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RESUMO

A transmissdo zoonotica € um grande desafio para o controle e eliminacdo da malaria. A malaria
zoondtica ja foi registrada na Mata Atlantica, na regido extra-amazonica do Brasil, porém
poucos estudos avaliaram a resposta imune dos primatas neotropicais (PN). Portanto, para
entender melhor a resposta imune em diferentes hospedeiros e apoiar a identificacdo de
potenciais reservatorios, o presente estudo teve como objetivo caracterizar a resposta imune
contra a maléaria em primatas neotropicais na Mata Atlantica brasileira. Amostras de 154 PN de
trés distintas areas da Mata Atlantica foram utilizadas. Para caracterizar a resposta imune
humoral dos animais, anticorpos IgM e IgG contra peptideos da regido repetitiva da
circumsporozoite  protein  (CSP) de Plasmodium vivax (PvCSP), Plasmodium
brasilianum/Plasmodium malariae (Pb/PmCSP), e Plasmodium falciparum (PfCSP) foram
detectados por ELISA. Anticorpos contra os antigenos de P. vivax Apical membrane antigen 1
(PVAMA-1), Erythrocyte binding protein 2 (PvEBP-2), o dominio Il da Duffy binding protein
(PvDBPII) e Merozoite surface protein 119 (PvMSP119) também foram avaliados. Anticorpos
IgM contra MSP119 de P. malariae (PmMSP119) e de P. falciparum (PfMSP119) também foram
detectados. Covaridveis, como sexo, idade, vida livre/cativeiro, PCR+ (infecgdo ativa) / PCR-,
potencialmente associadas a resposta imune foram analisadas. Em relacdo a prevaléncia de
anticorpos, 59% dos animais apresentam IgM e 85% IgG contra pelo menos um peptideo de
CSP. As soroprevaléncias contra pelo menos um antigeno eritrocitario de P. vivax foram 87%
para IgM e 76% IgG. Niveis mais elevados de anticorpos IgM e 1gG foram observados contra
PVAMA-1 e PVEBP-2, respectivamente, em compara¢ao com 0s outros antigenos. Covariaveis
como idade, vida livre e infeccdo ativa foram significativamente associados com a
soropositividade e niveis de anticorpos contra peptideos de CSP e antigenos eritrociticos. Todas
as familias de primatas neotropicais apresentaram anticorpos IgM e 1gG contra peptideos CSP,
sendo a resposta de IgM mais evidente contra antigenos eritrociticos. Entretanto, nem todas as
familias apresentaram IgG contra antigenos eritrocitarios. Interessantemente, 0s animais que
apresentaram IgM contra PvCSP e PVAMA-1 apresentam 5 vezes mais chances de serem
PCR+, em comparacdo com aqueles animais que ndo respondem a essas proteinas. De forma
inédita, esses achados demonstram uma alta prevaléncia de anticorpos naturalmente adquiridos
contra repeticdes de CSP em todas as areas estudadas, sugerindo uma intensa exposicéo a
picadas de mosquitos infectados de todas as familias de PN. No entanto, principalmente

macacos da familia Atelidae apresentaram anticorpos contra antigenos eritrociticos de P. vivax,



sugerindo infecgdo sanguinea, o que pode sugerir que atuem como reservatérios potenciais de
malaria na Mata Atlantica. Alta soropositividade e niveis de anticorpos IgM contra antigenos
sanguineos foram observados com associacdo significativa com infeccédo ativa. Estes podem
ser preditores de potenciais reservatorios de Plasmodium entre primatas neotropicais na Mata

Atlantica brasileira.

Palavras-Chave: Malaria, Primatas Neotropicais, Mata Atlantica, resposta imune, IgM, IgG,

antigenos pre-eritrociticos, antigenos eritrociticos.



