74 (25)  280(27,5)
entre36 e43 30 (24) 93 (23,5) 6 (16,1) 136 (22,5 36 (25,2) 6 (33,3) 72 (23,3) 235(23)
>44 41 (30,3) 80(18,1) 15(39,3) 142 (22,8) 43 (30,1) 4 (22,2) 99 (31,4) 226 (21,3)

Infecgdes prévias de malaria — n (%) 0,158 0,409 0,316 0,007
>5 109 (79,6) 287 (74,9) 28 (65,1) 381 (63,0) 46 (33,1) 9 (40,9) 183 (57,4) 677 (67,0)
<5 23(16,8) 53(13,8) 9(20,9 177 (29,3 76 (54,7) 9 (40,9) 108 (33,9) 239 (23,7)

Nunca teve 5(3,6) 43 (11,2) 6 (14,00 47(7,8) 17 (12,2) 4 (18,2) 28(8,8) 94(9,3)

Sintomas — n (%) 0,936 0,011 < 0,001 < 0,001
Néo 6 (4,4) 13 (3,4) 3(7,0) 14 (2,3) 116 (83,5) 7(31,8) 131(31,2) 27 (3)

Sim 131 (95,6) 370 (96,6) 40 (93,0) 591 (97,7) 23 (16,5) 15 (68,2 289 (68,8) 880 (97)

Nacionalidade — n(%) 0,271 0,058 - < 0,001
Brasileira 135(98,5) 363 (95,0) 11(26,2) 98(16,2) 138 (99,3) 22 (100) 284 (89,3) 483 (47,9)
Venezuelana 2(1,5) 19 (5,0) 31(73,8) 507 (83,8) 1(0,7) 0(0) 34 (10,7) 526 (52,1)

Ocupacao principal — n(%) 0,204 0,006 - 0,001
Garimpeiro 87 (63,5) 249 (65,0) 9(20,9) 258 (42,6) 0(0) 0 (0) 163 (38,8) 439 (48,4)

Outras ocupagdes 50 (36,5) 134 (35,0) 34 (79,1) 347 (57,4) 139 (100,0) 22 (100,0) 257 (61,2) 468 (51,6)

Teste estatistico: Kruskal-Wallis para mediana e Qui-quadrado para frequéncia
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A tabela 5 mostra os casos positivos de malaria autoctone e importada de paises e
notificada por municipio. Na somatéria geral, a maléaria importada prevaleceu,
concentrando-se em Boa Vista e Pacaraima. A maioria teve procedéncia da Venezuela
seguido da Guiana. Os demais paises (Guiana Francesa e Suriname) tiveram baixa
ocorréncia entres 0s municipios. J& malaria autéctone foi prevalente no municipio de

Roraindpolis e Sdo Jodo da Baliza.

Tabela 5- Numero de casos de malaria por local de infecgéo estatificado por pais

Municipios Boa Vista Pacaraima Roraindpolis/Baliza Total
383 605 22 1010

Local de infeccdo %

Autoctone 40 (10,4) 8 (1,3) 18 (81,8) 66 (6,5)

Importado 343(89,6) 597 (98,7) 4 (18,2) 944 (93,5)

Pais de infec¢do %

Brasil 40 (10,4) 8(1.3) 18 (81,8) 66 (6,5)

Venezuela 218 (56,9) 584 (96,5) 2(9,1) 804 (79,6)

Guiana 117 (30,5) 5(0,8) 1(4,5) 123 (12,2)

Outros paises 8(2,1) 8 (1,3) 1(4,5) 17 (1,7)

6.12 Prevaléncia de anticorpos para a proteinas circunsporozoita (CSP)

A prevaléncia de anticorpos para a proteina CS na populagéo estudada foi de 67.2%
para VK210, 44.6% e 41.3% para VK247 e P. vivax-like respectivamente. Ja a
prevaléncia de anticorpos para o P. falciparum foi de 54.7% e para o P. malariae foi de
50.9%. Quando avaliamos as prevaléncias de anticorpos por localidade observamos que
em todas elas foram detectados anticorpos para todas as proteinas testadas. Entretanto a
prevaléncia de anticorpos para VK210 predominou em todas as areas estudadas, ndo
havendo diferenca para as variantes VK247 e P. vivax-like. J& os anticorpos para a proteina
CS de P. falciparum e P. malariae tiveram maior frequéncia em Pacaraima. Em Sao Jodo
da Baliza/Roraindpolis, a prevaléncia de anticorpos para a CS de P. falciparum foi menor.
(fig. 22)
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Figura 22 - Prevaléncia de anticorpos para a proteina CS distribuida por municipio
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Proteina CS: P. falciparum, P. malariae, P. vivax (VK210) e variantes (VK247 e P. vivax-like)
detectadas nos municipios de Boa Vista, Pacaraima e Sdo Jodo da Baliza (SJB)/Rorainépolis (RR);

Com o objetivo de avaliarmos se 0s anticorpos para proteina CS poderiam indicar
malaria atual ou recente, nd6s comparamos a frequéncia de anticorpos nos individuos de
acordo com o tempo desde a Ultima infecdo. Os individuos foram separados nos seguintes
grupos: individuos com gota espessa positiva, com gota espessa negativa, mas com
diferentes intervalos de tempo desde a ultima infecgéo (<30 dias, >30 e <365 dias; >365
dias) e individuos que nunca tiveram malaria. Os resultados mostram que ndo houve
diferenca significativa na frequéncia de anticorpos para a proteina CS entre os individuos
com gota espessa positiva e gota espessa negativa independente do tempo desde a ultima

infeccdo, inclusive quando comparados com os individuos que nunca tiveram malaria.
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Figura 23 - Respostas de anticorpos ao tempo desde a ultima infeccéo
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O gréfico da figura 24 foi dividido em intervalos para mostrar indice de reatividade

(IR) dos anticorpos para proteina CS, que neste caso foi estratificada por local de infeccéo

(autdctone e importada de outros paises). O (IR) é considerado negativo quando for <1e

positivo em (>1). No geral a resposta da proteina CS ficou muito proxima nos dois cenarios,

contudo, analisando individualmente cada variagao e sua intensidade de resposta, observou

que: o IR <1 nos casos autoctones foi prevalente exceto na variacdo (P. vivax-like ) que

foi discretamente maior nos importados. O intervalo do IR entre >1 a 3,0 apresentou maior

ocorréncia nas respticoes VK247 e P. vivax-like dos autoctones. Os demais intervalos

apresentaram baixa ocorréncia em ambos 0s cenarios.
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Figura 24- Frequéncia do indice de reatividade da Proteina CS por local de infecgdo
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A tabela 6 e 7 exibe a correlagéo entre a resposta dos anticorpos para CS de acordo
com a idade e 0 género, categorizadas por meio de seus quartis. Para a idade, com a exce¢éo
de P. vivax-like (p=0,207), o IR para CS sdo significativamente maiores nas faixas etarias
mais avangadas. Em relagcdo ao sexo, as respostas dos anticorpos a todos os peptideos
obtiveram valores medianos estatisticamente distintos entre os sexos. Em todos os casos

de peptideos, o sexo masculino apresentou valores medianos mais elevados.

Tabela 6 - indice de reatividade (IR) dos anticorpos para as proteinas CS nas diferentes faixas etarias

Faixa etaria
<26 anos 26 — 35 anos 35 — 44 anos > 44 anos

P-Valor
Peptideos n=343 n=354 n =307 n=325
VK210 mediana (IQR) 1,3(0,9;2) 1,5(0,9;2,3) 1,4 (0,9;2,4) 1,7 (1,1;3,3) < 0,001
VK247 mediana (IQR)  1(0,7;1,7) 1(0,7;1,5) 0,9 (0,6;1,4) 1(0,7;1,5) 0,008
Zgg;ax-llke mediana 0,9 (0,7:1,4) 1(0,6;1,5) 0,9 (0,6;1,3) 1(0,7;1,6) 0,207
CSPf mediana (IQR) 1,2 (0,7;1,8) 1,2 (0,8;1,8) 1,1(0,7;1,7) 1,3(0,8;2,2) 0,027
CSPm mediana (IQR) 1(0,7;1,7) 1(0,8;1,6) 1(0,7;1,6) 1,2 (0,8;1,9) 0,048

Foi utilizado Teste Kruskal-Wallis para comparar mdltiplas variaveis ndo paramétricas: Proteina CS: P.
falciparum (CSPf), P. malariae (CSPm), P. vivax (VK210) e variantes (VK247 e P. vivax-like )
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Tabela 7 - Resposta dos anticorpos para as proteinas CS associada ao sexo

Sexo

Feminino Masculino P-Valor
Peptideos n = 408 n=921
VK210 mediana (IQR)* 1,2 (0,9;2,2) 1,6 (1;2,7) < 0,001
VK247 mediana (IQR) 0,9 (0,6;1,4) 1(0,7;1,5) 0,036
P.vivax-like mediana (IQR) 0,9 (0,6;1,3) 1(0,7;1,5) 0,042
CSPf mediana (IQR) 1(0,7;1,8) 1,2 (0,8;1,9) 0,014
CSPm mediana (IQR) 1(0,7;1,5) 1,2 (0,8;1,8) 0,007

Teste Ranksum; *Intervalo interquartil

Os resultados seguintes representam o ultimo objetivo especifico dessa tese que
resultou na publicacdo de um artigo intitulado- The impact of imported malaria by gold
miners in Roraima: characterizing the spatial dynamics of autochthonous and imported
malaria in an urban region of Boa Vista” - Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol.
115: e 200043, 2020; doi: 10.1590/0074-02760200043. « Jaime Louzada, Nathalia Coelho
Vargas de Almeida, Joao Luiz Pereira de Araujo, Julio Silva, Thiago M Carvalho, Ananias
A. Escalante and Joseli Oliveira-Ferreira. (anexo 4)

Para os dados do municipio de Boa Vista analisados neste artigo, considerou-se
apenas o resultado de exame de gota espessa, pois, as amostras submetidas ao exame
molecular ndo foram processadas a tempo em razdo do volume de amostras dos quatro

municipios.

6.13 Caracteristicas da populacdo do municipio de Boa Vista

Participaram do estudo 520 individuos, sendo 299 (57,5%) positivos para malaria,
detectados por meio de exame de gota espessa. Conforme observado na Tabela 8, a maioria
dos individuos é do sexo masculino (74,6%), apresentando média de idade de 36 anos de
nacionalidade predominantemente brasileira com residéncia permanente em Boa Vista,
Estado de Roraima. Esses individuos tinham como ocupacdo principal, atividades em
mineracdo, sobretudo, nos garimpos localizados na Venezuela e na Guiana. No geral, 468
individuos apresentaram histdria de episddios de maléria (90%), sendo que a maioria
relatou mais de cinco episodios (74,4%) e 10% n&o se lembravam de infec¢do anterior em
sua vida pregressa. Dos individuos assintomaticos (n=19), 68,4% tiveram diagnostico

positivo para maldria, enquanto 31,6% foram negativos. N&o foi observada diferenca
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estatistica na nacionalidade, local de residéncia, ocupacdo e numero de episddios de
maléria nos dltimos trés anos entre individuos positivos e negativos. No entanto, a
proporcdo de individuos positivos para maléria diminuia conforme aumentava a idade,
como se observa na faixa etaria entre 36-44 anos (OR = 0,59, IC 95% 0,350,98; p = 0,04)
e> 44 (OR = 0,36, IC 95% 0,21 - 0,6; p <0,01) , em comparacdo com grupos de idades

mais jovens.

Tabela 8 - Caracteristicas da populacéo de estudo segundo diagnostico de malaria em Boa Vista,
Estado de Roraima no periodo de 2016 a 2018

Diagnoéstico de maléria Razdo de
probabilidade (IC
95%) p-valor
Variaveis Positivo 299 Negativo Total
221 520
Género n (%)
Masculino 225 (75,2) 163 (73,7) 388 (74,6) 1,08 (0,73-1,61) 0,7
Feminino 74 (24,8) 58 (26,3) 132 (25,4) 1 -
Faixa etaria n (%)
<28 92 (30,8) 41 (18,5) 133 (25,6) 1 -
28-35 83 (27,7) 60 (27,1) 143 (27,5) 0,62 (0,38 —1,01) 0,06
36-44 70 (23,4 53 (24,0) 123 (23,6) 0,59 (0,35-10,98) 0,04
> 44 54 (18,1) 67 (30,4 121 (23,3) 0,36 (0,21 -0,6) <0,01
Nacionalidade n (%)
Brasileiro 284 (94,3) 215 (97,3) 497 (95,6) 1 -
Venezuelano 15 (5,0) 6 (2,7) 21 (4,0 1,9 (0,72 —4,98) 0,19
Guianense 2(0,7) 0 (0,0) 2 (0,4) - -
Ocupacdo n (%)
Garimpeiro 186 (62,2) 150 (67,9) 336 (64,6) 1 -
Outra ocupacéo 113 (37,8) 71(32,1) 184 (35,4) 1,28 (0,89 — 1,85) 0,18
Local de residéncia n (%)
Boa Vista 293 (98,0) 218 (98,7) 511 (98,2) - -
Outro municipio / estado 6 (2,0) 3(1,3 9 (1,8 1,49 (0,37 — 6,02) 0,58
Episodios anteriores de malaria n (%)
<5 222 (74,2) 165 (74,7) 387 (74,4) 1 -
>5 40 (13,4) 41 (18,6) 81 (15,6) 0,8(0,5-1,29) 0,37
Nunca teve 37 (12,9 15 (6,7) 52 (10,0 1,72 (0,87 — 3,39) 0,12
EM nos Gltimos 3 anos mediana (IQR) 0(0,1) 1(0,2) 1(0,2) 1,1 (0,88 —1,38) 0,41
Dias desde a Gltima infeccéo * 60 (30.180) 60 (30.180) 60 (30.180) 1 (1)) 0,76
Sintomas n (%)
Sim 286 (95,6) 215 (97,2) 501 (96,3) 1,36 (0,43 — 4,28) 0,6
Né&o 13 (4,4) 6 (2,8) 19 (3,7) 1 -

*mediana (IQR); a razdo de probabilidade foi usada para quantificar a forca da associagdo entre varidveis. P-valor < 0,05
foram significativos. IQR: intervalo interquartil

6.14 Caracteristicas dos criadouros da cidade de Boa Vista

Boa Vista esté localizada em &rea com grandes rios, riachos e lagos, caracteristicas

que favorecem a existéncia de criadouros, além do clima favordvel a presenca dos
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principais vetores da malaria. Os locais de reproducdo foram lagos naturais, riachos e rios
permanentes. Essas colecfes de dgua sdo parcialmente sombreadas e ensolaradas com a
presenca de vegetacdo marginal, principalmente, nas partes onde existe 4gua parada e
escura, caracteristicas comuns entre os 23 criadouros identificados, pela equipe de
entomologia da Secretaria Estadual de Saude de Roraima. Esses criadouros eram habitat
para larvas de Anopheles spp. As espécies An. darlingi e An. albitarsis foram encontradas
em todos os criadouros investigados, no entanto, em alguns criadouros outras espécies
também foram encontradas, An. nuneztovari s.l., An. mattogrossensis, An. triannulatus e

An. evansae.

6.15 Distribuicdo da malaria em Boa Vista por local de infec¢ao

Dentre os individuos que participaram desse estudo, 299 testaram positivo para
maldria, dos quais 294 (98,3%) foram importados e apenas 5 (1,7%) autdctones da zona
urbana de Boa Vista. Entre esses, 172 estavam infectados com P. vivax, 109 com P.
falciparum, e 13 com infeccéo mista (P. falciparum + P. vivax). Entre os casos autdctones,
o P. vivax foi a espécie mais prevalente (100%), ja os casos importados corresponderam a
57,5%. Portanto, os casos de malaria por P. falciparum e mistas (P. falciparum + P. vivax)
detectados nesse estudo foram importados (Tabela 9).

Entre os positivos, a maioria tem nacionalidade brasileira (94,6%) seguida por
venezuelana (5,1%) e guianense (0,3%). Entretanto, um grande numero de casos
importados foi adquirido na Venezuela (58,8%) e Guiana (32,3%). Os casos de Guiana
Francesa e Suriname corresponderam apenas a 1%. Além desses, 7,7% dos casos
notificados em Boa Vista vieram de outros municipios de Roraima ou outros estados no
Brasil. Os individuos com P. falciparum tiveram, em média, uma parasitemia maior do que
os individuos infectados com P. vivax e infec¢Ges mistas. Em média, pacientes infectados
com P. falciparum e / ou infeccBes mistas procuravam diagnostico e tratamento cerca de

cinco dias apo6s o inicio dos sintomas (Tabela 9).

Tabela 9- Caracteristicas da infecgdo por maléria importada e autoctone diagnosticada em Boa
Vista, Estado de Roraima durante 2016 a 2018

Variavel Autdctone Importada Total

Infeccdo de maléria n (%) 5(1,7) 294 (98,3) 299 (57,5)

Faixa etaria n (%)

<28 3 (60,0) 89 (30,3) 92 (30,8)

> 44 0 (0) 54 (18,4) 54 (18,1)
28 -35 1(20,0) 82 (27,9 83 (27,8)
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3644 1(20,0) 69 (23,5) 70 (23,4)

Género, masculino n (%) 4 (80,0) 221 (75,2) 225 (75,3)
Espécie plasmodial n (%)
P. falciparum 0(0) 109 (37,1) 109 (36,5)
P. vivax 5 (100) 172 (58,5) 177 (59,2)
P. falciparum +P. vivax 0(0) 13 (4,4) 13 (4,3)
Nacionalidade n (%)
Brasileiro 5 (100) 278 (94,6) 283 (94,6)
Guianense 0(0) 1(0,3) 1(0,3)
Venezuelano 0(0) 15 (5,1) 15 (5,0)
Local de infeccdo n (%)
Boa Vista 5 (100) 0(0) 5(,7)
Guiana 0(0) 95 (32,3 95 (31,8)
Outros paises 0(0) 3(1,0) 3(1,0)
Outros municipios / estados 0(0) 23 (7,8) 23 (7,7)
Venezuela 0(0) 173 (58,8) 173 (57,9)
Parasitemia mediana (IQR)
P. falciparum - 503 (280,900) 503 (280,900)
P. vivax 800 (463,1200) 462 (287.2,900.8) 468 (298,903)
P. falciparum +P. vivax - 534 (410,761) 534 (410,761)
Dias desde 0s primeiros sintomas mediana (IQR) 6 (6,13) 4 (3,6) 4 (3,6)

Dias desde os primeiros sintomas: intervalo de tempo entre os primeiros sintomas e diagnostico e tratamento.
IQR: intervalo interquartil

6.16 Distribuicdo espacial das espécies infectantes de malaria

Os enderecos disponiveis de 271 individuos com malaria importada e cinco casos
autoctones foram usados para tracar o espaco e a distribuicdo da malaria por espécie,
contudo nem todos os 299 positivos vivem na cidade de Boa Vista e por essa razéo foi
exlcuidos 23 individuos. Dos cinco individuos com maléria por P. vivax, apenas dois
afirmaram ter adquirido malaria no local onde mora, os outros trés, relataram que o local
da infeccdo foi no bairro onde trabalhavam. Todos os individuos afirmaram néo ter saido
do municipio de Boa Vista no ultimo més.