ABSTRACT

Zoonotic transmission is a major challenge for malaria control and elimination. Zoonotic
malaria has already been recorded in the Atlantic Forest, in the extra-Amazonian region of
Brazil, but few studies have evaluated the immune response of neotropical primates (NP).
Therefore, to better understand the immune response in different hosts and support the
identification of potential reservoirs, the present study aimed to characterize the immune
response against malaria in neotropical primates in the Brazilian Atlantic Forest. Samples of
154 NP from three different areas of the Atlantic Forest were used. To characterize the humoral
immune response of the animals, IgM and 1gG antibodies against peptides from the repetitive
region of the circumsporozoite protein (CSP) of Plasmodium vivax (PvCSP), Plasmodium
brasilianum/Plasmodium malariae (Pb/PmCSP), and Plasmodium falciparum (PfCSP) were
detected by ELISA. Antibodies against Apical membrane antigen 1 (PvAMA-1), Erythrocyte
binding protein 2 (PvEBP-2), domain Il of Duffy binding protein (PvDBPII) and Merozoite
surface protein 119 (PvMSP119) were also evaluated. Additionally, IgM antibodies against P.
malariae MSP119 (PmMMSP119) and P. falciparum (PfMSP119) were also detected. Covariates
potentially associated with the immune response, such as sex, age, free-living/captive, PCR+
(active infection)/ PCR-, were analyzed. Regarding the prevalence of antibodies, 59% of the
animals had IgM and 85% IgG against at least one CSP peptide. Seroprevalences against at
least one P. vivax erythrocyte antigen were 87% for IgM and 76% for 1gG. Higher levels of
IgM and 1gG antibodies were observed against PVAMA-1 and PVEBP-2, respectively,
compared to other antigens. Covariates such as age, free-living and active infection were
significantly associated with seropositivity and antibody levels against CSP peptides and
erythrocytic antigens. All NP families showed IgM and IgG antibodies against CSP peptides,
with the most prominent IgM response against erythrocytic antigens. However, not all families
had 1gG against erythrocyte antigens. Interestingly, animals that presented IgM against PvCSP
and PvAMA-1 were almost 5 times more likely to have an active infection, compared to animals
that did not respond to these proteins. Unprecedentedly, these findings demonstrate a high
prevalence of naturally acquired antibodies against CSP repeats in all areas studied, suggesting
intense exposure to bites from infected mosquitoes from all NP families. However, mainly
monkeys of the Atelidae family showed antibodies against erythrocytic antigens of P. vivax,
suggesting blood infection, which may suggest that they act as potential reservoirs of malaria

in the Atlantic Forest. High seropositivity and levels of IgM antibodies against blood antigens



were observed with significant association with active infection. These may be predictors of

potential Plasmodium reservoirs among Neotropical primates in the Brazilian Atlantic Forest.

Keywords: Malaria, Neotropical Primates, Atlantic Forest, immune response, IgM, IgG, pre-
erythrocytic antigens, erythrocytic antigens.
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1. INTRODUCAO

1.1 Maléria no Mundo e no Brasil

A maléria é um importante problema de satde publica. A doenga é causada pelo protozoario
intracelular pertencente ao filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae e género Plasmodium,
sendo transmitida a seus hospedeiros vertebrados através da picada de mosquitos do género
Anopheles. A doenca € endémica em 84 paises das regides tropicais e subtropicais do planeta
(Figura 1). De acordo com a Gltima estimativa da Organizacdo Mundial da Saude, 247 milhdes
de casos de malaria humana e 619.00 mortes foram registradas em 2021 (World Malaria Report,
2022). Sendo reportado um aumento de 2 milhdes de casos, comparado a 2020. Esse aumento
na incidéncia esta associado a interrupc¢do de servicos essenciais ao combate a malaria durante
a pandemia de COVID-19 (World Malaria Report, 2022).

Atualmente cinco espécies de Plasmodium frequentemente causam maléria em
humanos: Plasmodium vivax (Grassi & Felitti, 1890), Plasmodium falciparum (Welch, 1897),
Plasmodium malariae (Laveran, 1881), Plasmodium ovale (Stephens, 1992) e Plasmodium
knowlesi (Sinton & Mulligan, 1932), sendo esta Gltima recentemente descrita em uma
transmissdo zoon6tica generalizada no sudeste da Asia (Cox-Singh & Singh, 2008; White et
al., 2008; Cox-Singh, 2012). Plasmodium falciparum ¢ a espécie mais letal, enquanto P. vivax

é a espéecie mais prevalente fora do continente Africano (Lover et al., 2018; WHO, 2022).
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Figura 1- Mapa da incidéncia de casos de malaria (casos por 1000 habitantes) por pais, 2020.

A
15
B

Legenda: A) Em diferentes tons de vermelho estdo representados os nimeros de casos de infecgdes por P.
falciparum a cada 1000 habitantes. B) Em diferentes tons de verde estdo representados os nimeros de casos de
infeccBes por P. vivax a cada 1000 habitantes. Fonte: Adaptado de The Malaria Atlas Project, 2023. Disponivel
em: https://malariaatlas.org.