Um raio de 1 km foi estabelecido a partir dos criadouros identificados como area
de cobertura de voo do mosquito regido verde do mapa (Fig. 25) e uma area com risco de
transmissdo da malaria foi delimitada considerando a localizacdo dos casos autdctones e
importados e suas relacdes espaciais com 0s criadouros regido rosa do mapa (Fig. 25).

A maioria dos pontos plotados é de malaria por P. vivax (151 importados e 5
autoctones), a malaria por P. falciparum corresponde a 88 pontos georreferenciados,
enquanto os 32 pontos no mapa representam malaria mista. O mapa inclui ainda, 23

criadouros georreferenciados na cidade Boa Vista. Observamos que a maioria dos casos se
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concentrava na parte oeste da cidade. Além dessa regido, diversos criadouros também

foram identificados na zona leste da cidade (area verde na Fig. 25).

Figura 25 - Distribuicdo dos casos de malaria por espécie de plasmddio, origem e criadouros

positivos para formas imaturas de Anopheles spp no ambiente urbano de Boa Vista.
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6.17 Distribuicao espacial de portadores de gametdcitos

A residéncia de individuos diagnosticados com gametdécitos de P. falciparum e P.
vivax e sua relagdo com os criadouros foi também mapeada conforme pode ser observado
na figura 26. Individuos com gametdécitos foram encontrados dentro do raio de v6o dos
Anopheles estabelecidos a 1 km (area verde) da coleta de larvas nos pontos dos riachos e
rios positivos tanto para An. darlingi quanto para An. albitarsis. A maior concentracdo
desses individuos estava na zona sul e oeste do municipio. Esta Ultima possui 0 maior
nimero de bairros, 33, e é 0 mais populoso com 152.062 habitantes. A maioria desses
bairros esta nos arredores da cidade, dentro da faixa de criadouros (cor rosa no mapa da
Fig. 26). E importante referir que 73% dos portadores de gametdcitos s6 procuraram o
diagnostico e tratamento 48 horas ap6s o inicio dos sintomas. Portanto, esses individuos
estavam vivendo em areas de risco de transmissdo da malaria (cor rosa no mapa da Fig. 26)
em diversos bairros de Boa Vista, inclusive a maioria residia na zona mais populosa do

municipio.
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Figura 26 - Distribuicao espacial de individuos portadores de gametécitos e vetores no ambiente urbano de
Boa vista.
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Fonte: o autor; F + FG: individuos com esfregaco de sangue espesso positivo para estagios de Plasmodium
falciparum, incluindo gametdcitos de P. falciparum; V + FG: individuos com esfregaco de sangue espesso
positivo para estagios de P. vivax incluindo gametécitos de P. vivax.

6.18 Risco de transmisséo local da malaria na zona oeste da cidade de Boa Vista

De acordo com os resultados do teste [Kolmogorov-Smirnov = 0,2376 (p < 0,001
em IC de 95%)], existem locais especificos que tendem uma maior frequéncia de casos de
maldria. 1sso mostra a circulacdo de individuos com maléria ao longo da zona oeste do
municipio de Boa Vista, refletindo no aumento do risco de transmisséo da maléria.

Os resultados da figura 27 (funcdo G) mostram que os valores observados, ou seja,
a distancia entre os casos de malaria e individuos portadores de gametdcitos perto dos
criadouros (linha preta), estdo fora e acima do intervalo de confianca dado pela area cinza.
Portanto, a circulacdo de individuos com a doenca préximo aos criadouros é um fator de
risco para a transmissdo local da malaria. Em uma &rea mais ampla, figura 27 (funcéo F),
os valores observados, ou seja, a taxa de risco (linha preta), estdo fora e abaixo do intervalo
de confianca fornecido pela area cinza. Assim, pelo comportamento do grafico de fungdes,
a presenca de individuos com maléria nesta parte do municipio apresenta risco de
transmisséo local da doenca. De fato, na figura 27 as medidas reduzidas de segunda ordem
(fungdes K e L) endossam o risco de transmissdo local da maléria, indicadas nas funcbes

G e K. Portanto, a distribuicdo espacial e a proximidade dos casos de malaria, individuos
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portadores de gametdcitos e criadouros de vetores da malaria favorece a transmisséo local

da doenca.

Figura 27 - Andlise das funcdes especificas G, F, K, L.
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7. DISCUSSAO

O Brasil possui extensa regido de fronteira com 2.357.850 km de extensdo
equivalendo a 27,6% do territorio nacional onde residem 9.855.132 habitantes,
representando 6% da populacdo brasileira distribuida entre 588 municipios, sendo trés
capitais: Boa Vista-RR, Rio Branco-AC e Porto Velho-RO (146).

Compondo esta regido fronteirica, o estado de Roraima apresenta 1.537 quildmetros
de fronteira seca compartilhada com a Venezuela e a Guiana. Sua faixa de fronteira é
composta por seis municipios (Boa Vista, Canta, Mucajai Rorainopolis, Sdo Jodo da
Baliza, S8o Luiz). J& na sua linha de fronteira encontram-se nove municipios (Alto Alegre,
Amajari, Caracarai, Caroebe, Iracema, Normandia, Uiramutd), incluindo as duas cidades
gémeas de Pacaraima (BR) com Santa Elena do Uairén (VE); Bonfim (BR) e Lathen (GUI)
(146, 147).

Juntas, essas cidades promovem intensa mobilidade em razdo do comércio local,
do garimpo e, recentemente, do movimento migrat6rio venezuelano que trouxe impacto na
demanda do servigo de salde para os muncipios de Pacaraima e Boa Vista. Desta forma, a
movimentacao de pessoas nas cidades gémeas, assim como o fluxo dos individuos na faixa
fronteirica que engloba varios municipios do estado, vem revelando as fragilidades nos
mecanismos de controle sanitario das doencas dessa regido. A eficicia desses mecanismos
nas regides de fronteira no mundo vem sendo questionada desde o advento da AIDS na
década de 1980, pandemia que acendeu o alerta, apontando, “que ndo existem fronteiras
para as doencas transmissiveis” (114). Nesse sentido, entender a dindmica espacial na
linha e na faixa de fronteira, local de passagem ou de permanéncia que gera proximidades,
distanciamentos e conflitos entre os varios atores que compde o universo fronteirico pode
ser fundamental para o controle sanitario e para as interven¢Ges no &mbito das doencas
transmissiveis (115).

Entender os modelos de interacdo (margem, zona-tampdo, frente, capilar, sinapse)
nas fronteiras de Roraima é importante para viabilizar os mecanismos de controle e
intervencdo da malaria ja que esta doenca esta associada a circulacdo de pessoas na linha
de fronteira. Por exemplo, em Pacaraima a malaria importada estd associada a crise
econémica na Venezuela que vem influenciando no aumento da procura por diagnostico e
tratamento da malaria; além disso, 0 comércio dos produtos procedentes dos garimpos

ilegais se estende por diversos municipios localizados na zona de fronteira. Dentre os varios
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municipios que compdem esta zona, a cidade de Boa Vista se configura como um grande
polo comercial desses produtos, além de representar a maior referéncia para o diagnostico
e tratamento da malaria dentre todos os municipios. A capilarizacdo do movimento de
pessoas com malaria dentro do estado, pode constituir um problema, considerando o
potencial de receptividade dos municipios somado a complexidade logistica em torno da
operacionalizacdo das acOes de controle da maléaria.

O estado de Roraima apresenta uma extensa faixa de fronteira com a Venezuela e
Guiana além de contatos estreitos com o Suriname e Guiana Francesa, fato que estabelece
intesa mobilidade de pessoas e mercadorias na regido. Além da malaria produzida no seu
espaco, Roraima ainda notifica uma grande quantidade de malaria procedente desses
paises, caracterizando esse espaco como regido malarica de alta complexidade e de dificil
controle dada a dindmica desse lugar. O fluxo de pessoas entres as “cidades irmas”
promove, nessa regiao, intensa mobilidade em torno do comércio em geral, do garimpo e,
recentemente, do movimento migratério, dindmica que caracteriza a malaria nesse estado
como um problema de sadde de fronteira.

A producdo e disseminacgdo das doencas transmissiveis nas regides de fronteira no
mundo geram politicas e agdes cruciais em diversos programas de salde de varios paises
que tém areas de fronteira (114). No Brasil, sobretudo na regido Amazonica, a malaria vem
apresentando importante reducdo, porém, nas zonas fronteiricas ainda é altamente
vulneravel constituindo um desafio para sua eliminagdo (148). Assim, esse desafio passa
por diversos fatores dentre os quais: caréncia de profissionais de saude qualificados,
dificuldade de acesso aos servicos de salde especializados, movimento migratorio,
mobilidade da populacdo indigena, presenca de madeireiros em torno do desmatamento,
movimentacao de garimpeiros (115, 149,150). Dessa forma, a intensa mobilidade humana
somada a baixa efetividade do controle sanitario resulta na manutencdo da transmissao nos
municipios localizados no entorno da divisa, a exemplo de Pacaraima em Roraima que
apresentou pico de malaria em 2018 e Oiapogue no Amapa que registou varios surtos entre
2003 a 2007 (148). Enquanto no Oiapoque, a malaria importada foi trazida por brasileiros
procedentes de minas ilegais da Guiana Francesa, em Pacaraima a malaria importada é
procedente de varias regides da Venezuela tanto de area rural quanto de garimpo ilegal, em
sua maioria trazida por Venezuelanos (148).

A complexidade da regido de fronteira com suas mdltiplas caracteristicas pode se
tornar um importante obstaculo para o controle e eliminac¢éo da malaria no mundo. Estudo

sobre o sistema de monitoramento na fronteira entre Brasil e Guiana Francesa por meio de
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indicadores epidemiologicos identificou mudangas nas “séries temporais” relacionadas as
atividades de controle em diferentes espacos, 0 que mostra importancia do monitoramento
constante na regido de fronteira dada a sua multiplicidade de fatores no processo de
transmissdo da malaria: fatores ecoldgico-ambientais, bioldgicos e sociais foram
identificados num estudo na fronteira franco-brasileira revelando que populagdes que
vivem e circulam nesse espaco em vulnerabilidade social favorecem a ocorréncia de surtos
e perpetuacdo da malaria (151-153). A associacdo da malaria com o risco social também
pode ser observada em Pacaraima que vem registrando aumento extraordinario dessa
doenca em razdo do movimento migratorio venezuelano (151,154). Porém, uma realidade
distinta é registrada em Bonfim, fronteira com a Guiana que tem apresentado baixa
ocorréncia de malaria importada, mesmo considerando um grande fluxo de individuos com
maldria que passa por esse municipio vindo da Guiana (151).

A triplice fronteira entre Brasil, Guiana e Venezuela é uma regido malérica extensa
que apresenta determinantes de grande importancia para processo de transmissdo da
malaria tanto na linha quanto na zona de fronteira, a saber:

Um ambiente adequado para desenvolvimento dos principais vetores favorece a
permanéncia da malaria autoctone em todos os municipios de Roraima, isso mostra a
necessidade da existéncia de um sistema de vigilancia eficiente;

A falta de um sistema de monitoramento epidemioldgico especifico para a linha de
fronteira facilita a entrada de individuos com malaria importada, sobretudo, com P.
falciparum (153, 154). Essa é uma razdo de preocupacdo de outros paises de fronteira que
desenvolvem estudos que demostram tal preocupacao e por isso, implementam estratégias
para reducdo da transmissdo da malaria no seu espaco de fronteira, a exemplo da Guiana
Francesa, China, Tailandia e Africa do Sul que priorizam o controle da fronteira como
ferramenta para redugdo da malaria (153-159).

A distribuicdo de casos autoctones em diversos cenarios como area urbana, zona
rural e area indigena, sdo caracateristicas que representam grande obstaculo para o controle
da maléaria nessa regido, assim como a complexidade da logistica que dificulta 0 manejo
das acOes de entomologia, principalmente em area indigena (154);

A inexisténcia de cooperacdo bilateral entre esses trés paises dificulta as aces de
controle da malaria nessa regido, fato que pode ser agravado em razdo da crise diplomatica
entre Brasil Venezuela. Nesse sentido, experiéncias exitosas de outros paises poderiam
servir de modelo para o Brasil, a exemplo da China que reforca a importancia da
cooperacao bilateral entre os paises fronteiricos como estratégia de eliminagdo. No mesmo
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sentido paises andinos (Venezuela, Peru, Colémbia e Equador) estabeleceram cooperagéao
para contencdo de maléria, fato que ndo ocorreu entre Brasil e Venezuela, gerando tensdes
e consequentemente a manutengdo do quadro atual da maléria no estado (157-159);

Por fim, as questdes sociais que impulsionam o movimento dos individuos em
busca de sobrevivéncia, principalmente em atividades de mineracdo ilegal que desde 2017
com a crise econémica no Brasil uma crescente circulacdo de garimpeiro vem apontando
impacto crescente na malaria em Roraima tanto importada quanto autoctone. Além disso,
em consequéncia das mazelas sociais, a crise humanitaria na Venezuela vem promovendo
0 aumento de circulagcdo de pessoas na faixa de fronteira, fato que produz excesso de
demanda nos servicgos de salde em Pacaraima, Boa Vista e outros municipios desse estado.
Assim, a magnitude da mobilidade de pessoas nesse espaco vem fragilizando o controle
sanitério, pois, oficialmente, o arcabouco fiscalizatorio das institui¢cbes estd concentrado
na alfandega entre as cidades gémeas (Pacaraima e Bonfim), fato que impede o controle
sanitario expandido. Isso revela que os problemas na linha de fronteira se estendem a
regides mais distantes, inclusive, para outros estados da Federacdo, mostrando que as
questdes de fronteira ndo podem ser tratadas como um problema localizado.

Por isso, a malaria € um dos principais problemas de satde publica na Amazénia,
incluindo o estado brasileiro de Roraima que registra um dos piores niveis de incidéncia
dessa doenca na regido. Como esse agravo € influenciado por fatores de diferentes
naturezas (ambiental, socioecondmica, etc.), o conhecimento da dindmica espago-temporal
dos casos de maléria pode esclarecer informagGes importantes sobre a relagdo entre esses
fatores. Desta forma, a partir da analise da distribuicdo temporal da maléria em Roraima ¢
possivel observar que importantes eventos ocorreram durante o periodo de 2009 a 2018.

Para caracterizar a malaria em Roraima, é necessario considerar as particularidades
de cada municipio. Desta forma, podemos dividir o estado em dois grupos de municipios:
0s que apresentam maior nimero de casos autoctones e os que tém maior concentracdo de
malaria importada. O grupo dos municipios com maior prevaléncia de casos autoctones
apresenta diversidade quanto ao local de infeccdo que pode ser: procedente de zona rural,
a exemplo do municipio de Cantd; da zona urbana, como é o caso de Séo Jodo da Baliza e
originério de &rea indigena, presente na maioria dos municipios, contribuindo para a
manutencdo de elevadas taxas de malaria nos municipios que abrigam estas populaces.
Além disso, as acbes de controle e combate da malaria em area indigena, acontecem a

revelia dos municipios, mas as notificacfes entram na estatistica do municipio.
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Para ilustrar esta situacdo, em 2019, o municipio de Alto Alegre, registrou 5.780
casos de malaria dos quais 5.477 (94,8%) vieram da area indigena. Iracema, nesse mesmo
ano, notificou 1.184 casos de malaria, sendo 889 (75,1%) da area indigena, situacdo que se
repete em varios municipios (7). Em situagdo contraria, o0 municipio de Canta, registrou
1.639 casos de malaria, desses, apenas 179 foram notificados em éarea indigena,
correspondendo a 10,9% do total. Sendo a maioria da malaria nesse municipio procedente
da zona rural. Por sua vez, Sdo Jodo da Baliza em 2019, apresentou 550 casos, dos quais
310 (56.4%) foram produzidos em area urbana (7). Além dessas caracteristicas regionais,
todos os municipios, embora com baixa frequéncia, registraram malaria importada (7).
Estas caracteristicas regionais mostram a diversidade na dindmica dessa doenca entre 0s
municipios, condicdo que deve ser considerada no processo de intervencdo das acdes de
controle da maléria.

Essa dindmica no processo de transmissdo autdctone é capaz de incrementar e
manter a circulacdo da doenca entre 0s municipios, pois, nem sempre o diagndstico e
notificacdo da malaria ocorrem no mesmo local ou municipio de infeccdo, mostrando que
h& um movimento intermunicipal de pessoas em busca de assisténcia. Boa Vista é um bom
exemplo, pois dentre todos os municipios, foi 0 que mais apresentou notificacGes de
malaria procedentes de outras regifes do estado. O movimento intermunicipal acaba
dificultando o controle da malaria, porque as areas limitrofes sdo extensas, multiplas e de
dificil acesso, gerando demanda além da capacidade operacional que os municipios podem
oferecer. Essa mobilidade é um aspecto importante na cadeia de transmissao considerando
o potencial de receptividade ambiental de cada municipio, inclusive com presenca de
criadouros nos espacos urbanos.

Por isso, varios aspectos que envolvem a operacionalizacdo das acdes de controle
da maléria podem determinar a sua manutencdo ou a sua eliminagdo em um municipio.
Nesse sentido, é essencial ter infraestrutura adequada, recursos humanos suficientes e
gestdo qualificada, que sejam sensiveis a importancia das atividades da equipe de endemia
para 0 manejo ambiental, respeitando e particularizando tias acdes de acordo com a
realidade de cada municipio. No entanto, apesar da importancia da gestdo ambiental ndo
existem, no Sistema de Vigilancia denominado Sistema de Informagédo e Controle de
Vetores (VETORES-MALARIA), registros atualizados dos criadouros, suas
caracteristicas (pH, turbidez da agua) bem como uma analise dos vetores em seus estagios
imaturos e adultos. Além disso, ndo ha monitoramento de criadouros usando a tecnologia

do Sistema de Informacg6es Geogréficas (GIS), como uma ferramenta de geoprocessamento
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que permite uma avaliacdo qualificada da epidemiologia da malaria, que é de importancia
fundamental para 0 monitoramento das a¢des de saude largamente referendado em varios
estudos (160-164).