Na Ameérica, cerca de 142 milhGes de pessoas em 18 paises estdo sob risco de infecgdo
maldrica, onde quase 76% das infec¢bes sdo causadas por Plasmodium vivax. Trés paises —
Brasil (27%), Colémbia (17%) e Venezuela (Republica Bolivariana da Venezuela) (34%) —
respondem por 75% de todos os casos estimados (Figura 2) (World Malaria Report, 2022). No
ano de 2021 foram registrados 597.000 casos de malaria e 334 mortes nas Américas (World
Malaria Report, 2022).
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Figura 2- Casos confirmados de Malaria por 1000 habitantes nas regifes das Américas em 2021
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Legenda: Em diferentes tons de vermelho estdo representados a distribui¢do de casos confirmados de
maléria por 1000 habitantes nas regifes das Américas. Fonte: World Malaria Report, 2022.

No Brasil a doenca é endémica na regido da Amazonia legal, composta pelos estados
do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondénia, Roraima e Tocantins
(SVS/MS 2022). No ano de 2021 foram registrados 157.457 casos, as espécies mais prevalentes
foram P. vivax (83%), P. falciparum (17%) e P. malariae (< 1%) (SVS/MS, 2022 a) (Figura
3). A regido Amazonica tem mais de 99% dos casos da maléria do pais e a regido extra-
amazOnica, composta por 17 estados e o Distrito Federal, € responsavel por menos que 1% do
total de casos notificados no pais (SVS/MS, 2022 b). Sendo registrados casos importados da
regido Amazonica ou paises da América Latina e continente Africano e Asiatico, casos
introduzidos e autoctones (Costa et al., 2010; Brasil et al., 2013; de Pina-Costa et al., 2014;
SVS/MS, 2022 b).

Entre os anos de 2012 e 2017 foram registrados 3.797 casos na regido extra-amazonica
(Braz et al., 2020). Apesar do nimero pequeno de casos, a doenga ndo pode ser negligenciada
nesta regido, pois o atraso no diagnostico e no tratamento pode levar ao agravamento da doenga
e até ao obito do paciente. No ano de 2019, a letalidade da doenca na regido extra-amazonica
foi de aproximadamente 2,04%, enquanto na regido amazonica foi de aproximadamente 0,02%.
Demonstrando que a doenca € 123 vezes mais letal em &reas ndo endémicas (SVS/MS, 2020).
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Figura 3- Mapa de risco de malaria por municipio de infeccdo no Brasil em 2021

IPA 2021*
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Baixo risco - IPA <10 casos/1.000 hab,;
Médio risco - IPA <50 casos/1.000 hab.;
Alto risco — IPA 250 casos/1.000 hab.
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Fonte: Sivep-Malaria e Sinan/SVS/MS. Excluidas [aminas de verificagao de cura. Dados do Sivep-Malaria atualizados em: 14/3/2022. Dados do Sinan atualizados em: 10/3/2022.
*Dados de 2021 sdo preliminares, sujeitos a alteragoes.

Legenda: O risco é estimado a partir da Incidéncia Parasitaria Anual (IPA), nimero de diagndsticos positivos para
malaria por 1000 habitantes, em uma determinada area, no periodo de um ano. Baseado no IPA, o risco € dividido
entre baixo (IPA < 10 casos/mil habitantes), médio (IPA entre 10 ¢ 49 casos/mil habitantes) e alto (IPA > 50
casos/mil habitantes). Fonte: SVS/MS, 2022a

No ano de 2022, o Ministério da Saude emitiu um boletim com um compilado dos casos de
maléria na regido extra-amazonica brasileira entre os anos de 2010 e 2021, demonstrando que
foram realizadas 37.749 notificacdes nesse periodo, sendo 22,0% (8.317) dos casos positivos,
66,0% (24.899) dos casos negativos, 9,6% (3.618) foram notificadas como laminas de
verificacdo de cura (LVCs) e 2,4% (915) foram notificagcdes nulas (SVS/MS, 2022 b).

1.2 Ciclo bioldgico do Plasmodio

Os plasmodios possuem um ciclo bioldgico complexo, necessitando da participagdo de um
hospedeiro vertebrado e outro invertebrado. A fase de reprodugdo sexuada do parasito ocorre
no hospedeiro invertebrado, enquanto a fase assexuada ocorre no hospedeiro vertebrado (Figura
4).

O ciclo se inicia quando a fémea do mosquito do género Anopheles inocula os esporozoitos,
forma infectantes do parasito, na derme do hospedeiro durante o repasto sanguineo (Amino et
al., 2006). No Brasil, o principal vetor da maléaria é o mosquito Anopheles darlingi, cujos
criadouros preferenciais séo cole¢des de dgua limpa, quente, sombreada e de baixo fluxo, muito
frequentes na Amazonia (Oliveira-Ferreira et al., 2010; SVS/MS, 2020). Os esporozoitos

migram pelo tecido subcutaneo, podendo alcancar o sistema linfatico, acredita-se que essa rota
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possa ser importante para estimular o sistema imune (Amino et al., 2006). Os parasitos que
escapam do sistema imune, atingem a circulag¢do sanguinea e migram para o figado.

No figado, o parasito tem a capacidade de se deslocar através dos hepatocitos e,
posteriormente, se instalar e se desenvolver em uma das células hepaticas (Mota et al., 2011).
Durante o ciclo hepatico, P. vivax e P. ovale, podem desenvolver formas dormentes,
denominadas hipnozoitos, que sdo responsaveis pelas recaidas que ocorrem meses ou anos apos
a infeccdo inicial (Coatney, 1976; Krotoski, 1985; 1989; White et al., 2011).

Nos hepatdcitos, o0s esporozoitos se diferenciam e multiplicam assexuadamente
(esquizogonia) dando origem aos merozoitos, que sao liberados na corrente sanguinea por meio
de vesiculas denominadas merossomos, repletos de merozoitos (Sturm et al., 2006). Ao cair na
circulacdo sanguinea, 0s merozoitos penetram nos eritrocitos, dando inicio a fase eritrocitica do
ciclo, responsavel pela sintomatologia clinica da doenca.

O processo de invasdo dos eritrocitos pelos merozoitos é dependente de inUmeras interacoes
especificas entre proteinas de superficie do parasito e receptores na superficie dos eritrocitos
(Petter & Duffy, 2015). As interacBGes para a invasdo variam de acordo com a espécie de
Plasmodium, para P. falciparum foram descritas varias moléculas principais envolvidas nesse
processo (Satchweell, 2016), mas, até 0 momento, uma Unica via de invasdo foi descrita para
P. vivax (Adams et al., 1990), envolvendo antigeno do grupo sanguineo Duffy receptor para
quimiocinas - Duffy antigen/chemokine for receptor, DARC - e a proteina de micronema do
parasito, Duffy binding protein (DBP) (Miller et al., 1976; Adams et al., 1992). Recentemente,
a proteina de ligacdo aos eritrocitos 2 - Erythrocyte binding protein 2 (EBP-2) de P. vivax foi
sugerida como um novo ligante para uma potencial via alternativa de invaséo de reticuldcitos
Duffy positivos (Hester et al., 2013; Ntumngia et al., 2016).

Uma vez nos eritrocitos os merozoitos se diferenciam em trofozoitos imaturos, maduros
e por fim esquizontes. Os esquizontes geram merozoitos que, por sua vez, penetram em outros
eritrocitos, reiniciando o ciclo eritrocitico (Crompton et al., 2014). Esse processo de lise dos
eritrocitos ocasionam o quadro de inflamagdo dando origem ao aparecimento dos sintomas
clinicos da malaria, como febre, calafrios, dor de cabeca, nauseas e fraqueza.

Recentemente um novo achado sobre a biologia de Plasmodium vem ganhando destaque,
a demonstracdo que a medula 6ssea pode atuar como nicho hematopoiético para Plasmodium
(Obaldia et al., 2018). Atuando como um reservatério do parasito e local de desenvolvimento
e proliferacdo de gametdcitos (Joice et al., 2014; Mayor et al., 2015; Mallert et al., 2015;
Obaldia et al., 2018). Além disso, alguns autores sugerem a medula 6ssea como um nicho onde

pode ocorrer a invasao do P. vivax antes de reentrar na circulacdo, uma vez que 0S merozoitos
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infectam preferencialmente reticuldcitos jovens (CD71%), restritos a medula (Mallert et al.,
2015; Obaldia et al., 2018; Silva-Filho et al., 2020).

Apds algumas geracdes de merozoitos sanguineos, alguns deles se diferenciam nas formas
sexuais do parasito, os macrogametdcitos (feminino) e os microgametdcitos (masculinos)
(Coatney et al., 1971). Vale destacar que P. vivax continuamente produz gametdcitos no inicio
do ciclo eritrocito, sendo esse um dos motivos da sua alta transmissao (Muller et al., 2009).
Estas formas sexuais sdo ingeridas pelo mosquito do género Anopheles durante o repasto
sanguineo dando inicio a fase sexuada do ciclo, que ocorre no interior do hospedeiro
invertebrado (Sinden, 1983).