Estas caracteristicas dos municipios revelam a complexidade, tanto na gestao
guanto na operacionalizacdo, das acbes de controle da malaria local. Somado a isso a
maioria dos municipios ainda precisa lidar com a malaria, vinda de outros estados da
federacdo e de outros paises. Nesse contexto da maléria importada, a sua distribuicdo em
Roraima é ampla. Porém, a maior frequéncia se concentra apenas em dois dos quinze
municipios do Estado, que nos altimos trés anos aumentaram a frequéncia desse tipo de
malaria, seguindo a tendéncia global na América do Sul e na Africa (1). O fendmeno que
produziu esse aumento precisa ser investigado, embora, o comportamento da malaria
importada em Roraima tem uma relacéo histérica com as atividades de mineracao.

Nesse contexto, a maléria importada vem principalmente dos paises que fazem
fronteira com o estado de Roraima, a Guiana e a Venezuela. Este ultimo, foi o pais que
mais contribuiu com a introducdo, principalmente, da malaria por P. falciparum. A
circulag&o desse plasmadio constitui um problema de satde, considerando a complexidade
da dindmica da fronteira entre Brasil e Venezuela. Por isso, é fundamental que as
instituicGes de controle sanitario estabelecam monitoramento sistematico no intuito de
conter a interiorizacdo do P. falciparum. As experiéncias exitosas de outros paises que tém
perfil semelhante a esse espago de fronteira devem servir de modelos na implementagéo de
medidas de controle de modo a reduzir a circulagdo dessa espécie de plasmodio no estado
ou mesmo a reintroducdo em municipios que ja o haviam eliminado. (30,95) Segundo
alguns estudos, a reintroducdo da malaria é um fendmeno que ocorre com frequéncia em
varios paises ao redor do mundo, sobretudo em regiGes de fronteira. Geralmente a
reintroducdo ocorre por multiplos fatores dentre eles, a receptividade local, onde o meio
ambiente é favoravel ao desenvolvimento do vetor (165-168)

A malaria importada em Roraima pode estar associada a dois fenémenos: o garimpo
ilegal localizado principalmente na Venezuela e Guiana e ao movimento migratorio
venezuelano iniciado em 2013 gerado pela crise social e econdmica na Venezuela. Roraima
tem uma relacdo estreita e antiga com as atividades de mineracdo, haja vista que o
desenvolvimento social, cultural e econdbmico do Estado, historicamente, esteve associado
a presenca de garimpeiros vindos de varias regides do pais (98, 99, 101-103). Estudos que
retrataram a malaria na década de 1980, mostram que 0 garimpo movimentou um grande

fluxo de pessoas no estado nessa década e como reflexo dessa mobilidade intensa, triplicou
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0 namero de casos de malaria (n=13.590) no ano de 1981, sendo que, nessa época 97,5%
da malaria notificada no Brasil foram produzidas na regido Amazénica (98,106). Esta
concentracdo estd associada a forma de ocupacdo dessa regido que recebeu diversos
incentivos governamentais para desenvolvimento de projetos agropecuarios, hidrelétricas
e instalacdo de inimeros garimpos, o que reforca relacdo historica do garimpo e a malaria
no estado de Roraima (97, 98).

Ja na década de 1990, a malaria concentrava-se apenas em 79 municipios da regido
Amazobnica, sendo que a maioria dos casos de malaria também estava relacionado com as
atividades de mineragdo nessa regido (98). Na década seguinte, houve reducdo na
incidéncia da malaria no estado, fato que pode estar atrelado a repressao sistematica dos
garimpos ilegais em &rea indigena em Roraima. Como repercussdao da vigilancia
sistematica pelos 6rgdos de fiscaliza¢do, houve o deslocamento desses garimpeiros para as
regides de mineracdo da Venezuela, Guiana, Suriname e Guiana Francesa, trazendo como
consequéncia o aumento da malaria importada na Gltima década. Porém, nos ultimos trés
anos, entre 2016 a 2018, em virtude do afrouxamento da fiscalizacdo aliado a crise
econdmica no Brasil, houve aumento extraordinario do garimpo ilegal, sobretudo em terra
indigena Yanomami, que somada a outras areas protegidas, atualmente estdo catalogados
862 pontos de garimpo ilegal (105).

Como consequéncia das atividades de mineracdo, houve aumento da malaria em
algumas comunidades indigenas Yanomami localizadas préximas aos garimpos,
especialmente no Polo Base Waikés que atende 194 indigenas distribuidos em quatro
comunidades. No entorno dessas comunidades, garimpos ilegais se multiplicam criando
situacdo de risco para os indigenas, inclusive, expostos a individuos com malaria num
ambiente com presenca de criadouros. Em 2017 estas comunidades registraram apenas 10
ocorréncias de maléria, aumentando em 2018 para 92 casos, ja em 2019, ocorreu um pico
de 1.157 casos de malaria resultando num IPA de 5.964 (7).

Contudo, a dindmica atual da malaria importada e autdctone produzida em regido
de garimpo, coloca o estado em situacédo de alerta, pois de um lado se tem malaria autéctone
procedente de garimpos ilegais de area indigena, cujo, enfrentamento depende da atuacao
dos 6rgdos federais (Policia Federal, IBAMA), por um outro fluxo se tem a maléria
importada vinda de diversos paises, sem que tenha intervencao bilateral para seu controle.
Segundo a Organizacdo Mundial de Salde a maioria desses paises tem registrado tendéncia
de alta, especialmente o estado de Bolivar na Venezuela, que tem apresentando altas taxas
de maléaria procedentes de regido de garimpo (1). Essa relacdo da malaria com atividades
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de mineracdo é uma realidade em véarios paises no mundo, em 2010, a Guiana Francesa
registrou 70 casos de malaria por P. vivax entre as forgas armadas francesas em missédo de
repressdo ao garimpo ilegal (155). Outros estudos, também comprovam a relagdo do
garimpo com maléria, haja vista que em Papua, Nova Guiné, a implementacdo de medidas
de controle em regido de garimpo, promoveu a reducdo da malaria apos intervencéao
sistematica (169). Esses estudos reforcam a associacdo da malaria com o garimpo, a
exemplo de Gana, Costa do Marfim e Suriname que comprovaram a relagdo da incidéncia
da malaria com atividades de mineragdo (170-173). Porém, em Roraima ndo se pode
atribuir tal relagdo apenas com o garimpo, pois 0 movimento migratério é outro fenémeno
que pode ter conexdo com a maléria importada no estado de Roraima iniciado em 2014
com aumento extraordinario desse movimento em 2018.

A mobilidade humana consiste em atividade ancestral que gera um movimento
migratério desencadeado por diversas situagdes (174,175). Nos tempos atuais, tal
mobilidade ultrapassa as fronteiras entre paises e cria um fendmeno de magnitude global.
Regionalmente, tem-se um peculiar fluxo migratério originado pela crise politica, social e
econdbmica da Venezuela em 2013, que desencadeou uma crescente imigracdo de
venezuelanos para além dos paises fronteiricos (174,175). Essa crise humanitéria pode ter
influenciado o aumento da malaria na Venezuela, pois nos dltimos anos foram notificados
240.613 casos em 2016, mantendo uma curva ascendente em 2018 com percentual de
aumento de 65.2% (n=319.765). Este aumento foi registrado, principalmente no estado de
Bolivar, na Venezuela, fronteira com Roraima, apresentando-se como regido de alta
concentracdo de garimpos ilegais (1,72). A proximidade com uma regido que apresenta
altas taxas de malaria somado a crise humanitaria pode ter sido determinante para o
aumento da maléria importada e autéctone em Pacaraima.

Um dado curioso desse municipio que pode representar um forte indicio dessa
relacdo é o fato dessa doenca ter aumentando significativamente nas terras indigenas da
regido de Sdo Marcos. Parte dessa regido é formada por um complexo de comunidades
situadas as margens da BR 174 que liga esse municipio a cidade de Boa Vista. Nos ultimos
trés anos foi registrado um grande fluxo migratério em direcdo a vérias regies do Brasil e
da América do Sul tendo como rota esta rodovia. Esse percurso, muitas vezes € realizado
a pé por pessoas que acabam tendo contato com os indigenas dessas comunidades. Até o
ano de 2012, antes da crise, 0 risco de transmissao era baixo (IPA=3,2), porém, nos anos
subsequentes teve um aumento extraordinario de 836,9% (n=1.471) casos de malaria,
permitindo, como hipotese, fazer a associacdo desse aumento com a imigracéo (7).
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Corroborando com tal hipotese, a nossa pesquisa de campo realizada em Pacaraima, mostra
que dos 648 individuos entrevistados 83% sdo venezuelanos, permitindo especular que em
Roraima, ou pelo menos em Pacaraima esse aumento tem relagdo com o movimento
migratorio venezuelano. Além disso, entre os anos 2019 e 2020, a fronteira entre Brasil e
Venezuela, foi fechada diversas vezes por conflitos entre a populacdo de Pacaraima e
venezuelanos, fato amplamente divulgado na midia nacional e internacional. A maléria
importada nesse municipio caiu drasticamente, uma vez que em 2019 foram notificados
apeanas 200 casos de malaria contra 2.137 em 2018, reducéo de 95,5%. Estabilizando em
patamares baixos até meados de 2020 quando foram registrados apenas 59 casos,
apontando que nesse municipio a malaria esta associada a presenca dos venezuelanos.

Boa Vista é o outro municipio que recebe anualmente uma grande quantidade de
pessoas vindas de regido de garimpo, principalmente da Venezuela e da Guiana.
Diferentemente de Pacaraima, ndo é seguro estabelecer a relacdo da maléria notificada
nesse municipio com o movimento migratério venezuelano, pois no SIVEP, ndo ha
identificacdo da nacionalidade dos pacientes. 1sso pode ser visto como uma fragilidade do
sistema que além dessa questdo ainda apresenta atrasos na atualizacdo dos dados e
incoeréncia de informagdo. Um exemplo € a baixa quantidade de individuos que se
declaram garimpeiros quando comparado com a incidéncia da malaria proveniente de
regido de mineragdo, dados que destoam da nossa pesquisa de campo, que mostra um
grande fluxo de pessoas procedentes de regido de garimpo.

Além disso, de um universo de 520 entrevistados, apenas 4% se declararam
venezuelanos, fato que mostra que malaria em Boa Vista ndo esta associada ao movimento
migratorio venezuelano. Contudo, todos os municipios apresentaram aumento da malaria
importada, fato que coincide com a interiorizagdo dos venezuelanos, mostrando que a
mobilidade entre 0s municipios pode ser um problema para controle da malaria em virtude
do potencial de receptividade encontrado em todos 0s municipios. Esse aumento pode ter
ou nad relacdo com o movimento migratorio por isso a importancia em descobrir o quem
estd provocando tal aumento.

Por certo, o controle da maléria deve considerar aspectos sociais, a mobilidade
humana em especial, com um grau de importancia elevado. Pois ndo é somente o controle
da triade (hospedeiro humano, agente/vetor e meio ambiente) que levara ao éxito na
reducdo dos casos. E essencial buscar compreender o individuo ndo somente como um
reservatorio, mas como um ser social com interagdes e movimentacbes que

necessariamente condicionam ou determinam a incidéncia da maléria.
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Com objetivo de avaliarmos a prevaléncia e a distribuicdo das espécies plasmodiais
nos municipios de maior notificacdo de casos importados (Boa Vista e Pacaraima) e
autoctones (Baliza/Roraindpolis) de Roraima, diagnostico parasitolégico, molecular e
sorolégico foram utilizados.

Em geral, a espécie de Plasmodium predominante no Brasil é o P. vivax,
contribuindo com cerca de 87,3% da infec¢do (7) Roraima néo ¢ diferente, a maioria dos
casos autdctones observados em nosso estudo foram infecg@es por P. vivax (principalmente
em Sdo Jodo da Baliza/Roraindpolis), enquanto infec¢Bes por P. falciparum foram mais
prevalentes em Pacaraima e Boa Vista. Conforme esperado, o diagndstico molecular foi
superior a gota espessa, diagnosticando um maior nimero de casos de infec¢do mista (P.
falciparum e P. vivax) e por P. malariae.

O P. malariae foi detectado em baixa frequéncia embora esta espécie esteja
presente na Venezuela e nas Guianas. Em Roraima nos ultimos dez anos, foram detectados
apenas trés casos dessa espécie. No Brasil, esse Plasmodium € subnotificado na maioria
das areas endémicas, devido a falta de microscopistas treinados, como também pela
dificuldade da identificacdo desta espécie no exame microscopico direto da gota espessa,
método de eleicdo para diagnostico de maléria. Entretanto, esta espécie parece ser mais
comum do que o sugerido por dados oficiais baseados em microscopia. Estudos usando
PCR em pacientes de Rondonia registraram uma prevaléncia de 10% e em Mato Grosso
11,9% (176,177).

Os dados permitiram constatar que em Pacaraima a maioria dos casos importados
sdo de venezuelanos que se infectaram na Venezuela, o que ndo surpreendeu, ja que este é
0 municipio fronteirico com a Venezuela. Em Boa Vista a maioria dos casos de P.
falciparum s&o de brasileiros que se infectaram na Venezuela e Guiana. O grande fluxo de
pacientes da Venezuela para o Brasil e outros paises da América do Sul tem sido atribuido
ao conflito politico no pais. Esse aumento nos casos de malaria tem sobrecarregado os
sistemas de saude que normalmente atendem a um nimero menor de casos. Estudos
recentes também mostraram que o aumento do numero de casos de P. falciparum
coincidem com o movimento migratério da Venezuela (160,178). O P. falciparum é mais
comumente associado a manifestacdes graves da doenca do que o P. vivax e suas opgoes
de tratamento diferem do tratamento com P. vivax. Portanto, um aumento nas infec¢fes
por P. falciparum em um pais que possui amplamente infeccdes por P. vivax, como € o
caso do Brasil, tem implicagdes no programa de controle da malaria. No Brasil, a artemeter-

lumefantrina (AL) € usada no tratamento de P. falciparum, enquanto P. vivax € tratado com
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cloroguina (se ndo houver resisténcia a cloroquina). Em Pacaraima e Boa Vista mais da
metade dos participantes do nosso estudo relatou ser garimpeiro ou trabalhando em minas
ilegais no Brasil ou nos paises vizinhos (Venezuela, Suriname, Guiana Francesa ou
Guiana).

Além de testes moleculares utilizou-se teste sorologico especificos para as proteinas
CS do P. vivax, P. falciparum e P. malariae. Estes testes podem identificar as espécies
plasmodiais que circulam em uma determinada area endémica e serem utilizados como
indicadores de transmiss@o e exposic¢do aos plasmodios. Contudo, o teste soroldgico ndo
serve para diagnostico apenas como indicador de contato com o parasito ja que 0s
individuos com episodios de malaria mantem os anticorpos por varios anos (13).

Os resultados mostraram que a resposta de anticorpos para a proteina CS de P. vivax
prevaleceu e a variante classica VK210 foi a mais frequente, seguido da CS de P.
falciparum. A prevaléncia de individuos positivos para CS de P. malariae, foi detectada
em um pouco mais da metade da populacdo. Embora, nem a gota espessa nem 0 exame
molecular tenham detectado essa espécie em um universo de 1.329 amostras, ainda assim
é possivel dizer que ha indicios que o P. malariae circule em Roraima.

Dentre os Estados do norte, Roraima é o que mais notifica malaria importada, isso
pode levar a supor que os individuos (50,9%) tenham adquirido esse tipo de plasmdédio nos
paises circunvizinhos que sabidamente tém P. malariae. Contudo, ha4 muitos relatos dos
entrevistados em nosso estudo que afirmaram nunca ter adquirido maléria fora do Brasil.
Rorainopolis e S8o Jodo da Baliza sdo dois municipios com baixissima ocorréncia de
malaria importada, com apenas dois casos detectados nesse estudo e em ambos o0s
municipios, de 158 amostras testadas, 77 (48,9%) apresentaram anticorpos para a CS de
P. malariae. Vérios trabalhos relatam que a producdo de anticorpos anti-CS ndo esta
relacionada a presenca na circulacdo do parasito no estagio sanguineo. As infeccdes
sanguineas atuais ou recentes parecem ter pouco impacto na soropositividade e nédo
parecem aumentar a resposta anti-CS, pois a prevaléncia e os niveis de anticorpos anti-CS
ndo foram significativamente diferentes entre individuos positivos e negativos para o
parasito em nosso trabalho e em outros trabalhos publicados (11,179-181).

Um dado curioso sobre o P. malariae é a sua capacidade de persistir ao longo dos
anos, se manifestando de forma cronica, porém, de baixissima parasitemia e, geralmente,
assintomatico. Essa condicdo de cronicidade pode apresentar riscos de recorréncia muitos
anos depois, mesmo que o reservatorio esteja distante de regiGes malaricas (182,183).
Segundo alguns autores, a baixa frequéncia dessa espécie pode estar associada a presenca

90



de anticorpos com reacdo cruzada entre os P. vivax, P. falciparum ou com o plasmédio
simiano, P. brasilianum. Uma vez que esse Ultimo apresenta repeticdes de CS com
sequéncias idénticas ao P. malariae, fato que também pode explicar nosso resultado (180,
182, 184).

Em relacdo as respostas dos anticorpos da proteina CS associada com infec¢do atual
ou recente, ndo encontramos diferencas nos resultados, o que mostra que a respostas dos
anticorpos independe da positividade recente ou antiga, nem influencia no indice de
reatividade dessas respostas, nem entre individuos negativos e positivos no estagio
sanguineo. Resultado convergente com outros estudos que avaliaram as respostas da CS
com as trés espécies igualmente testadas no nosso estudo (185-189). Além disso, a maioria
dos individuos entrevistados apresentou varios episodios de maléria com recidivas, sendo
que parte deles foi reinfeccdo pois regressaram ao local de infeccdo, outra parte foi recaida
e em menor frequéncia recrudescéncia todas relacionadas com o P. vivax, que comumente
apresenta recidivas. O termo “recidiva” esta relacionado a recorréncia ou quantidade dos
episddios de malaria que acomete um individuo num determinado periodo. Desta forma, o
tempo é importante para a classificagdo ou subdivisdo da recidiva em recrudescéncia,
recaida e reinfeccdo (190-192). Para tal classificacdo sempre havera necessidade de
estabelecer um marco temporal com identificagdo do “caso indice”, que vai desencadear o
processo de recorréncia. Embora ndo haja consenso acerca das variagdes da recidiva,
sobretudo em relagdo ao tempo transcorrido, o Ministério da Salde, considera que: a
recidiva ocorrida entre 7 a 28 dias ap06s o tratamento € denominada de recrudescéncia;
quando essa recidiva ocorre entre 29 a 60 dias ela é classificada como recaida e quando
essa recidiva extrapola o tempo de 60 dias ap0s o tratamento pode ser identificada como
uma reinfecgédo (190-192).