No trato digestivo do mosquito, os gametdcitos se diferenciam em gametas masculinos e
femininos, e ddo origem ao zigoto (Vlachou et al., 2006). Quando o zigoto se desloca em
movimentos ameboides, ele é denominado oocineto e, por um mecanismo trans-celular, atinge
a camada de células epiteliais do intestino médio onde se aloja entre o epitélio e a membrana
basal e passa entdo a ser denominado oocisto (Zieler & Dvorak, 2000; Baton & Ranford-
Cartwright, 2004; Vlachou et al., 2004). A maquinaria de replicacdo de DNA e de sintese de
proteinas esta ativada no oocisto permitindo a multiplicacdo assexuada dos parasitos, € a
producdo de milhares de esporozoitos. Os esporozoitos, por sua vez invadem a hemolinfa do
inseto e muitos conseguem invadir as glandulas salivares, podendo, num novo repasto
sanguineo, serem inoculados no hospedeiro vertebrado, completando assim o ciclo biol6gico
dos plasmaodios (Crompton et al., 2014; Meibalan & Marti, 2017).
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Figura 4 - Representacdo esquematica do ciclo biolégico do plasmédio no hospedeiro humano e no vetor
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Legenda: Uma vez que o0s esporozoitos infecciosos sdo inoculados na pele pelos mosquitos andfeles fémeas, eles
atingem a corrente sanguinea e entram nos hepatdcitos iniciando o estagio exoeritrocitico. Dentro do figado, o
Plasmodium sp. pode: i) se diferenciar em esquizontes teciduais, que ap6s milhares de replicagfes mitéticas em
hepatécitos individuais liberam merozoitos na corrente sanguinea, ou especificamente o P. vivax ii) se diferenciar
em um estagio dormente chamado hipnozoito que, ap0s ativagdo ap6s meses ou anos, sofrem recaidas e iniciam o
ciclo eritrocitico. Durante os estagios eritrociticos, 0s merozoitos do Plasmodium sp. invadem os reticulécitos e o
processo de desenvolvimento ciclico leva cerca de 48-72 h. Além disso, alguns parasitos podem se diferenciar em
gametdcitos maduros antes da doenga clinica e se desenvolve, tendo assim a vantagem de transmissdo continua ao
inseto vetor antes do aparecimento de sintomas clinicos e posterior tratamento. Os gametdcitos circulantes ao
serem absorvidos pela refei¢do sanguinea dos mosquitos anéfeles, iniciam o ciclo sexual, que inclui a liberagdo
dos gametas masculino e feminino, a fertilizacdo e a formacdo de um oocineto mdvel que atravessa o epitélio do
intestino médio. A diferenciacdo em uma nova forma replicativa, conhecida como oocisto, liberacdo de
esporozoitos, migragdo e invasdo das glandulas salivares encerra o ciclo de vida no vetor. Os esporozoitos estéo
prontos para serem inoculados no hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo do vetor e dar continuidade
ao ciclo. Fonte: Modificado, Muller et al., 2009.

1.3 Principais antigenos candidatos vacinais do Plasmodium

Diante da complexidade do ciclo bioldgico do Plasmodium, uma série de
proteinas/antigenos presentes em diferentes fases do ciclo de vida vem sendo utilizadas no

estudo da resposta imune na maléria (figura 5).
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Figura 5- Principais antigenos candidatos a vacina contra Plasmodium sp. baseados em diferentes estagios do

ciclo de vida.
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Legenda: S&o mostrados antigenos candidatos & vacina contra a malaria. Todos os antigénicos candidatos para
Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax sdo sobrepostos ao ciclo de vida do Plasmodio, para indicar a
categoria de vacina contra a malaria que esta a ser desenvolvida e a fase do ciclo de vida visada. Os antigenos
indicados a negrito sdo aqueles que estdo atualmente a ser avaliados em ensaios pré-clinicos ou que entraram pelo
menos em ensaios clinicos de Fase 1, de acordo com as tabelas arco-iris da vacina contra a malaria da OMS (WHO,
2013). Os estagios latentes do P. vivax conhecidos como “hiponozoitos” ndo sdo mostrados, mas ocorrem no
estagio hepatico. FONTE: Barry e Arnott et al., 2014.

1.3.1 Antigeno pré-eritrocitico: CSP

A proteina circunsporozoita ou CSP (Circumsporozoite protein) é a principal proteina
de superficie dos esporozoitos de Plasmodium sp., estando diretamente envolvida no processo
de invasdao dos hepatocitos pelos esporozoitos, através da ligacdo de proteoglicanos de heparina
sulfato encontrados na superficie do hepatdcito com a CSP do parasito (Sinnis, Sim, 1997;
Zaheri et al., 2006; Coppi et al., 2011). A proteina possui cerca de 58 kDa e estudos tém
mostrado que as sequéncias de CSP incluem uma regido central variavel de sequéncias de
aminoacidos repetidas e uma regiéo | e Il totalmente conservada (N e C-terminal) (Arnot et al.,
1985; Rosenberg et al., 1989).

Todas as espécies de Plasmodium contém na regido central sequéncias repeti¢Ges de
aminoéacidos especificas de cada espécie (Mueller et al., 2010), que tém como alvo receptores

do hospedeiro. Além disso, essas sequéncias induzem uma forte resposta imune humoral e
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celular, pois contém epitopos imunodominantes de células B que estdo entre os principais
candidatos a vacina da maléria (Migot et al., 1993; Capila e Linhardt, 2002; Singh et al., 2007).

Com base nas regides repetitivas centrais de repeticdo da CSP de P. vivax, foram
identificadas trés 3 variantes (VK210, VK247 e P. vivax-like) (ARNOT et al., 1958;
ROSENBERG et al., 1989; QARI et al., 1993). A variante VK210, foi a primeira caracterizada
e apresenta o nonapeptideo GDRA(A/D)GQPA, sendo considerada a forma classica (Arnot et
al., 1985). A variante VK247, foi isolada na Tailandia por Rosenberg e colaboradores (1989),
apresentando variagdes no nonapeptideo, ANGA(G/D)(N/D)QPG. Posteriormente, na Papua
Nova Guiné, foi descrita a existéncia de uma terceira variante denominada Plasmodium vivax-
like (P. vivax-like) (APGANQ(E/G)GGAA), cuja sequéncia da porgéo repetitiva da CSP possui
homologia com a de Plasmodium simiovale, um parasito da maléaria de PNH, originalmente
encontrado em Macaca sinica, no Sri Lanka (Qari et al., 1993). No Brasil a variante VK 210 é
a mais prevalente, seguido pela VK 247 e P. vivax-like (Storti-Melo et al., 2009; Santos et al.,
2019).

Goldman e colaboradores (1993) descreveram uma alta similaridade genética na regido
de repeticdo de CSP entre as variantes VK210 e VK247 de P. vivax e 0 CSP de P. simium.
Além de demonstrar que anticorpos monoclonais que reconhecem a variante VK210 de P. vivax
também reconhecem o0s esporozoitos de P. simium (Goldman et al., 1993). O mesmo teste foi
realizado utilizando anticorpos monoclonais que reconhecem a regido de repetigdo da variante
VK247, porém ndo foi observado reatividade com o esporozoito de P. simium, os autores
justificaram esse achado pelo baixo numero de sequéncias/sequencias/ populacdo de parasitos
analisadas no estudo.

Em P. falciparum essa regido central contém a repeticio NANP/NVDP e em P.
malariae a repeticdo NAAG/NDAG (Wang et al., 2020; Saralamba et al., 2018). Na literatura
ja se tem demonstrado que P. malariae e P. brasilianum compartilham sequéncias de repeticao
de CSP idénticas e ndo sendo possivel segregar as espécies (Guimaraes et al., 2012). Além
disso, ja foi demonstrado que 0s mesmos anticorpos monoclonais reconhecem a CSP dessas
duas espécies, demonstrando a similaridade imunogénica entre elas (Cochrane, Collins;
Nussenzweig, 1984; Cochrane et al., 1958; Fandeur et al., 2000).
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1.3.2 Antigenos eritrociticos: AMA-1, DBPII, EBP2 e MSP119

O Antigeno 1 da Membrana Apical (Apical Membrane Antigen-1 -, AMA-1) localizada no
micronema do parasito, participa na orientacdo e estabelecimento do contato entre a regido
apical do parasito e a célula hospedeira, culminando na formacao da juncdo maével (Mitchelli
et al., 2004). Ja foi demonstrado que AMA-1 € necessario para a invasdo de eritrocitos em
varias espécies de Plasmodium (Triglia et al., 2000; Kato et al., 2005). A proteina de 66 kDa
foi identificada pela primeira vez como proteina de P. knowlesi e seu (Thomas et al., 1984). O
gene foi entdo clonado e verificou-se ser bastante conservado em P. falciparum (Thomas et al.,
1984; Waters et al., 1990). A proteina AMA-1 é altamente imunogénica, protegendo contra a
infeccdo por Plasmodium chabaudi em camundongos (Crewther et al., 1996) e exibindo niveis
significativos de anticorpos em populaces humanas de areas endémicas (ThomasS et al., 1994;
Wickramarachchi et al., 2006; Bueno et al., 2008). A proteina AMA-1 é um candidato vacinal
especifico de vérios estagios do ciclo de vida do parasito, importante nos processos de invasdo
de células hospedeiras pelos esporozoitos (Kale et al., 2019; Gentil et al., 2010; Vicentin et al.,
2014) e merozoitos (Gentil et al., 2010; Vicentin et al., 2014; Fonseca et al., 2016). AMA-1 é
um ligante de apicomplexa altamente conservado que € sequestrado no micronema até que a
invasdo seja iniciada (Triglia et al., 2000). A proteina atua em conjunto com as proteinas do
complexo da proteina rhoptry neck protein (RON), principalmente RON2, para formar uma
juncéo estreita essencial para a invasao (Srinivasan et al., 2011).