Nesse estudo o indice de reatividade (IR) da proteina CS associado ao local
provavel de infeccdo (autdctone/importado), apresentou pouca diferenca entre as respostas
dos anticorpos, ndo sendo possivel provar que a origem da malaria possa ter influenciado
no IR. Contudo, em outro estudo as respostas de anticorpos anti-CSP modifica-se de acordo
com a transmissdo sazonal e geogréafica (13). No nosso estudo o IR referente ao tempo (<
1 ano) foi maior entre 0s casos importados, para a maioria das repeticoes, e entre o IR de
1.0 a 3.0 foi mais frequente na malaria autéctone.

A resposta da proteina CS, em nosso estudo, tambem foi correlacionada com a idade
e 0 sexo. No resultado, individuos na faixa etaria de 44 anos apresentaram maior indice de

responsividade. E possivel que essa diferenca em relagdo as outras idades possa ser
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explicada pelo fato de os individuos estarem entre a faixa etaria que mais estdo expostos
aos ambientes malaricos. Estudos associam a intensidade na resposta imune humoral de
um anti-esporozoito, em individuos com infeccdo em estadgio sanguineo, conforme o
aumento da idade (186,193,194). Além da relacdo com a idade, os homens apresentaram
maior responsividade em todas as repeticoes, resultado divergente de outro estudo, que ndo
se observou a relacdo entre anti-esporozoitos (CS) e o sexo (195).

Considerando os resultados dos exames de microscopia (gota espessa) e molecular,
a distribuicdo da maléria em Roraima foi semelhante aos demais estados que compbem a
Regido Amazodnica. Contudo, houve divergéncia quando se analisa a frequéncia por
espécies plasmodiais, pois em Roraima a incidéncia do P. falciparum foi maior que os
demais estados. Ja a soroprevaléncia da proteina CS, apresentou caracteristicas comuns
entre alguns estados dessa regido, mostrando que a populacgao foi mais exposta ao P. vivax
seguido do P. falciparum e P. malariae. Embora essa ultima espécie tenha tido baixissima
frequéncia de infeccdo no estagio sanguineo, fato que revela uma fragilidade no exame de
gota espessa, técnica de escolha, para o diagnostico da maléria no Brasil. Nesse sentido, €
importante viabilizar a implementacdo de técnicas mais sensiveis como protocolo em
laboratérios com capacidade de realizar exame molecular, ou ainda a elaboracdo de um
estudo de coorte em um inquérito por meio de diagnostico molecular em todos os
municipios visto que o Brasil vislumbra a eliminacdo da malaria.

A soroprevaléncia da proteina CS indica sua presenca em varias regides do mundo.
A variante P. vivax, VK210 foi descrita no Brasil, India, Tailandia e Peru. (11) No Brasil,
foram identificadas as trés variantes do P. vivax, incluindo os estados Amazonas, Para,
Ronddnia, Mato Grosso, Acre e Amapa (196-198). Resultados semelhante ao encontrado
nessa pesquisa.

Inimeros estudos conduzidos em area endémica de malaria com diferentes
situacBes epidemioldgicas revelaram que, 0s niveis e a soroprevaléncia de anticorpos para
esporozoitos sdo altos, principalmente para proteina CSP de P. falciparum, com efeito
cumulativo de infecgdes repetidas e com a idade e como indicador de intensidade de
transmissdo. Entretanto, pouco se sabe sobre a persisténcia dessa resposta ao longo do
tempo quando a transmissao da malaria ¢ interrompida. A resposta humoral antiplasmodial
tem sido utilizada para medir a intensidade de transmissdo da malaria e est4 sendo cada vez
mais incorporada em estudos transversais e longitudinais para monitorar mudancas na
transmissao, e identificar novos “hotspots” de transmisséo ¢ grupos de alto risco em areas

endémicas da Africa, Asia e Regido Amazonica (13).
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Particularmente, sobre Boa Vista € importante ressaltar que € o municipio com
maior nimero de casos de malaria importada do estado. Esse municipio apresenta boa
estrutura no servico de saude e no comércio, condicdo que atrai garimpeiros, além de
individuos de diversas regides do estado, o que revela Boa Vista como o municpio que
mais notifica maléria importada ou de precedéncia de varios muncipios de Roraima e varios
estados de federacéo. De fato, este estudo mostra que a maioria dos casos notificados na
Unidade de Saude da area urbana de Boa Vista, no periodo deste estudo, foram importados
da Venezuela e Guiana com poucos casos autdctones (1,7%), conforme observado
anteriormente (7). Além disso, a grande maioria desses casos importados (90,4%) eram de
brasileiros vindos dos garimpos de ouro (90,4%) na Venezuela e Guiana, em vez de
migrantes desses paises. No geral, 0s garimpeiros correm maior risco de contrair malaria,
tornando-os uma subpopulagdo com maior risco de infec¢do por Plasmodium.

Os garimpeiros brasileiros passam parte de seu tempo entre as minas de ouro no
exterior, principalmente na Venezuela e Guiana e em Boa Vista, onde vivem (98,3%) e
vendem os produtos dessa mao de obra, gerando alta mobilidade entre areas endémicas da
Venezuela e Guiana até Boa Vista. Consistente com essas observacdes, a maléria importada
nos Ultimos anos aumentou exponencialmente & medida que as atividades de mineracao de
ouro aumentaram em 2018 e o ouro foi 0 segundo produto mais exportado no estado
(172,173, 199). Atualmente, existem 1.097 pontos de mineracdo ilegal localizados na
Venezuela, Guiana e Brasil (terras indigenas Yanomami), produzindo alta mobilidade de
pessoas em busca de emprego (199). Embora essas regides de mineragdo sejam geralmente
insalubres e perigosas, elas fornecem um incentivo econémico que motiva o retorno desses
individuos em busca de sobrevivéncia, embora ainda em risco de adquirir malaria. No
geral, a situacdo observada em Roraima é consistente com relatorios emergentes de outras
areas endémicas nas Americas (2, 200-202).

Os resultados desse estudo indicam que existem varios criadouros positivos para
An. darlingi e An. albitarsis em Boa Vista. Além disso, encontramos individuos
assintomaticos (4,3%) e o “tempo de inicio do tratamento dos pacientes apos a data dos
primeiros sintomas” foi superior a 48 horas para 60% dos pacientes. Esses fatores podem
aumentar o risco de transmissdo local ap6s a introducao da maléria. Essa situacao requer
aumento da vigilancia, evidenciado pelo aumento de 1.300% nos casos autoctones em Boa
Vista em 2018. E importante ressaltar que os servicos de salde de Boa Vista atraem
migrantes de outros municipios e cidades fronteiricas em busca de tratamento da malaria e

a localizagdo da cidade favorece 0 movimento de pessoas e bens. Essas caracteristicas

93



criam um fluxo continuo entre as areas de mineracdo e Boa Vista. A relacdo entre a
mobilidade das pessoas e a malaria importada tem sido apontada em varios estudos como
uma preocupagdo para o controle e eliminagdo da malaria. Nesse caso, a mobilidade esta
ligada aos garimpeiros (4,203). A implementacdo de medidas para reduzir o risco de
transmissdo autdctone, visando o hotspot representado pelos garimpeiros, deve ser
fortemente considerada em Boa Vista.

Vale ressaltar que ndo observamos infeccdes autdctones por P. falciparum, embora
nosso numero tenha sido baixo (n = 5). No entanto, dados do Ministério da Saude, SIVEP-
Malaria apontam 14 casos de P. falciparum importados em Boa Vista nos ultimos trés anos
(10). Os casos importados de P. falciparum apresentam uma distribui¢cdo incomum em
outros estudos, afetando cerca de 2 em cada 5 individuos examinados, um motivo de
preocupacao, pois ha o risco de introducdo e disseminacdo de cepas resistentes de P.
falciparum dos paises vizinhos do Brasil (95).

Portanto, a malaria importada em area urbana de Boa Vista é introduzida por
brasileiros que trabalham na extracao de ouro em diversas minas dentro e fora das fronteiras
internacionais desse estado. Por isso, é possivel que a origem da maléria importada na
regido oeste de Boa Vista esteja associada as atividades de minera¢do e ndo com o
movimento migratério. Apesar do baixo numero de casos autdctones, uma situacdo que
merece atengdo € o fato da movimentacao dos individuos infectados procedentes de areas
endémicas, circular proximo aos criadouros nos espagos urbanos de Boa Vista. Fato que
aponta para a existéncia de um potencial risco de aumento da maléria autoctone, incluindo
o risco de introducdo da maldria P. falciparum. Dessa forma, a detec¢do precoce dos casos
de malaria é necessaria para limitar seu potencial impacto negativo no cumprimento das

metas do plano de eliminacdo proposto pelo Ministério da Satde do Brasil.
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8 CONCLUSAO

Em linhas gerais, 0s temas tratados nessa tese representaram VAarios aspectos

epidemioldgicos da malaria no estado de Roraima aqui analisados a partir do local provavel

de infeccdo. Na caracterizacdo da malaria foram analisados o perfil sociodemogréafico e

epidemioldgico, a soroprevaléncia das principais especies plasmodiais que circulam ou as

quais a populacdo do estado ja tenha sido exposta. Além disso, buscou-se entender os

determinantes com potencial para modificar essa epidemiologia no espago e no tempo.

Conclui-se que:

>
>

Na maioria dos municipios a malaria autoctone prevalece,

Pacaraima e Boa Vista apresentaram baixo indice de transmissao local e maior
registro de malaria importada;

Em Pacaraima prevaleceu a malaria procedente da Venezuela trazida por
venezuelanos;

Em Boa Vista a malaria é trazida poor brasileiro oriundo de garimpos da
Venezuela seguido da Guina;

Todos os municpios localizados as margens da BR-174 (Boa Vista, Mucajai,
Iracema, Caracarai e Rorainopolis), curiosamente, registraram malaria
importada com procedéncia da Venezuela;

Os nossos dados permitiram mostrar que em Sao Jodo da Baliza/Rorainopolis,
0s casos de malaria sdo majoritariamente autoctones.

A variante do P. vivax VK 210 foi prevalente no nesse estudo e P. malariae foi
verificada na metade da populacéo estudada, embora, no exame de gota espessa
e molecular ndo tenha sido detcatado este tipo de plamsodium;

A andlise espacial dos casos de maléria e dos criadouros de vetor em uma area
urbana de Boa Vista mostrou que a malaria nestes municipios é impulsionada
por brasileiros que trabalham em minas de ouro da Venezuela e Guiana.

Ha risco no aumento da transmiséo da malaria na zona oeste da cidade de Boa
Vista em razdo do aumento de individuos com malaria importda cicculando nas
proximidades dos diversos criadouros ideteficados no aperimentro urbano e
periurbano desse municipio;

As interacdes existentes na triplice fronteira norte entre Roraima, Guiana e
Venezuela geram movimentos de pessoas e mercadorias intensificando o

comércio legal e ilegal de combustivel e do ouro extraido das minas existentes
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nessa regido. Essa movimentacao pode estar associada ao aumento da malaria
importada em Roraima, revelando um grande problema de saude de dificil

controle sanitario que merece atencgdo, esforgos e cooperagao entre esses paises.

A maléria é uma doenca de multiplos fatores distribuidos em diversos ambientes de

cada municipio. Por essa razdo, a contencdo da malaria no estado exige varios olhares e

manejo particularizado tanto para malaria importada de outros paises e de procedéncia de

outros municipios quanto as de origem local. Por isso, a importancia de se manter uma

vigilancia efetiva nas fronteiras, implementando um protocolo para diagnéstico e

tratamento precoce da malaria de individuos que adentram no estado.

A partir das percepcdes dessa pesquisa algumas fragilidades foram observadas na

rotina. Assim, mostra-se relevante recomendar o que se segue:

Incluséo da nacionalidade no SIVEP. O atendimento aos estrangeiros é garantido
por lei. Isso ndo pode ser motivo de constrangimento, mas pode ser crucial para
medidas de controle;

Recomenda-se acdo efetiva de controle sanitario na fronteira. Em Pacaraima
existe um laboratorio sentinela de fronteira gerido pela Secretaria de Saude do
Estado que esta ocioso, pois, 0s estrangeiros com maléria, exceto emergéncia, sdo
atendidos no laboratdrio de malaria do municipio;

Criar um sistema de monitoramento robusto com ferramentas de
geoprocessamento e manejo dos criadouros com investimento consideravel nos
servigos de endemias;

Investir em recursos humanos e equipamentos, por exemplo, o laboratério de
malaria em Boa Vista funciona numa policlinica do estado. O espaco é inadequado
e a equipe é insuficiente frente a alta demanda.

Material de educacdo em saude bilingue (portugués/espanhol) inclusive a ficha de
notificacdo também em espanhol ou mesmo um roteiro de entrevista para

melhorar a qualidade da informacao.

Perspectivas

Ampliar a avaliagdo de risco de transmissdo além da zona oeste da cidade de Boa
Vista,;

Ampliar a sorologia para outros municipios;
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= Pesquisa sobre recidivas, com avaliacdo a partir dos determinantes e
condicionantes sociais, com énfase no comportamento das reinfecgfes causadas
pelo P. vivax em individuos residentes no municipio de Boa Vista, RR, com
historicos de multiplas malérias (Projeto em construcéo);

= Projetos em fase de constru¢do em comunidades indigenas: Analisar 0s eventos
que influenciaram no aumento da malaria nos polos bases de Waikas, Uraricoera
e Paapiu Novo em Terra Indigena Yanomami, € no polo base Sorocaima Il na
Terra Indigena S&o Marcos, nos anos de 2018 e 2019.

» Analisar as representagdes sociais da malaria na perspectiva dos garimpeiros que
buscam atendimento na Policlinica Cosme e Silva em Boa Vista. (Projeto em
construcao).

Anexos:
No desfecho final, surgiram alguns produtos resultantes dessa pesquisa:
» 01 artigo publicado;

» 02 artigos em fase final de elaboracao;

Outras publicacdes cientificas (em anexo)

v' Kudyba, Heather M.; Louzada, Jaime; Ljolje, Dragan; Kudyba, Karl A
Muralidharan, Vasant; Oliveira-Ferreira, Joseli; Lucchi, Naomi W. Field
evaluation of malaria malachite green loop-mediated isothermal amplification in
health posts in Roraima state, Brazil. Malaria Journal, v.18, p.98 -, 2019.

v Lucchi, Naomi W.; Abdallah, Rispah; Louzada, Jaime; Udhayakumar,
Venkatachalam; Oliveira-Ferreira,  Joseli. ~ Molecular ~ Surveillance  for
Polymorphisms Associated with Artemisinin-Based Combination Therapy
Resistance in Plasmodium falciparum Isolates Collected in the State of Roraima,
Brazil. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene. v.102, p.310 - 312,
2020.
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Anexo 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto de Pesquisa: Caracterizagdo epidemioldgica da maléria autoctone e importada no
estado de Roraima
Coordenadores: Jaime Louzada - Universidade Federal de Roraima (UFRR) e Joseli de

Oliveira Ferreira - Laboratorio de Imunoparasitologia IOC/Fiocruz.

Eu, Jaime Louzada e Joseli de Oliveira Ferreira, responsaveis pelo projeto de pesquisa
intitulado “Caracteriza¢do epidemioldgica da maldria autoctone e importada no estado de
Roraima”, estamos fazendo um convite para vocé participar como voluntario deste nosso estudo.
Esta pesquisa tem o objetivo de obter mais conhecimento sobre a malaria, doenca transmitida por
mosquito e que causa momentos de febre alta e calafrios apds os quais a pessoa fica cansada e sem
forgas para trabalhar. A malaria esta fazendo muitas pessoas doentes em sua comunidade e
gueremos achar modos para impedir que isto aconteca. Além de verificar se vocé tem malaria ou
teve contato com o parasito da malaria, vai saber qual a espécie de parasito que causa esta doenca
e se este parasito pode vir a ficar resistente ao tratamento.

Para a realizacdo do projeto sera feito o seguinte procedimento: Um volume de 10ml de
sangue sera coletado através da puncdo da veia do braco com a agulha descartavel e tubo tipo
vacutainer (de vidro). A retirada do sangue pode ser feita por médico, enfermeiro, farmacéutico
ou um dos pesquisadores que trabalhe na pesquisa. O sangue servird para o diagndstico
microscopico, molecular e sorolégico da maléria.

Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles relacionados com a retirada
de sangue, como dor local e/ou hematoma (rouxid&o) no local da puncédo que desaparece em 3 a 4
dias. Todos os cuidados devidos serdo tomados, como uso de agulhas, tubos para coleta e gaze

descartavel, assim como alcool para assepsia(limpeza) local e curativo.

Com a excecdo do diagndstico da malaria, ndo havera nenhum beneficio direto, mas é
provavel que sua participacéo nos ajude a descobrir mais sobre como prevenir e tratar malaria em
sua comunidade.

Os dados e todas as informagdes dadas por vocé sdo sigilosas e estdo submetidas as normas éticas
destinadas & pesquisa envolvendo seres humanos, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) do Conselho Nacional de Saude, do Ministério da Saude. Os resultados do estudo
poderdo ser publicados sem revelar a sua identidade e 0 acesso e a analise dos dados coletados se

fardo apenas pelos pesquisadores envolvidos no projeto. Também informamos que vocé pode
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desistir de participar deste estudo a qualquer momento, sem prejuizo para seu atendimento ou
sofrer quaisquer sanc¢des ou constrangimentos.