A proteina de superficie do merozoito (Merozoite surface protein - MSP), faz parte de uma
familia constituida por dez proteinas MSP-1, MSP-3a, MSP-3p3, MSP-3y, MSP-4, MSP-5,
MSP-6, MSP-7, MSP-8 e MSP-9 (Espinosa et al., 2003). A proteina 1 de superficie da
merozoito (MSP-1) tem sido a mais intensamente estudada por ser a proteina principal que esta
presente na superficie dos merozoitos de todas as espécies de Plasmodium ja estudadas e
importante como um alvo potencial para protecdo imune (Pizarro et al.,, 2003). Esta
glicoproteina foi completamente sequenciada em varias espécies de Plasmodium e sua massa
molecular varia de 180 kDa a 230 kDa (Holder & Blackman, 1994). Recentemente foram
identificados os genes codificadores de MSP-1 em P. malariae e P. ovale (Birkemeyer et al.,
2010).

Embora a fungdo biologica da MSP-1 ainda n&o tenha sido definitivamente esclarecida,
acredita-se que ela participe do processo de invasdo dos eritrocitos, uma vez que seu dominio
C-terminal de 19 kDa fornece um sitio no qual o fragmento resultante do processamento
primario, MSP-142, e/ou 0 do processamento secundario, MSP-119, associam-se a proteina

MSP-9, formando um complexo que se liga a regides da banda 3 da proteina da membrana de
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eritrocito, um receptor importante na invaséo de P. falciparum (Goel et al., 2003; Kariuki et
al., 2005). A proteina MSP119 tem sido sugerida como altamente imunogénica em condicdes
naturais de exposi¢do humana (Soares et al., 1997; RICCIO Et al., 2013; Uplekar et al., 2017,
Kale et al., 2019)

A proteina de ligacdo ao antigeno Duffy (Duffy Binding Protein - DBP), esta presente no
micronema do parasito e é utilizada para invadir os reticuldcitos, através da interacdo com o
seu receptor nos eritrocitos, o antigeno de grupo sanguineo Duffy/receptor de quimiocinas
(DARC) (Miller et al., 1976; Wertheimer & Barneweel, 1989). Uma vez estabelecida a ligacéo
entre PvDBP e 0 DARC o processo de invasdo se torna irreversivel (Wertheimer & Barnwell,
1989). Esta proteina pertence a familia de proteinas homdlogas que se ligam aos eritrécitos
conhecida como DBL-EBP (Duffy binding like-erythrocyte binding protein) (de Sousa et al.,
2014). O ligante funcional da PvDBP encontra-se na regido Il (DBPII), que corresponde ao
dominio DBL (Duffy binding like) (Adams et al., 1992). Este dominio compreende 330
aminoacidos contendo 12 residuos de cisteina, onde foi mapeado o sitio de ligagdo da proteina
ao seu receptor nos eritrocitos do hospedeiro. Este dominio esta localizado em um segmento de
aproximadamente 170 aminoacidos entre as cisteinas 4 e 7, dentro da regido Il, constitui a
regido mais polimorfica da proteina (Adams et al., 1992; Ranjan e Chitnis, 1999; Vanbuskirk,
etal., 2004; Sousa et al., 2006; 2010; Sampath et al., 2013). A PvDBP é considerada o principal
antigeno candidato a compor uma vacina contra o P. vivax, sendo de fato, o Unico antigeno de
forma sanguinea em fase de triagem clinica (de Cassan et al., 2015; Tham et al., 2016). O
objetivo de uma vacina utilizando a DBPII é induzir anticorpos que sejam capazes de impedir
a interacdo entre merozoitos de P. vivax e o receptor DARC presente na superficie dos
reticuldcitos, e, consequentemente, bloquear a invasao (Than et al., 2016).