A sua participacao serd sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer despesa
e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os gastos necessarios para
a realizacdo da pesquisa serdo assumidos pelos pesquisadores. O material coletado para realizacdo
dos exames ficarad sob a guarda da coordenadora do projeto pelo periodo de cinco anos até que
todos 0s experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessario para repeticdo de
testes para confirmacdo de dados. Caso precise de algum esclarecimento pode contatar a qualquer
momento que julgar necessario a coordenadora do projeto Dra. Joseli de Oliveira Ferreira através
do telefone n°® 21-3865-8102, nesse endereco - Instituto Oswaldo Cruz /IOC /FIOCRUZ - Aw.
Brasil, 4365 - Tel: (21)2598-4220 Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - Brasil CEP: 21040-360.
Também vocé pode entrar em contato com o pesquisador Jaime Louzada por meio do telefone (95)
9819-0101 e no endereco — Rua do sanhagu 281 - Mecejana - Boa Vista. Ou ainda no Curso de
Bacharelado em Enfermagem —Av. Capitdo Ene Garcez, n°® 2413, Bairro Aeroporto, CEP :
69310-000 Boa Vista/RR bloco VI UFRR Campus Paricarana - Centro de Ciéncias da Saude
Telefone: (95) 3224-3223. Ou no Endere¢o do CEP/UFRR: Bloco da PRPPG-UFRR, ultima sala
do corredor em forma de T a esquerda (o predio da PRPPG fica localizado atrds da Reitoria e ao
lado da Diretoria de Administracdo e Recursos Humanos - DARH)Av. Cap. Ene Garcez, 2413 —
Aeroporto (Campus do Paricarana)CEP: 69.310-000 - Boa Vista — RRE-mail: coep@ufrr.br(95)
3621-3112 Ramal 26

O pesquisador responsavel me colocou a par de todas as informacdes referentes a este
estudo estando a disposicdo para responder minhas perguntas sempre que eu tiver davidas que
todas as minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe, a qual estard a
disposicao para responder minhas perguntas sempre que eu tiver novas.

Recebi uma copia deste termo de consentimento e pelo presente consinto, voluntariamente,
em participar deste estudo permitindo que os procedimentos descritos acima sejam realizados em
minha pessoa. Atesto que assinei duas vias do termo de consentimento de igual teor e fiquei com

uma via.

Data:

Nome do voluntério
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Data:

Nome do Pesquisador

Data:

Data:

Testemunha 1
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Anexo 2 - Consentimiento Informado Libre y esclarecido
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Consentimiento Informado Libre y esclarecido

Proyecto de Investigacion: Caracterizacion epidemiolégica de malaria autoctona e
importada en el Estado de Roraima
Coordinadores: Jaime Louzada — Universidad Federal de Roraima e Joseli de Oliveira

Ferreira — Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz

Nosotros, JAIME LOUZADA y JOSELI DE OLIVEIRA FERREIRA, responsables del
proyecto de investigacion titulado “Caracterizacion epidemioldgica de malaria autoctona e
importada en el Estado de Roraima”, estamos haciendo una invitacion para que usted participe
como volutario de nuestro estudio. Esta investigacion tiene como objetivo el obtener un mejor
conocimiento sobre la malaria en el Estado de Roraima. Ademas de verificar si usted tiene malaria,
va a saber que parasitos causan esta enfermedad en la region y si usted posee anticuerpos defensas
para el parésito que causa malaria. EI conocimiento que obtengamos de sus respuestas sera
importante para el control de la enfermedad y para que no se expanda. La malaria es una
enfermedad transmitida por mosquitos que puede causar fiebre alta y escalofrios por lo que la
persona se siente cansada y sin fuerzas para trabajar.

Para la realizacion del proyecto es necesairo realizar una colecta de sangre para
diagnosticar malaria. La colecta de sangre se hara de la vena del brazo no del dedo. La colecta
de sangre se hara tomando 10ml de sangre del brazo con una aguja descartable y con un tubo tipo
vacutainer, pudiendo en algun momento de la investigacion ser solicitado para una nueva colecta
de sangre (siempre y cuando usted esté de acuerdo). La sangre serd retirada por un medico,
enfermero 6 farmacéutico 6 por uno de los dos investigadores que trabajan en esta investigacion.

Toda la informacion sobre cada paso de la colecta sera dada por el profesional de salud
(enfermero, investigador o persona responsable) y cualquier problema debera ser comunicado al
personal responsable de verificar las necesidades de los locales de atencion.

Los datos y todas las informaciones dadas por usted estan reguladas (bajo proteccion) por
normas éticas destinadas a investigacién que involucran seres humanos. El resultado de este
estudio podra ser publicado sin revelar sus identidades y el acceso y analisis de los datos colectado
sera hecho por los investigadores involucrados en el proyecto. También le informamos que usted
puede desistir de participar del estudio en cualquier momento, sin perjuicio de seguimiento 6 de
sufrir algan tipo de sancién.

Su participacion sera voluntaria sin recibir ningun tipo de incentivo financiero 6

recompensa y con la finalidad exclusiva de colaborar con la investigacion. En caso precise de
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alguna aclaracion sirvase contactar al coordinador del proyecto Jaime Louzada por teléfonoal n°
(95) 8119-0101 6 (95) 3623-4446 6 podra contactar al Comité de Etica e Investigacion de la
Universidad Federal de Roraima teléfono n° (95) 3621-3112.

Yo, consiento

(acepto) que los procedimientos descritos previamente sean realizados en mi persona. Certifico

que firmé dos copias de consentimientos informados y que me quede con una copia.

Fecha:
Firma del voluntario
Fecha:
Firma del Investigador
Fecha:

Firma del Testigo
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Anexo 3 — Questionario do Projeto: Caracterizacdo epidemioldgica da maléria

autdctone e importada e no estado de Roraima
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QUESTIONARIO

Projeto:Caracterizagdo epidemioldgica da malaria autoctone e importada e no estado de Roraima

REGISTRO N° Data: / /

DADOQOS PESSOAIS

NOME:

SEXO: F[I M IDADE:

DATA DE NASCIMENTO: I NATURALIDADE:

ENDERECO DE RESIDENCIA: ]

CIDADE: PAIS: TEMPO DE RESIDENCIA

(ANOS):

ESCOLARIDADE: PROFISSAO: ONDE

ESTEVE / ATIVIDADE ( 15 DIAS)

LOCALIDADES ONDE ESTEVE NOS ULTIMOS ANOS (ENDEREGO)

1. TEMPO DE PERMANENCIA:
ZONA RURAL 0 ZONA URBANA 0 GARIMPO

2. TEMPO DE PERMANENCIA:
ZONA RURAL 0 ZONA URBANA 0 GARIMPO

3. TEMPO DE PERMANENCIA:

ZONA RURAL [ ZONA URBANA [IGARIMPO

HISTORIA PREGRESSA DE MALARIA

NUMERO DE INFECCOES ANTERIORES DE MALARIA: [ Nenhuma 05 05
ESPECIES: [P. FALCIPARUM [P. VIVAX [P. MALARIAE [ NAO LEMBRA

DATA DA ULTIMA INFECCAO: / / MESES TRANSCORRIDOS:

ESPECIES: [IP. FALCIPARUMIIP. VIVAX[P. MALARIAE[I NENHUMA [1NAO LEMBRA
LOCAL PROVAVEL DE INFECCAO:
RECEBEU TRATAMENTO PARA MALARIA: [ SIM [INAO ONDE:

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALARIA: TSIM  [1NAO
ONDE: DATA: I

EXPOSICAO A MALARIA

LOCALIZAGCAO DA RESIDENCIA/TRABALHO:

JFLORESTA [ LAVRADO [JCOLECAO D’AGUAL SITIO [ GARIMPO [ CIDADE

USO MEDIDAS DE CONTROLE : MOSQUITEIRO:I SIM [1NAO REPELENTES:(] SIM [1 NAO
BORRIFACAO INSETICIDA: DOMICILIO:[] SIM 1 NAO ESPACIAL: [1SIM [ NAO

CHA/REMEDIOS:[ SIM [l NAO QUAL?

INFECCAO ATUAL MALARIA

SINTOMAS [1SIM [1NAODATA INICIO SINTOMAS: I

CFEBRELI CEFALEIA [1CALAFRIOS [INAUSEA [IMIALGIA [IDIARREIA [1OUTROS
TOMOU REMEDIO PARA MALARIA (ULTIMOS 15 DIAS) :01SIM - 1 NAO

QUAL REMEDIO?:
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DIAGNOSTICO

PARASITOLOGICO: INEG [IF [F+Fg 0OV OF+V V+Fg [Fg M F+M OV+M

Parasitemia: Formas: O+/2 O+ [+ O+ CO+++

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO (QUANTIDADE)

GOTA ESPESSA: PAPEL FILTRO: PLASMA: HEMACIAS:
OBS:

INFORMAGCAO ADICIONAL:

RESPONSAVEL PELO PREENCHIMENTO DA FICHA:

Anexo 4 artigo publicado na - Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, em 2020
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ORIGINAL ARTICLE Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 715: e200043, 2020 1]10

The impact of imported malaria by gold miners in Roraima:
characterizing the spatial dynamics of autochthonous and imported
malaria in an urban region of Boa Vista

Jaime Louzada', Nathélia Coelho Vargas de Almeida?, Joao Luiz Pereira de Araujo®,
Jilio Silva*, Thiago M Carvalho', Ananias A Escalante’, Joseli Oliveira-Ferreira®/*

'Universidade Federal de Roraima, Boa Vista, RR, Brasil

*Secrelaria de Satde de Roraima, Coordenacao Geral de Vigilincia em Satide, Boa Visla, RR, Brasil

*Secretaria de Vigilancia em Satde do Ministério da Sadide, Brasil

*Fundagao Oswaldo Cruz-Fiocruz, Instituto Nacional de Infectologia Fvandro Chagas, Rio de Janeiro, R, Brasil
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BACKGROUND The number of malaria cases in Roraima nearly tripled from 2016 to 2018. The capital, Boa Vista, considered a
low-risk area for malaria transmission, reported an increasing number of autochthonous and imported cases.

OBJECTIVES This study describes a spatial analysis on malaria cases in an urban region of Boa Vista, which sought to identify
the autochthonous and imported cases and associated them with Anopheles habitats and the potential risk of local transmission.

METHODS In a cross-sectional study at the Polyclinic Cosme ¢ Silva, 520 individuals were interviewed and diagnosed with malaria
by microscopic examination. Using a global positional system, the locations of malaria cases by type and origin and the breeding
sites of anopheline vectors were mapped and the risk of malaria transmission was evaluated by spatial point pattern analysis.
FINDINGS Malaria was detected in 57.5% of the individuals and there was a disproportionate number of imported cases (90.6%)
linked to Brazilian coming from gold mining sites in Venezuela and Guyana.

MAIN CONCLUSIONS The increase in imported malaria cases circulating in the west region of Boa Vista, where there
are positive breeding sites for the main vectors, may represent a potential condition for increased autochthonous malaria
transmission in this space.

Key words: imported cases of malaria - spatial analysis - gold miners

Malaria continues to be a significant public health
problem worldwide, causing about 228 million new
cases, with approximately 405,000 deaths per year, es-
pecially in Africa.!’ Although the global incidence rate
decreased by 18% between 2010 and 2016, there was a
substantial increase between 2014 and 2015 in the Amer-
icas, primarily due to a surge of malaria cases in Brazil
and Venezuela.® In Brazil, the number of malaria cases
incrcased from 143,748 in 2015 to 193,837 in 2018 af-
ter seven years of decline, and in Venezuela (Bolivarian
Republic of Venczuela) increased from 91,918 in 2015
to 414,527 in 2017, mainly in the Bolivar State in the
southeast of the country bordering with Guyana and the
Brazilian State of Roraima.® Also, the region has gold
mining areas where working and living conditions are
considered a problem for malaria control. Indeed, Boli-
var State is a regional hot-spot from which malaria has
spilled over to other neighboring countries overloading
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EXE

health care services in border municipalitics of Brazil
and Colombia that receive imported cases of malaria, in-
cluding Plasmodium falciparum.®

Roraima is the Brazilian State in the extreme north
of the country that shares international borders with
Guyana and Venczucla. In that space, human mobility
across borders was usually intense but temporary. How-
cever, since 2017, Roraima has experienced the impact of
an unprecedented unidirectional migration of Venezu-
elans due to the economic and political crisis in their
country.® According to UNICEF and migration authori-
ties in Brazil, an estimate of 178,000 Venezuelans has
crossed into Roraima, with at least 32,000 settlings in
Boa Vista, the State capital, located approximately 100
km distant from Guyana and 200 km from Venezuela.®
Certainly, the increase in border population movements
between Brazil, Venezuela, and Guyana have affected
malaria control measures and contributed to the spread
of the disease in Roraima State.

Data from the Ministry of Health, SIVEP-Malaria
(Epidemiologic Surveillance Information System —
Malaria), show that the number of reported cases in Ror-
aima nearly tripled from 8,969 cases in 2016 to 23,369 in
2018.7 Malaria is endemic in many municipalities which
have various degree of endemicity. However, 39% of the
cases were imported from other states in Brazil (3,625
cases) and other countries (5,513), mainly from Venezue-
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la (4,478 cases) and Guyana (610 cases)."” P. falciparum
infections accounted for 26% of the imported and 9.8%
of the autochthonous case.”

Boa Vista is the municipality reporting most of the
malaria imported cases from neighboring countries. In
2010 the number of reported cases were 5,948 and only
6% were autochthonous.” In 2011, the number of import-
ed cases dropped to 4,354 and the autochthonous to 248
cases. This tendency to fall was maintained until reaching
its lowest value in 2016, with about 2,357 imported cases
and 12 autochthonous. However, in the years 2017 to 2018
there was a new increase in imported cases.”

In 2018, Boa Vista reported 5,713 cases, 168 (3%)
autochthonous, 2,805 (49%) imported from other mu-
nicipalities/states in Brazil, and 2,740 (48%) from other
countries, mainly Venezuela (n = 2,115) and Guyana
(n = 533). It is also noteworthy that, in 2018, cases of
P. falciparum infection from Venezuela (n = 481) and
Guyana (n = 97) represent 80% of the notifications of P.
Jalciparum registered in Boa Vista (722 cases).” Studies
of malaria vectors in Roraima performed more than ten
years ago found that Anopheles albitarsis and An. dar-
lingi were infected with Plasmodium spp.®?

Despite being considered a low-risk area for ma-
laria transmission, the consistent numbers of imported
malaria cases, which are a possible source of infection,
together with the presence of competent vectors in ur-
ban arcas, make possible outbreaks and epidemics in
Boa Vista."” A sustained increase in local transmission
would be a significant setback for malaria elimination
efforts in Boa Vista.

Considering the multiple factors that may drive the
increase in malaria observed in Brazil, disentangling
their differential contribution will guide how to better
deploy interventions. Therefore, this study aimed to un-
derstand the epidemiology of the imported malaria cases
and the potential risk of increased transmission in an ur-
ban region of Boa Vista.
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SUBJECTS AND METHODS

Study site - The study was carried out in Boa Vista,
Roraima State, the only Brazilian State capital located
entirely in the northern hemisphere, between Latitude
02°49’12” N and Longitude 60°40°23”W. Boa Vista oc-
cupies an area of 5,687,037 Km?, concentrates 63.4% of
the state’s population and has a demographic density of
49.99 inhabitants per Km? (Instituto Brasileiro de Geo-
grafia e Estatistica - IBGE, 2016). Savanna is the pre-
dominant ecological environment in Boa Vista and the
climate presents two distinct seasons: a rainy season
between April and November with high rainfall indices
during the months of June and July and the dry season
between December and March. The geographical posi-
tion of the municipality allows easy access to interna-
tional borders thus positioned: in the north part of the
state in the municipality of Pacaraima, which borders
Santa Elena do Uairén in Venezuela, 231.5 km from Boa
Vista, a land route (BR- 174). The municipality of Bon-
fim bordering Lethem, Cooperative Republic of Guy-
ana, 133.3 km from Boa Vista via BR-401. To the South,
the State is bordered by Amazonas State and Pard, Fig. 1.

Study population and sample collection - Samples
and research data were collected from March 2016 to
September 2018 at the Polyclinic Cosme ¢ Silva. It is a
health unit of the Unified Health System (SUS) that has a
high demand for various medical specialties. This Poly-
clinic is strategically located in the west area of the city
of Boa Vista, which has a population of 152,062 inhabit-
ants (IBGE - 2016), distributed in 33 (thirty-three) neigh-
borhoods. According to data from Ministry of Health,
SIVEP - Malaria, among the 13 health units that offer
malaria diagnosis in Boa Vista, the Polyclinic was the
one that registered the highest number of cases in the last
5 years, as follow: in 2011, 2,354 cases; in 2012, 1,424
cases; in 2013, 1,713 cases; in 2014, 1,384 cases; and 966
cases in 2015.? Taking in account the total number of re-
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Fig. 1: maps of Brazil and Roraima State in the border of Venezuela and Guyana. The studied site Boa Vista and the border municipalities of

Pacaraima and Bonfim. Source: by the authors themselves.
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ported cases in Boa Vista in the same period (2011-2015),
the Polyclinic Cosme e Silva was responsible for 51%,
44%, 42%, 54% and 48.8% of the reported cases, re-
spectively.” Therefore, all individuals seeking a malaria
diagnosis in the Public Health Unit Polyclinic Cosme e
Silva, were eligible to participate in the study.

A questionnaire, completed by each participant, was
used to collect demographic data, travel history, and
epidemiological data. Blood was drawn from each par-
ticipant by venipuncture and malaria infection was di-
agnosed by microscopic examination of Giemsa stained
blood smears. The parasitological evaluations were per-
formed by examination of 200 fields at 1,000-fold mag-
nification under oil immersion. Parasite densities were
estimated by counting the number of parasites per mi-
croliter of blood (all species and stages) per 200 leuko-
cytes in thick blood films, multiplying this by the num-
ber of individual leukocytes, and dividing this by 200.

All positive individuals were treated with antimalari-
al drugs, according to the protocol of the Brazilian Min-
istry of Health. All the questionnaire data were stored in
Epi Info™ 2002 (CDC, Atlanta, GA, USA). This proto-
col was approved by the Federal University of Roraima
Ethical Committee (CAAE: 44055315.0.0000.5302).

Case definition - All malaria cases were classified
as autochthonous or imported depending on the most
likely place of acquisition as per the questionnaire. In
this study, imported malaria was defined as malaria ac-
quired outside the municipality of Boa Vista but diag-
nosed within the municipality. This was determined by
the individual history of staying in an endemic munici-
pality, state or country during the last one month. Au-
tochthonous cases were defined as malaria acquired in
the municipality of Boa Vista in persons without travel
history outside the municipality in the last one month.

Breeding sites and larval collection - Twenty-three
breeding sites were identified and georeferenced using
Garmin GPS by technicians of the entomology service
of the General Coordination of Health Surveillance of
Roraima. The breeding sites were chosen based on the
location of autochthonous cases in previous 3 years
(2014 to 2016). These breeding sites have been moni-
tored by the entomology service of the General Coordi-
nation of Health Surveillance every two months between
2017 and 2018 and only qualitatively classified as posi-
tive or negative for the presence of Anopheles spp larvae.
The larvae collections were performed using standard
entomological scoops (BioQuip, Ranch Dominguez,
CA, USA). At cach breeding site, nine scopes were
made, three to the right, three to the front, and three to
the left, following the Ministry of Health standard."”
Due to the great difficulty in rearing Anopheles larvae
stage in the laboratory, Anopheles larvae from lst and
2nd was used to determine if the breeding place were
positive for Anopheles spp. Larvae (third and fourth-in-
star) and adults were identified using the keys of Consoli
and Lourengo-de-Oliveira and Forattini.*"*? The larvae
collected were transferred to plastic bags, labeled with
the breeding site code, date and collector. All collected
material was transferred to the state entomology labora-
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tory to be screened and identified. The breeding site was
considered positive if in at least one collection per year
presented Anopheles spp larvac.

Spatial analysis - The spatial dynamics of malaria
in Boa Vista were analysed considering three situations:
mapping of individuals with malaria, positive breeding
sites for Anopheles and circulation time between first
symptoms and treatment initiation. To perform spatial
analysis, the locations of disease occurrence was re-
corded based on the address of malaria patients (Street
and Neighborhood) and geographic coordinates were
obtained, in decimal degrees geographic coordinate sys-
tem, via Google Maps geographic location service.

The data were processed in the QGIS 2.14.17 software,
executed from the Windows platform, to generate maps.

The basic cartography set was georeferenced us-
ing the decimal degrees geographic coordinate system
and the World Geodetic System-1984 reference system
(WGSS84). All geographic data were processed in the
Landscape Metrics Laboratory of the Department of Ge-
ography of the Federal University of Roraima (UFRR),
which has available satellite images and cartographic
basis of Boa Vista for the preparation of thematic maps.

Statistical analysis and spatial point pattern analysis
- Demographic, epidemiological and parasitological data
were entered into a database created using the Epi Info
software (Epi Info™, Atlanta, GA, USA). For statistical
purpose, the following variables were taken into consid-
cration: gender, age, residence, nationality, occupation,
place of infection, symptoms, days since first symp-
toms and past and present malaria infections. Propor-
tions were compared using 2x2 contingency tables with
cither chi-squared tests, adjusted by Yates’ continuity
correction or Fishers exact tests, as appropriate. Odds
ratios (OR) analysis were used to quantify the strength
of the association between variables. The statistical sig-
nificance threshold was p < 0.05, with 95% confidence
intervals (95% CI) for all hypothesis tests. These analy-
ses were performed using GraphPad InStat, version 3
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Kolmogorov-Smirnov test was used to verify the
hypothesis of risk for malaria transmission in the west-
ern region of Boa Vista due to the existence of breed-
ing sites and individuals with imported malaria, part of
which with gametocytes. This test was applied in order
to assess whether the distribution of the points follows
a homogenecous Poisson process or whether the points
are distributed according to a clustering model. For the
interpretation of the values, consider a 5% level of sig-
nificance in the results (95% CI). In summary, the null
hypothesis to be tested is that the distribution of points
throughout the region under study follows a homoge-
neous Poisson process. 314

In order to verify the hypothesis of complete spatial
randomness, the analysis of specific processes was car-
ried out by evaluating the graph of the G, F, K and L
functions, to verify whether the points are distributed
randomly or in the form of grouping throughout the re-
gion under study. The G function represents the distance
from the nearest event (breeding sites, malaria and ga-
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metocytes cases), the plotted results of this function can
be used as an exploratory method to check if there is evi-
dence of interaction between the events; F function aims
to check the risk rate, since it measures the distribution
of all distances from an arbitrary point (cases, breeding
sites and gametocytes) to the point closest to it; the K
function represents the Ripley’s function, that allows
the detection of the spatial pattern at different distance
scales simultaneously; while the L function consists of
the Besag transformation function of the Ripley’s func-
tion." In the horizontal axis of the graphs it is shown
distances between the points (individuals with malaria,
breeding sites and gametocytes), so that in the vertical
axis we have the density values based on the estimators
of the functions G, F, K and L, respectively. The black
lines mean the observed values, while the red lines cor-

respond to the theoretical values of the function. The
gray value range consists of the 95% CI, considering
99 simulations. The analyzes were performed using the
software R v. 3.6.2.

RESULTS

Characteristic of the studied population - During the
study period, 520 individuals participated in the study,
299 (57.5%) were positive for Plasmodium in the thick
blood smear. The characteristics of the study population
are presented in Table I. The majority of the individuals
were male (74.6%), the mean age was 36 years and the
nationality was predominantly Brazilians with permanent
residence in Boa Vista, Roraima State. However, their
main occupation was gold mining or mining activities
in Venezuela and Guyana. Overall, 468 individuals de-

TABLE1

Characteristics of the study population according to malaria diagnosis in Boa Vista, Roraima State during 2016 to 2018

Malaria diagnosis

Odds ratios

Variables Positive 299 Negative 221 Total 520 (95% CI) p-value
Gender n (%)

Male 225 (75.2) 163 (73.7) 388 (74.6) 1.08 (0.73-1.61) 0.7

Female 74 (24.8) 58 (26.3) 132 (25.4) 1 -
Age n (%)

<28 92 (30.8) 41 (18.5) 133 (25.6) 1 -

28 - 35 83 (27.7) 60 (27.1) 143 (27.5) 0.62 (0.38-1.01) 0.06

36-44 70 (23.4) 53 (24.0) 123 (23.6) 0.59 (0.35-0.98) 0.04

>44 54 (18.1) 67 (30.4) 121 (23.3) 0.36 (0.21-0.6) <0.01
Nationality n (%)

Brazilian 282 (94.3) 215 (97.3) 497 (95.6) 1 -

Venezuelan 15 (5.0) 6(2.7) 21 4.0) 1.9 (0.72-4.98) 0.19

Guyanese 2(0.7) 0(0) 204 - -
Occupation n (%)

Gold mining 186 (62.2) 150 (67.9) 336 (64.6) 1 -

Other occupation 113 (37.8) 71 (32.1) 184 (35.4) 1.28 (0.89-1.85) 0.18
Residence n (%)

Boa Vista 293 (98.0) 218 (98.7) 511 (98.2) - -

Other municipalities/state 6(2.0) 3(1.3) 9(1.8) 1.49 (0.37-6.02) 0.58
Past ML n (%)

>i5 222 (74.2) 165 (74.7) 387 (74.4) 1 -

>5 40 (13.4) 41 (18.6) 81 (15.6) 0.8 (0.5-1.29) 0.37

Never had 37(12.9) 15(6.7) 52 (10.0) 1.72 (0.87-3.39) 0.12

ME last 3 years median (IQR) 0(0.1) 1(0.1) 1(0.1) 1.1 (0.88-1.38) 0.41

Days since last ME median (IQR) 60 (30.180) 60 (30.180) 60 (30.180) 1(1.1) 0.76
Symptoms n(%)

Yes 286 (95.6) 215 (97.2) 501 (96.3) 1.36 (0.43-4.28) 0.6

No 1344 6(2.8) 193.7) 1 -

m + sd: mean + standard deviation; ME: malaria episodes. Odds ratios analysis were used to quantify the strength of the association
between variables. P value < 0.05 were significative. IQR: interquartile range.
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clared a history of malaria episodes (90%); the majority
reported more than five episodes (74.4%) and 10% did not
recall past infection in their lifetime. Ninety-six percent of
the asymptomatic individuals (n = 19), 68.4% had a posi-
tive diagnosis for malaria while 31.6% were negative. No
difference was observed in the nationality, place of resi-
dence, occupation, and number of malaria episodes in the
last three years between positive and negative individuals.
However, proportion of malaria positives individuals de-
creases in the age groups 36-44 (OR = 0.59, 95% CT 0.35
-0.98; p=0.04) and > 44 (OR =0.36, 95% C1 0.21 - 0.6: p
<0.01), as compared to groups of younger ages.

Breeding sites - Boa Vista is located in an arca with
large rivers, streams and lakes, characteristics that favors
the existence of breeding sites, in addition to the climate
favorable to the presence of the main malaria vectors.
The breeding sites were lakes, streams and natural per-
manent rivers, partially shaded and sunny with the pres-
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ence of marginal vegetation, mainly in the dark and still
waters. All 23 breeding sites mapped mostly murky and
standing waters. All 23 were larval habitats for Anoph-
eles spp larvae. An. darlingi and An. albitarsis were the
species found in all investigated breeding sites, however,
other species were as also found, An. Nuneztovaris.l., An.
Mattogrossensis, An. Triannulatus and An. Evansae.

Autochthonous and imported malaria cases - Of the
299 individuals positive for malaria infection during the
studied period, 294 (98.3%) were imported and only five
(1.7%) were autochthonous from the municipality of Boa
Vista. Among these 172 were infected with P. vivax, 109
with P. falciparum, and 13 with mixed (. falciparum +
P. vivax). P. vivax was the most prevalent Plasmodium
species found in 100% of the autochthonous cases and
57.5% of the imported cases. The observed P. falci-
parum and mixed (P. falciparum + P. vivax) infections
were imported, Table II.

TABLE II
Characteristics of imported and autochthonous malaria infection diagnosed in Boa Vista, Roraima State during 2016 to 2018

Variables Autochthonous Imported Total
Malaria infection n (%) 5:A7) 294 (98.3) 299 (57.5)
Age n(%)
<28 3 (60) 89 (30.3) 92 (30.8)
>44 0(0) 54 (18.4) 54 (18.1)
28-35 1 (20) 82 (27.9) 83 (27.8)
36-44 1(20) 69 (23.5) 70 (23.4)
Gender, Male n (%) 4 (80) 221 (75.2) 225 (75.3)
Plasmodium species n (%)
P. falciparum 0(0) 109 (37.1) 109 (36.5)
P. vivax 5(100) 172 (58.5) 177 (59.2)
P. falciparum + P. vivax 0(0) 13(4.4) 13 @4.3)
Nationality n (%)
Brazilian 5(100) 278 (94.6) 283 (94.6)
Guyanese 0 (0) 1(0.3) 1(0.3)
Venezuelan 0 (0) 15(5.1) 15 (5)
Place of infection n (%)
Boa Vista 5(100) 0(0) 5(1.7)
Guyana 0(0) 95 (32.3) 95 (31.8)
Other countries 0(0) 3 3
Other municipalities/states 0(0) 23 (7.8) 23.(7.D)
Venezuela 0(0) 173 (58.8) 173 (57.9)
Parasitemia median (IQR)
P. falciparum - 503 (280,900) 503 (280,900)
P. vivax 800 (463,1200) 462 (287.2,900.8) 468 (298,903)
P. falciparum + P. vivax - 534 (410,761) 534 (410,761)
Days since first symptoms median (IQR) 6 (6,13) 4(3,6) 4 (3,6)

m + sd: means + standard deviation; days since first symptoms: time interval between firstsymptoms and diagnosis and treatment.

IQR: interquartile range.
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Brazilian were the majority of the cases (94.6%) fol-
lowed by Venezuelan (5.1%) and Guyanese (0.3%). A
large number of the imported cases were acquired in
Venezuela (58.8%) and Guyana (32.3%). The cases from
French Guyana and Suriname corresponded to 1%) and
7.7% came from other municipalities of Roraima or other
states in Brazil. Individuals with P. falciparum had, on
average, a greater parasitemia than individuals affected
by P. vivax and mixed infections. On average patients in-
fected with P. falciparum and/or mixed infections sought
diagnosis after about five days of onset of symptoms.

Spatial distribution of infecting malaria species and
vectors - The available addresses of 271 imported and
five autochthonous cases were used to plot the spatial
distribution of the cases by species, Fig. 2. Only two out
of five autochthonous P. vivax cases reported their resi-
dence; the other three reported the place of infection as
the neighborhood where they work. All individuals re-
ported not leaving the municipality in the last 1 month.

A radius of 1 km was established from the identi-
fied breeding sites as the mosquito’s flight coverage area
(green region of the map)."*'” An area at risk of malaria
transmission was delimited on the map (pink region of
the map) considering the location of autochthonous and
imported cases and their spatial relations with the breed-
ing sites. In Fig. 2, the majority plotted points were of
P. vivax malaria (151 imported and five autochthonous),
P. falciparum malaria corresponds to 88 georeferenced
points, while 32 points on the map represent mixed ma-
laria. The map includes the 23 georeferenced breeding
sites in the city. We observed that the majority of cases
were concentrated in the west of the city. Several breed-
ing sites were also observed in the cast side of the city
(green area in Fig. 2).

Spatial distribution of gametocytes carriers and
breeding sites - The residence of individuals positive

for gametocyte forms of P. falciparum and P. vivax and
their relationship with breeding sites was plotted, Fig. 3.
We observed that gametocyte positive individuals were
found within the radius of action of the Anopheles es-
tablished at 1 km (green area) from the larval collec-
tion points in the streams and rivers positive for both
An. darlingi and An. albitarsis. The highest concentra-
tion of these individuals was in the south and west of the
municipality. The latter has the largest number of neigh-
borhoods, 33, and it is the most populous with 152,062
inhabitants. Most of these neighborhoods are in the
city outskirts and are within the breeding places range
(pink color on the map of Fig. 3). Noteworthy, 73% of
the gametocyte’s carriers sought treatment 48 h after the
symptoms had started and these individuals were living
in areas at risk of malaria transmission (pink color on the
map) in several districts of Boa Vista, including the most
populous zone of the municipality.

Risk of local malaria transmission - According to the
test results [Kolmogorov-Smirnov = 0.2376 (p-value <
0.001 in 95% CT)], there are specific locations that tend
to have a higher frequency of malaria cases. It is (o say
that the circulation of individuals with malaria along the
west zone of the municipality of Boa Vista increases the
risk of malaria transmission.

Results in Fig. 4 (G function) show that the observed
values, that is, the distance between the cases of malaria
and individuals carrying gametocytes from breeding sites
(black line), are outside and above the confidence interval
given by the gray area. Therefore, the circulation of indi-
viduals with the disecase close to breeding sites is a risk
factor for local malaria transmission. Analysis in a wider
area, Fig. 4 (function F), the observed values, that is, the
risk rate (black line), are outside and below the confidence
interval given by the gray area. Thus, by the behavior of
the function graph, the presence of individuals with ma-
laria in this part of the municipality poses risk of local

744000

@ P. fulciparum imported *
@ P. vivax imported
<) Mixed imported
© P. vivax autochthonous *
€ Risk area
g £y Mosquito range
/\ Breeding sites
B Polyclinic Cosme ¢ Silva
@ Other health units for malaria diagnosis

744000

Fig. 2: distribution of malaria cases by species, origin and breeding sites positive for Anopheles spp immature forms in urban environment of

Boa Vista.
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Fig. 3: distribution of gametocytes and vectors in the urban environment of Boa vista. F+FG: individuals with thick blood smear positive for
Plasmodium falciparum blood stages including P. falciparum gametocytes; VFG: individuals with positive thick blood smear for P. vivax

blood stages including P. vivax gametocytes.

malaria transmission. Indeed, in Fig. 4. The reduced sec-
ond order measures (K and L functions), endorse risk of
local malaria transmission indicated in function G and K.
Therefore, the spatial distribution and proximity of ma-
laria cases, individuals carrying gametocytes and malaria
vector breeding sites favors local malaria transmission.

DISCUSSION

Roraima State has suffered an increase in the number
of malaria cases. Its capital, Boa Vista, is the municipality
with the highest number of imported cases in the State.®)
Imported malaria is considered a critical impediment to
elimination in many countries including Brazil. Indeed,
this study shows that most of the cases reported in the
Health Unit in the urban area of Boa Vista, during the
time of this study, were imported from Venezuela (58.8%)
and Guyana (32.3%) with only few autochthonous cases
(1.7%), as previously observed.” Autochthonous infec-
tions were all P. vivax while imported infections were
attributed mainly to P. vivax and to a lesser extent to P.
Jalciparum. Despite its relatively low number, falciparum/
vivax mixed infections were detected in the study’s site.
Moreover, the vast majority of these imported cases
(90.4%) were Brazilians coming from gold mining sites
(90.4%) in Venezuela and Guyana rather than migrants
from these countries. Overall, gold miners are at higher
risk of contracting malaria making them a “hot pop™ or
subpopulation at higher risk of Plasmodium infection.’®

Brazilian miners spend part of their time between
the gold mines abroad and Boa Vista, where they live
(98.3%) and sell the products of this labor, generating
high mobility between endemic areas in Venezuela and
Guyana to Boa Vista. Indeed, the massive flow of min-
ers in this health unit reflects the high risk of malaria in
the mining sites.”'” Consistent with these observations,
imported malaria in recent years has increased exponen-

tially as gold mining activitics increase in 2018 and gold
was the second most exported product in the state.2%:2)
There are currently 1,097 illegal mining points located
in Venezuela, Guyana and Brazil (Yanomami indig-
enous lands) producing high mobility of job seckers.*?
Although these mining regions are generally unhealthy
and dangerous, it provides an economic incentive that
motivates the return of these individuals in search of sur-
vival, while still at risk of malaria. Overall, the situation
observed in Roraima is consistent with reports emerging
from other endemic areas in the Americas.®*¥

Results from our study indicate that there are several
positive breeding sites for An. darlingi and An. albitarsis
in Boa Vista. Also, we found asymptomatic individuals
(4.3%) and the “time to start treatment of patients after the
date of first symptoms™ was over 48 h for 60% of patients.
These factors could increase the risk of local transmission
after malaria has been introduced. This situation requires
increasing surveillance as evidenced by an increase of
1.300% in autochthonous cases in Boa Vista in 2018.

Importantly, the Boa Vista health services attract mi-
grants from other municipalities and border cities seek-
ing malaria treatment and the location of the city favors
the movement of people and goods. These characteristics
create a continuous flow between the mining areas and
Boa Vista. The relationship between people’s mobility
and imported malaria has been pointed out in several
studies as a concern for malaria control and elimination.
In this case, mobility is linked to gold miners.

The risk of local malaria transmission observed by
the spatial point pattern analysis, even if it is limited to an
arca of Boa Vista, deserves attention from health surveil-
lance agencies, as it is a populous area where most neigh-
borhoods are concentrated, in addition to housing farms
and water collection. It is possible that this risk may ex-
tend to other areas of the city given the similarity of the
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interval, considering 99 simulations.

characteristics observed in the urban and peri-urban pe-
rimeter of the municipality. Therefore, the expansion of
this study to other areas of the city is important in order
to assess this risk for the city of Boa Vista as a whole.

In Boa Vista, during the study period, the main ma-
laria control measures were passive case detection and
treatment and other measures follow a specific demand
focused on the occurrence of autochthonous cases. Ac-
tive case detection of infected individual’s, insecticide
spraying of households and health education are limited
to the probable place of infection of confirmed autoch-
thonous case and neighborhood. Occasionally, identifi-
cation of breeding sites and Anopheles larvae collection
are performed. Therefore, implementation of control
measures to reduce the risk of autochthonous trans-
mission such as continuous surveillance of active case
detection, monitoring Anopheles breeding sites associ-
ated with insecticide spraying of households and health
education targeting the hot pop, especially gold miners
should be strongly considered in Boa Vista.52%

It is worth noting that we did not observe any autoch-
thonous P. falciparum infections, although our number
was low (n = 5). However, data from the Ministry of

Health, SIVEP-Malaria have indicated 14 P. falciparum
imported cases in Boa Vista in the last three years.”
Imported P. falciparum cases present an unusual distri-
bution in other studies, affecting about two out of five
individuals examined, a cause for concern as there is a
risk of introducing and spreading P. falciparum resis-
tant strains from neighboring countries in Brazil "9
In a macro-policy scenario, advocated by the Ministry
of Health, through the elimination plan, Brazil aims to
eliminate falciparum malaria by 2022.%9

There is no bilateral cooperation between Brazil and
Venezuela such as that between Andean countries (Ven-
ezuela, Peru, Colombia, and Ecuador) for malaria con-
tainment.*® However, since Brazilians miners are the
ones introducing malaria, this may reveal weaknesses in
border control measures, and poses a challenge for ma-
laria control and, particularly, for P. falciparum elimi-
nation goals. Given the relatively good communication
between Bolivar State and Roraima, and the gold min-
ing activities in Bolivar State, the Brazilian-Venezuclan
border could be regarded as a malaria corridor where
the disease will likely remain resilient to uncoordinated
control efforts across international borders.?”
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The data reported in this research are important,
however limited, as they represent only a certain arca of
the city of Boa Vista. In this study, participation of Bra-
zilians with malaria was significantly higher than Ven-
ezuelans, with the majority of imported malaria coming
from the mining region. As this study was limited to just
one health unit, it is possible that other health centers
provided assistance to Venczuelans with malaria.

Despite this limitation, it is important to note that in
regions with low malaria transmission, the distribution
of autochthonous cases has become more and more ir-
regular and heterogeneous, capable of modifying local
epidemiology, as observed by the increase of autochtho-
nous cases in Boa Vista (1.300%).

In conclusion - Imported malaria in an urban area
of Boa Vista is driven by Brazilians working on gold
mines traveling across international borders. It seems
that the origin of imported malaria in the west region of
Boa Vista is related to mining and not to the migratory
movement. Regardless of the motivation, malaria repre-
sents the universe of individuals at social risk. Despite
the low number of autochthonous cases, the influx of
imported infected travelers into areas with suitable vec-
tors breeding sites, there is a potential risk for an increase
in autochthonous malaria in the studied area, including
the risk of introducing P. falciparum malaria. Therefore,
early detection of malaria cases is necessary to limit their
potential negative impact in achieving the goals of elimi-
nation plan proposed by the Brazilian Ministry of Health.
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Molecular Surveillance for Polymorphisms Associated with Artemisinin-Based Combination
Therapy Resistance in Plasmodium falciparum Isolates Collected in the State of Roraima, Brazil
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Abstract.

Given that the C580Y polymorphism in the Plasmodium falciparum propeller domain of the kelch 13 gene

(pfk13) was documented in Guyana, monitoring for mutations associated with antimalarial resistance was undertaken in
neighboring Roraima state in Brazil. Polymorphisms in the pfmdr1 and pfk13 genes were investigated in 275 P. falciparum
samples. No pfk13 mutations were observed. Triple mutants 184F, 1042D, and 1246Y were observed in 100% of the
samples successfully sequenced for the pfmdr1 gene, with 20.1% of these having an additional mutation at codon 1034C.
Among them, 2.5% of samples harbored two copies of the pfmdr71 gene. We found no evidence of the spread of C580Y
parasites to Roraima state, Brazil. As previously observed, the 184F, 1042D, and 1246Y mutations in the pfmdr1 gene
appear to be fixed in this region. Continued molecular surveillance is essential to detect any potential migration or local

emergence of artemisinin-resistant mutation.

The introduction of artemisinin-based combination thera-
pies (ACTs) for the treatment of malaria began in the 2000s in
Cambodia and extended to South American countries and
Africainthe early 2000. The first report of artemisinin resistance,
resulting in delayed parasite clearance posttreatment, was re-
ported in 2008 in Cambodia." Since then, artemisininresistance
has been detected in several countries in the Greater Mekong
Subregion (GMS).2° Mutations in the Plasmodium falciparum
kelch 13 propeller domain (pfk13) have been identified as mo-
lecular markers of artemisinin resistance.® Currently, nine single
nucleotide polymorphisms in the pfk13 gene are validated as
molecular markers for artemisinin resistance: F446l, N458Y,
M476l, Y493H, R539T, 1543T, P553L, R561H, and C580Y.”

Historically, resistance to antimalarial drugs, including
chloroquine and sulfadoxine—pyrimethamine, has evolved
independently in South America and South East Asia and then
spread globally (reviewed in ref. 8). Interestingly, a focus of
independent emergence of pfk13 C580Y mutation was re-
ported in Guyana based on samples collected in 2010.° A
molecular monitoring study using samples collected from
2017 in different parts of Guyana confirmed the presence of
this mutation (Musset et al., in press). Genome analysis of
these samples confirmed evolution of C580Y allele in a single
genetic background in parasites belonging to the Guyana
region (L. Musset, personal communication). The presence of
this mutation in Guyana has not been linked to phenotypic
association with drug failure; however, a study from Suriname,
bordering Guyana and Brazil, reported > 10% of patients with
delayed parasite clearance in a therapeutic efficacy study
(TES), although this TES found no pfk73 mutations.'® Never-
theless, these findings highlight the importance of continued
monitoring for antimalarial drug resistance using TES and
molecular monitoring in this region.

In2018, Roraima reported 23,369 cases of malaria which was
a 62% increase compared with 2017. Data from the Brazilian
Secretariat of Health Surveillance revealed that 50% of patients
seen in the State of Roraima were from Venezuela and Guyana.

* Address correspondence to Naomi W. Lucchi, Malaria Branch and
Division of Parasitic Diseases and Malaria, Centers for Disease
Control and Prevention, 1600 Clifton Rd. NE, Atlanta, GA 30329.
E-mail: nlucchi@cdc.gov
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Given the high rates of migration of people from Venezuela and
Guyana to Brazil, there is a concern that pfk13 mutations from
Guyana could spread to Brazil. Therefore, we conducted a
molecular monitoring study to assess the prevalence of known
molecular markers of ACT resistance in Roraima state.

This study was part of alarger study aimed at understanding
the epidemiology and characterization of autochthonous
and imported malaria in Roraima state and approved by the
Federal University of Roraima Ethical Committee (CAAE:
44055315.0.0000.5302) and the CDC. The study was carried
out in three municipalities in Roraima state: Boa Vista, Pacar-
aima, and Rorainapolis, Figure 1.

Allindividuals seeking a malaria diagnosis in the health posts
within the study sites were eligible to participate in the study.
Informed consent was obtained from all enrolled participants
from whom venous blood samples were obtained. The blood
was used to prepare Giemsa-stained microscopic slides for
malaria diagnosis and dried blood spots (Whatman 903 Protein
Saver Cards) for molecular studies. All patients who were
positive by microscopy for malaria parasites were treated with
artemether-lumefantrine, according to the Brazilian national
therapeutic guidelines for malaria. The DNA was isolated using
a QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA) following the
manufacturer's recommendations. Samples were tested for
species identification using photo-induced electron transfer
PCR (PET-PCR) assay as previously described,'’ and all
P. falciparum samples were analyzed for polymorphisms in the
pfk13° propeller domain and the pfmdr1 gene using the Sanger
sequencing method as previously described.'?'® The purified
PCR products were sequenced using the BigDye Terminator kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA), version 3.1, and an Ap-
plied Biosystems 3130XL capillary sequencer (Foster City, CA).
Sequence analysis was performed using Geneious 7.1.7 soft-
ware (Biomatters, Auckland, New Zealand). Pfmdr1 Copy
number variation (CNV) was determined using TagMan real-
time PCR (Stratagene MX3005P; Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) as previously described.®

A total of 751 specimens were collected between March
2016 and November 2017: In all, 354 (47.1%) were obtained
from Pacaraima, 340 (45.3%) from Boa Vista, and 57 (7.6%)
from Rorainapolis. Of these, 275 (36.6%) were P. falciparum
positive (age range, 16-89 years), 96 (34.9%) from Boa vista,
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Ficure 1. Study sites used for samples collection.

178 (64.7 %) from Pacaraima, and 1 (0.4 %) from Rorainapolis.
We did not observe any mutations (associated with artemisi-
nin resistance or otherwise) in the pfk13 gene in the 239
(86.9%) successfully sequenced isolates, Table 1. A total of
224 samples were successfully sequenced for pfmdr1 gene;
all the 224 samples had mutations at codons 184F, 1042D,
and 1246Y. Of these, 45 (20.1%) also had mutation at codon
1034. No mutations were observed at pfmdricodon 86. Of the
240 samples successfully investigated for pfmdr? CNV, 6
(2.5%), all from Pacaraima, were shown to have two copies,
Table 1.

Differences in the proportions of quadruple and triple
pfmdr1 mutants in Boa Vista and Pacaraima were analyzed
using chi-squared test for proportions. We observed a sig-
nificantly higher proportion of quadruple pfmdr1 mutants in
Pacaraima than Boa vista, X? (1, N=223)=28.1709, P < 0.05,
Figure 2.

Results from our study show no evidence that pfk13 poly-
morphisms, associated with resistance to artemisinin, have
spread to Roraima state of Brazil. Our findings corroborate
recent studies conducted in this region of Brazil, which

revealed no pfk13 polymorphisms in the parasites investi-
gated." Ina recent study, none of the tested samples collected
in the Brazilian Amazon basin before ACT introduction
(1984-2006) and after ACT introduction (2006-2011) and be-
tween 2010 and 2017 were found to harbor any pfk13 poly-
morphisms.'* A search for pfk13 polymorphisms outside the
GMS that included testing of 14,037 parasite samples col-
lected in 59 malaria endemic countries, including Brazil,
revealed no evidence for the existence of these polymorphisms
in countries outside the GMS.'® Recent TES carried out in the
Amazon basin in northemn Brazil, the region that accounts for
99.8% of cases in the country, demonstrated adequate treat-
ment outcomes using artemether—lumefantrine’® and artesunate-
mefloquine.” Neither studies identified any pfk13 polymorphisms
associated with artemisinin resistance, thus supporting the
continued use of these ACTs for treatment of malaria in Brazil.

Monitoring all relevant partner drug resistance markers is
equally important. In Brazil, artemether—lumefantrine is the
first-line antimalarial treatment, commonly used in the
Amazon region, and artesunate-mefloquine is used in
the other regions. As previously observed, every successfully

TaBLE 1
Observed polymorphisms in selected genes of P. falciparum

Gene/codons assayed

Number tested successfully

Mutations observed

pfk13

Codons: F4461, N458Y, M476H, Y493H,
R539T, 1543T, P553L, R561H, and
C580Y

pfmdr1

Codons: 86, 184, 1034, 1042, and 1246

pfmdr1
Copy number variation

239 (86.9%) No mutations

224 (81.5%) 86Y (0; 0.0%)
184F (224; 100%)
1034C (45; 20.1%)
1042D (224; 100.0%)
1246Y (224; 100.0%)

240 (87.3%) With two copies (6; 2.5%)
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Ficure 2. Distribution of Pfmdr1 triple and quadruple mutations in
the study sites.

sequenced parasite harbored the 184F, 1042D, and 1246Y
mutations in the pfmdr1 gene, suggesting fixation of these
resistance alleles. Some isolates had the additional 1034C
polymorphism (20.1%). The presence of mutant pfmadr? alleles,
especially the mutant 184F, that have been associated with tol-
erance to lumefantrine,'® suggests the vulnerability of partner
drugs to resistance pressure in this region. The increase in the
copy number of the pfmdr1 gene is associated with mefloquine
resistance. Several studies conducted in the Americas reported
an absence or limited pfmdr1 gene duplication in P. falciparum—
isolated studies (reviewed in ref. 19). In keeping with these
findings, we observed only six isolates (2.5%) with two copies
of this gene. This contrasts with results obtained in South East
Asiain which majority of P. falciparum isolates harbor more than
one copy of the pfmdr1 gene.

Overall, we found no evidence of pfk13 C580Y, which
supports the continued use of ACTs in this area. However,
continued monitoring for potential emergence of resistance
parasites is essential.
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Abstract

Background: Microscopic detection of malaria parasites is the standard method for clinical diagnosis of malaria
in Brazil. However, malaria epidemiological surveillance studies specifically aimed at the detection of low-density
infection and asymptomatic cases will require more sensitive and field-usable tools. The diagnostic accuracy of the
colorimetric malachite green, loop-mediated, isothermal amplification (MG-LAMP) assay was evaluated in remote
health posts in Roraima state, Brazil.

Methods: Study participants were prospectively enrolled from health posts (healthcare-seeking patients) and from
nearby villages (healthy participants) in three different study sites. The MG-LAMP assay and microscopy were per-
formed in the health posts. Two independent readers scored the MG-LAMP tests as positive (blue/green) or negative
(clear). Sensitivity and specificity of local microscopy and MG-LAMP were calculated using results of PET-PCR as a
reference.

Results: A total of 91 participants were enrolled. There was 100% agreement between the two MG-LAMP read-

ers (Kappa=1). The overall sensitivity and specificity of MG-LAMP were 90.0% (95% confidence interval (Cl)
76.34-97.21%) and 94% (95% Cl 83.76-98.77%), respectively. The sensitivity and specificity of local microscopy were
83% (95% Cl 67.22-92.66%) and 100% (95% Cl 93.02—-100.00%), respectively. PET-PCR detected six mixed infections
(infection with both Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax); two of these were also detected by MG-LAMP and
one by microscopy. Microscopy did not detect any Plasmodium infection in the 26 healthy participants; MG-LAMP
detected Plasmodium in five of these and PET-PCR assay detected infection in three. Overall, performing the MG-
LAMP in this setting did not present any particular challenges.

Conclusion: MG-LAMP is a sensitive and specific assay that may be useful for the detection of malaria parasites in
remote healthcare settings. These findings suggest that it is possible to implement simple molecular tests in facilities
with limited resources.
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Background

Malaria is a devastating disease that remains a major
global health burden. The illness arises from infection
with parasites of the genus Plasmodium. Cases of the
most significant morbidity and mortality in humans are
caused by the most prevalent species, Plasmodium vivax
and Plasmodium falciparum. Plasmodium ovale and
Plasmodium malariae also cause human malaria, but
the infections are typically associated with milder symp-
toms. In 2017, an estimated 219 million cases of malaria
occurred worldwide [1]. Most malaria cases in 2017 were
reported in sub-Saharan Africa (200 million, 92%). The
WHO Region of the Americas recorded a rise, largely due
to increases in malaria transmission in Brazil, Nicaragua,
and Venezuela [1]. In Brazil, the vast majority of malaria
cases are concentrated in the Brazilian Amazon Region.
The State of Roraima in Brazil is located in the Amazon
region in the far north on the border with Venezuela
and Guyana. In 2017, Roraima reported 11,966 cases of
malaria, which was a 44% increase compared to 2016
(8307) [2]. Based on data from the Brazilian Secretariat of
Health Surveillance, 50% of patients seen in the State of
Roraima were residents of Venezuela and Guyana. There
is frequent movement of the population and vectors in
the border region, and access to preventive healthcare in
Venezuela and Guyana is limited. Control of malaria in
Roraima is endangered and the border area is vulnerable
to malaria outbreaks and epidemics.

One of the challenges for malaria surveillance and
control programmes is the timely identification of low-
density infections not detected by the routine diagnos-
tic tests: microscopy and standard rapid diagnostic tests
(RDTs). Currently, the primary method used in Brazil
for the diagnosis of malaria is microscopy of a Giemsa-
stained thick or thin blood smear, but there are limita-
tions of microscopy, including inability to detect very low
density (sub-microscopic) parasitaemia, occasional mis-
diagnosis of mixed-species infection, and the fact that it
is time consuming [3-7]. A majority of sub-microscopic
infections are asymptomatic. Individuals who are asymp-
tomatic do not seek treatment resulting in a popula-
tion of individuals with persistent infections, capable of
transmitting malaria in the population, (reviewed in [8]).
It is important to identify and treat persons with these
low-level parasitaemia during malaria epidemiological
surveys. Furthermore, the elimination of malaria will
require active case detection in low transmission areas
as well as the ability to detect sub-microscopic infec-
tions [9]. There is a need to develop and validate sensitive
diagnostic tools. Molecular-based diagnostic tools pro-
vide more sensitive and specific methods for detecting
Plasmodium infections than microscopy and RDTs. For
a ‘significant improvement’ over expert microscopy, it is
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recommended that molecular tests be at least 1 log more
sensitive than microscopy; preferably have a detection
limit of 2 parasites/pL or fewer [10]. The use of molec-
ular-based diagnostic tools in research and in epidemio-
logical surveys has expanded in recent years. However,
their use is limited to laboratories with more sophisti-
cated facilities, due to the requirement for specialized
equipment and technical expertise. Simpler molecular
tests, such as the loop-mediated isothermal amplification
(LAMP) assays, promise to facilitate the use of molecular
tests even in facilities with limited resources [11-15].

As recently reviewed [16], several malaria LAMP-based
assays have been described to date. Many of these have
excellent diagnostic performance, e.g., detecting as few
as 1 parasite/pL (illumigene LAMP), or 1-5 parasites/pL
(EIKEN LAMP), however, they are not without limita-
tions, which include the requirement for additional equip-
ment for read-out, the limited number of samples tested
per run, and the fact that some are capable of detecting
malaria parasites at genus level only. Recently, the develop-
ment of a malaria malachite green loop-mediated isother-
mal amplification (MG-LAMP) as a LAMP method for
diagnosing Plasmodium infection was reported [17]. Three
factors make the MG-LAMP assay appealing: (1) perfor-
mance of the MG-LAMP assay requires only a small port-
able heat block and mini-centrifuge; (2) it is a colorimetric
assay that does not require any special read-out equip-
ment; and, (3) the heat block used has a 38-sample capac-
ity allowing for the testing of many samples at once, with
the potential for use in large-scale studies. To date, only
two other high through-put (HTP) colorimetric malaria
LAMP assays have been described [18, 19].

In this study, the performance of the MG-LAMP assay
was tested in health posts of three municipalities of
Roraima, Brazil using freshly isolated patient samples.
The MG-LAMP diagnosis was compared to results pro-
vided by local microscopists at the sites of study. The sen-
sitivity and specificity of MG-LAMP performed in these
remote health posts, with limited laboratory infrastruc-
ture, were compared to that of a real-time PCR (PET-
PCR) [20] assay.

Methods

Collection of clinical samples

This prospective study was carried out between July and
August 2017 in malaria heath posts in three municipalities
of Roraima, Brazil (Boa Vista, Pacaraima, Rorainopolis).
All patients attending the health posts for malaria screen-
ing and treatment were eligible to be enrolled in the study.
In addition, healthy controls were enrolled from houses
near the health posts. Blood samples were obtained from
all enrolled patients by venipuncture. Enrolled patients
were tested for malaria by a trained local microscopist
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using 10% Giemsa-stained thick blood smear, and the
diagnosis and parasitaemia level were recorded for each
patient. Additionally, all consenting patients filled out a
clinical questionnaire that addressed whether the patient
had symptoms, their age, gender, residence, and whether
they had prior Plasmodium infections.

LAMP logistics

Blood sample collection and processing, microscopy,
DNA extraction, and MG-LAMP assays were all per-
formed in the malaria health posts in Roraima by a USA-
based graduate student with training in molecular biology
but with no field experience. Two laboratory technicians
with no previous experience with LAMP were trained to
read the MG-LAMP results. To simplify the MG-LAMP
procedure, a three-component ready-to-use kit was used:
component I contained all the necessary reaction compo-
nents for the assay (LAMP buffer: 40 mM Tris—HCL pH
8.8, 20 mM KCl, 16 mM MgSO,, 20 mM (NH,)SO,, 0.2%
Tween-20, 0.8 M Betaine, and 2.8 mM of dNTPs and the
primers (stored in a 4 °C refrigerator); component II con-
tained the Bst polymerase (stored at — 20 °C), and compo-
nent III contained 0.2% malachite green dye. To perform
the assay, 13.8 uL of Component I was mixed with 0.8 pL
of the Bst polymerase and 0.4 pL of the malachite green
dye for a final concentration of malachite green of 0.008%.
Five uL. of DNA template was added and the tubes were
placed in the preheated heat block.

DNA extraction

The DNA extraction was performed in small rooms within
the health posts. DNA was extracted from 200 pL of whole
blood using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen Inc,
Chatsworth, CA, USA). The manufacturer’s provided DNA
extraction protocol was slightly modified in that all of the
spins were performed at 2000 g using a mini-centrifuge
(Myfuge™) that was easily transported in the field setting.

LAMP method

All samples were screened for Plasmodium using the
genus assay as described previously [17] in a final reac-
tion volume of 20 pL. Samples were incubated for 1 h at
63 °C in a mini heat block (GeneMate, Bioexpress, Utah,
USA) to amplify the DNA. Following the 1-h incubation,
samples were removed from the heat block and allowed
to cool for 15 min, the results were then scored by two
independent readers as being positive (light blue/green)
or negative (clear/colourless). Positive and negative con-
trols were included during each run using P. falciparum
3D7 DNA or nuclease-free water, respectively. Plas-
modium falciparum and P. vivax species-specific MG-
LAMP assays were carried out on all samples that were
positive by the genus assay. These assays were performed
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using the 3-component ready-to-use in-house Kkits pre-
pared using previously published P falciparum and P
vivax primers [21, 22]. Each reaction contained 5 pL of
isolated DNA in a final reaction volume of 20 pL. Positive
controls included a P. falciparum-positive sample and a P
vivax-positive sample. Nuclease-free water was included
as a negative control.

PET-PCR method

DNA samples were shipped to the malaria branch labo-
ratory at the CDC using cold packs. Plasmodium genus-
specific PET-PCR was performed in duplicate as described
previously except that 5 uL. of DNA was used instead of 2
pL [20]. The reactions contained 2x TagMan Environ-
mental Master Mix 2.0 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), 250 nM of Genus forward Primer and FAM-
Genus reverse primer, and 5 pL of isolated DNA for a final
volume of 20 pL. The PET-PCR reaction was run using an
Agilent Mx3005pro thermocycler (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) using the following cycling param-
eters: 15 min initial hot-start at 95 °C followed by 45 cycles
of denaturing at 95 °C for 20 s, annealing at 63 °C for 40 s,
and an extension of 30 s at 72 °C. A positive and negative
control, 3D7 and nuclease-free water, respectively, were
included in each run. Samples were designated as posi-
tive if they had a threshold cycle (Ct) value below 40.0 and
negative if they had no Ct value or Ct values above 40.0.
Species-specific PET-PCR was performed in duplicate on
all samples that were positive by the genus specific PET-
PCR, using species-specific primers. P. falciparum and P
ovale PET-PCR primers have been used and verified pre-
viously [20, 23]. P malariae and P. vivax PET-PCR prim-
ers can be found in Table 1. Two duplex reactions were
set up to detect P, ovale together with P, falciparum and P
malariae together with P vivax. The duplexed reactions
were 20 pL containing 2x TagMan Environmental Mas-
ter Mix 2.0 (Applied Biosystems), 250 nM of FAM-P. ovale
forward primer, 250 nM P. ovale reverse primer, 250 nM
of P. falciparum forward primer, 125 nM of HEX-P, falci-
parum reverse primer, 250 nM P. malariae forward primer,
250 nM FAM-P. malariae, 125 nM P, vivax forward primer,
125 nM HEX-P. vivax reverse primer and 5 pL of isolated
DNA. Reactions were run using the same cycling condi-
tions as the Genus PET-PCR. Positive controls consisting
of samples with known Plasmodium species and nuclease-
free water as a negative control were included in each run.

Statistical analyses

The percentage specificity and sensitivity were calcu-
lated as follows: Sensitivity =true positives/(true posi-
tives + false negatives) x 100. Specificity = true negatives/
(true negatives+false positives) x 100. In addition, 95%
Confidence Intervals (95% CI) for both sensitivity and
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Table 1 PET-PCR primers utilized in the evaluation

Primer Sequence

5/-ACT GAC ACT GAT GAT TTA GAA CCC
ATTT-3/

5-agg cgc ata gcg cct ggT GGA GAG ATC
TTT CCATCCTAA ACCT-3/

5'-AAGGCAGTAACACCAGCAGTA-3’

5’-agg cgc ata gcg cct ggTCCCATGAAGTT
ATATTCCCGCTC-3!

P.vivax Forward
HEX-P. vivax Reverse

P. malariae Forward
FAM-P. malariae Reverse

HEX-labelled: based on the plasmepsin gene; FAM-labelled: based on
dihydrofolate reductase-thymidylate synthase (DHFR-TS) gene

* 65 with symptoms for
malaria

* 26 healthy participants

91 enrolled

participants

CURCHELREIEUEIEIERIEN « Microscopy and MG-LAMP
performed in Roraima health
posts

* PET-PCR performed in a
reference lab at the CDC

- Microscopy

-MG-LAMP
-PET-PCR

Fig. 1 Summary of enrolled patients and sample processing

specificity were calculated. The agreement between the
human readers and diagnostic tests was assessed by cal-
culating the Kappa coefficients. 95% Cls were calculated
using MEDCALC® and GraphPad.

Results

Patient enrolment

A total of 91 participants were enrolled during the
2 months of the study: 65 patients presenting with
malaria symptoms (axillary temperature>37.5 °C) at
the health posts and 26 healthy participants from nearby
villages (Fig. 1). None of the 26 healthy participants
exhibited any symptoms of malaria. Of the 91 enrolled
participants, 86 (94.5%) reported having had previ-
ous malaria infections while 4 (4.4%) had no previous
malaria, and 1 (1.1%) did not provide this information.

Agreement between human readers for the MG-LAMP
assay

Overall, performing the MG-LAMP in this setting did
not present any particular challenges. Two independent
human readers scored the MG-LAMP tests as positive
or negative. There was 100% agreement between the two
readers (Kappa=1).

Overall results of microscopy, MG-LAMP, and PET-PCR

Of the 91 samples, 33 (36%) were malaria positive by
microscopy, 39 (43%) were positive by MG-LAMP, and
40 (44%) were positive by PET-PCR (Fig. 2). All samples
were negative for P. malariae and P. ovale.
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0 4

Microscopy PET-PCR

Genus Positive

MG-LAMP

0 3 0 1
24
1 0 2 1 1 1

Microscopy PET-PCR PET-PCR

Microscopy

P. falciparum Positive P. vivax Positive

Fig.2 Summary of positive results by microscopy, MG-LAMP and
PET-PCR

Specificity and sensitivity of MG-LAMP and microscopy
compared to PET-PCR

The sensitivity and specificity of the MG-LAMP assays
and microscopy were calculated using PET-PCR as a ref-
erence test (Table 2).

Agreement of MG-LAMP with PET-PCR

The data show that Plasmodium genus assay for
MG-LAMP and PET-PCR agreed 92.3% of the time
(Kappa=0.84, 95% CI 0.732-0.955). When comparing P.

falciparum and P. vivax MG-LAMP and PET-PCR assays,

there was 97.8% (Kappa=0.89, 95% CI 0.735-1.000) and
96.7% (Kappa=0.92, 95% CI 0.839-1.000) agreement
between the two tests, respectively.

Detection of mixed infections

Microscopy detected one mixed P falciparum and P.
vivax infection, which was detected to be a P falcipa-
rum only infection by both the MG-LAMP and PET-PCR
assays. There were six mixed infections detected by PET-
PCR; two of these were also identified by MG-LAMP
but none was identified by microscopy. In the four cases
where the MG-LAMP did not detect the mixed infec-
tions identified by the PET-PCR, the Ct values were high,
suggesting low parasite density infections (Table 3).

Detection of parasitaemia in asymptomatic patients

Of the 26 enrolled healthy participants, five were positive
for Plasmodium by MG-LAMP and three were positive
for Plasmodium by PET-PCR assay. None of these was
positive by microscopy (Table 4). Four of the five cases
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that were positive by MG-LAMP were positive only at
genus level and the infecting species could not be deter-
mined (Table 4). Two of these samples were positive by
both MG-LAMP and PET-PCR, one only at genus level.

Discordant results

Seven samples were found to have discordant results
among the three tests (Table 5). Four of these sam-
ples were negative by microscopy and MG-LAMP but
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positive by PET-PCR. Three of these samples were posi-
tive by PET-PCR genus test and negative by species tests,
while one was positive by PET-PCR P. vivax (Table 5).
In these four cases, the Ct values by PET-PCR were all
above 35.0. Three samples yielded a positive MG-LAMP
genus test but were negative for the MG-LAMP P, fal-
ciparum and P. vivax tests and by both microscopy and
PET-PCR (Table 5).

Table 2 Sensitivity and specificity of MG-LAMP and microscopy using PET-PCR as a reference

Method

Genus? Microscopy
(n = 91)
MG-LAMP
(n :9])

Microscopy
(n :91)
MG-LAMP
(n = 39)
Microscopy
(n = 9])
MG-LAMP
(n=39)

P. falciparum

P vivax

Sensitivity

83% (95% Cl 67.22-92.66%)
90% (95% Cl 76.34-97.21%)
% (95% Cl 93.02-100.00%)
82% (95% Cl 48.22-97.72%)
83% (95% Cl 65.28-94.36%)

90% (95% Cl 73.47-97.89%)

Specificity

100% (95% Cl 93.02-100.00%)
94% (95% Cl 83.76-98.77%)
99% (95% Cl 93.23-99.97%)
100% (95% Cl 95.49-100.00%)
98% (95% Cl 91.20-99.96%)

100% (95% Cl 94.13-100.00%)

? Samples which were negative for genus were considered to be negative for species in the sensitivity and specificity calculations

Table 3 Detection of mixed infections by PET-PCR, MG-LAMP and microscopy

Sample Microscopy diagnosis MG-LAMP diagnosis PET-PCR diagnosis PET-PCRCT value PET-PCRCT
for P. falciparum value for
P.vivax

PC121 P vivax Mixed Mixed 2268 28.50

PC123 P. falciparum Mixed Mixed 26.56 3990

BvV237 P.vivax P.vivax Mixed 35.10 29.12

BvV217 P.vivax P.vivax Mixed 36.24 3223

BV239 P vivax P. falciparum Mixed 3137 3538

BV241 P. falciparum P. falciparum Mixed 2943 3992

BV240 Mixed? P. falciparum P. falciparum 3782 No Ct

@ Only one P. vivax parasite was seen by microscopy for this sample

Table 4 Results of MG-LAMP and PET-PCR in asymptomatic patients

Sample Microscopy MG-LAMP diagnosis PET-PCR genus (Ct value) PET-PCR P. vivax (Ct value) PET-PCRP.

diagnosis falciparum (Ct

value)

RR0O9 Negative Genus only Negative (40.70) Negative (No Ct) Negative (No Ct)

RR10 Negative Genus only Negative (41.76) Negative (No Ct) Negative (No Ct)

RR372 Negative P.vivax Positive (32.74) Positive (35.96) Negative (No Ct)

RR41° Negative Genus only Positive (38.76) Negative (41.99) Negative (No Ct)

RR42 Negative Genus only Negative (40.74) Negative (41.69) Negative (No Ct)

RR53 Negative Negative Positive (34.99) Positive (39.09) Negative (No Ct)

@ Samples shown to be positive by both MG-LAMP and PET-PCR
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Discussion
The findings presented in this study demonstrate the
accuracy of the MG-LAMP as a malaria diagnostic test
in remote health posts in a malaria-endemic country.
Importantly, these data demonstrate that the MG-LAMP
is sensitive at identifying infections not detectable by
microscopy. Additionally, the results establish that this
assay, like the PET-PCR assay used as a reference test in
this study, is capable of detecting mixed infections that
microscopy missed. However, the MG-LAMP assay
missed four positive samples and four mixed infections
detected by PET-PCR. These missed infections were all
shown to be of much lower parasite densities (based on
the high Ct values (between 35 and 39) in the PET-PCR
assay. Extrapolation using previously obtained PET-
PCR data shows that a Ct value of 35.0 corresponds to
about 16 parasites/pL [20], therefore, the missed sam-
ples likely had parasite densities of about 16 parasites/
uL (3 samples) and below (5 samples). While a detection
limit of 16 parasites/pL is much better than that for rou-
tine microscopy, it is below the detection limits of many
PCR-based assays and some previously published LAMP-
based assays, which claim detection limits below 16 para-
sites/pL. Previously, the malaria MG-LAMP assay was
shown to have a limit of detection of 1-8 parasites/pL
[17] using quantified standard curves, however, this limit
of detection did not hold when the assay was performed
in a field setting. More sensitive MG-LAMP primers or
a change in assay conditions may be required to achieve
the same level of diagnostic accuracy as the PET-PCR
assay in field settings. In addition, there were three cases
where MG-LAMP yielded a positive genus result, while
microscopy and PET-PCR were negative. It is likely that
these are false positives by the MG-LAMP assay, how-
ever, one cannot rule out that these are indeed true posi-
tives missed by PET-PCR, a phenomenon that has been
observed before in evaluation studies using low-density
infection samples [11, 12].

While PCR-based assays, such as PET-PCR, have supe-
rior sensitivity for diagnosing low-density infections, they

Table 5 Summary of discordant results
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are far more complicated procedurally compared to the
MG-LAMP, as they require costly equipment and sup-
plies. The MG-LAMP assay evaluated in this study can
be performed using a small portable heat block and mini-
centrifuge and does not require any special read-out
equipment since it is a colorimetric assay. It is an appeal-
ing test for use in resource-limited facilities. In addition,
it has a 38-sample capacity allowing for HTP testing and
therefore has the potential for use in large-scale studies.
Further investment in refining simple molecular tests
to increase sensitivity would allow them to be used in
resource-limited settings for the detection of low-density
infections.

A limitation of the current format of the MG-LAMP is
the fact that the LAMP buffers and polymerase require
cold chain, which is not ideal in more resource-limited
settings. Currently, there are two available malaria LAMP
assays that do not require a cold chain: the EIKEN LAMP
and illumigene LAMP, but each of these have limitations,
reviewed in [16]. For example, the illumigene LAMP
assay is a genus-specific test only and is only capable of
testing 10 samples per run. Elimination of the need for
a cold chain will be required if the MG-LAMP assay is
to be used in settings without a laboratory. However, in
facilities similar to the health posts used in this study, the
current format of MG-LAMP assay can be performed.
The use of DNA extracted using commercially available
blood kits should be avoided as this adds extra steps and
cost to the test; the use of boil-and-spin DNA isolation
should be further explored in future field studies.

Although healthy participants were enrolled in an
effort to estimate the ability of the MG-LAMP to detect
asymptomatic parasitaemia, the number of healthy par-
ticipants was too low to draw firm conclusions.

Conclusion

Overall, MG-LAMP evaluated in this study provided a
portable, sensitive and specific assay for the detection of
malaria parasites in a remote health clinic in Brazil when

Sample Microscopy MG-LAMP genus PET-PCR genus (Ct value) PET-PCR P. vivax (Ct value) PET-PCRP.
diagnosis diagnosis falciparum (Ct
value)

RR53 Negative Negative Positive (34.99) Positive (39.09) Negative (No Ct)
BV235 Negative Negative Positive (35.78) Negative (No Ct) Negative (No Ct)
RRO1 Negative Negative Positive (37.96) Negative (No Ct) Negative (No Ct)
BV236 Negative Negative Positive (39.34) Negative (No Ct) Negative (No Ct)
RR0O9 Negative Positive Negative (40.70) Negative (No Ct) Negative (No Ct)
RR10 Negative Positive Negative (41.76) Negative (No Ct) Negative (No Ct)
RR42 Negative Positive Negative (40.74) Negative (41.69) Negative (No Ct)
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compared to microscopy. However, the current format of
the assay was not sensitive enough to be recommended
for detection of low-density infections and improvements
will be required to enhance its sensitivity and if possible,
to make it a more field usable tool that does not require a
cold-chain.
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