Diante disso, acreditava-se que individuos que ndo apresentavam o receptor na superficie
de seus reticulécitos (DARC negativo), eram altamente resistentes a infec¢do pelo P. vivax
(Mmiller et al., 1976). No entanto, estudos recentes tém demostrado individuos DARC
negativos, infectados pelo P. vivax. O que sugere que este parasito possa utilizar uma via
alternativa para invasdo dos eritrdcitos (Ryan et al., 2006; Cavasini et al., 2007; Menard et al.,
2010; Lo et al., 2015).

A PvDBP ¢ altamente polimorfica, estudos anteriores identificaram que o0s principais
residuos polimarficos ocorrem no dominio de ligacéo, presente na regido 11 da proteina. Estudos
sobre a variabilidade genética da PvDBP foram realizados ao longo do mundo, demonstrando
gue o padrdo de variabilidade na regido Il difere entre os isolados do parasito provenientes das
diferentes areas geogréaficas estudadas (Xainli et al., 2003; Cole-Tobian & King, 2003; Herrera
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et al., 2005; Sousa et al., 2006; 2010; 2011; Ceravolo et al., 2009; Babaeekhou, Zakeri, Djadid,
2009; Kano et al., 2012).

A proteina de ligacdo aos eritrocitos 2 (Erythrocyte Binding Protein 2 -, EBP2), foi
descrita por Hester e colaboradores (2013) através da reanotacdo do genoma do P. vivax. Esses
autores demonstraram que esta proteina é expressa durante o estigio sanguineo do ciclo
parasitario, o que sugere um possivel papel desta durante o processo de invasao dos reticulécitos
(Hester et al., 2013). Esta proteina possui uma afinidade por reticulocitos com alta expressao
de CD71 (CD71high), correspondente a reticulocitos muito jovens, presentes principalmente
na medula dssea (Ntumngia et al., 2016).

Apesar da falta de evidéncia direta, suas caracteristicas conservadas e dados epidemiol6gicos
sugerem que PVEBP2 pode desempenhar um papel na invasdo de reticulécitos independente de
DARC (Ntumngia et al., 2016; Roesch et al., 2018). A evidéncia de selecdo diversificadora
positiva dentro do dominio do ligante PvEBP2 semelhante ao de DBPII é uma indicacdo de
uma fungdo bioldgica importante, incluindo invasdo de reticuldcitos e / ou um alvo de
imunidade adquirida (Roesch et al., 2018). Além disso, o papel de PVvEBP2 como um ligante
de proteina é suportado por analises soroldgicas recentes (Franca et al., 2016; 2017; He et al.,
2019). PVEBP2 é um alvo da imunidade naturalmente adquirida apds exposi¢do natural ao P.
vivax e é sugerido ser um possivel marcador soroldgico para detectar infeccfes recentes por P.

vivax (Longley et al., 2020).

1.4 Resposta imune naturalmente adquirida contra malaria

A resposta imune na malaria é complexa e ocorre contra combinacBes antigénicas
distintas, formadas por antigenos polimarficos e variacdes antigénicas que cada estagio de vida
do parasito pode apresentar (Struik & Rilet, 2004). O hospedeiro utiliza diferentes mecanismos
efetores que envolvem a imunidade inata e adaptativa. Porém, os mecanismos imunologicos
que participam da protecdo clinica ndo estdo bem definidos, apesar de diferentes modelos
animais contribuirem, significativamente, para a compreensao de varios aspectos da resposta
imune na malaria (Good & Doolan, 1999).

A imunidade naturalmente adquirida pode ser definida como a capacidade do
hospedeiro responder de forma efetiva e rapida durante uma segunda e subsequentes exposi¢des
a um patogeno quando comparado a exposic¢do primaria ao mesmo agente (Koch, 1900). Essa

imunidade contra o agente causador da malaria é atingida ap0s sucessivas exposicdes e
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infecgBes ao longo do tempo, fendmeno muito observado em areas de alta incidéncia da doenca
(Koch, 1900; Langhorne et al., 2008).

Em éareas de transmissdo intensa da malaria individuos primoinfectados quase sempre
adoecem na primeira exposicdo, desenvolvendo uma doenca febril que pode se agravar e,
inclusive, ocasionar a morte. Entretanto, apds exposi¢do continua e ininterrupta, esses
individuos sofrem progressivamente, menos episodios de malaria, refletindo a aquisi¢do de uma
imunidade clinica protetora (Cohen et al., 1961; Mc Gregor, 1974; Baird et al., 1991). Essa
diferenca na sintomatologia da doenca é atribuida principalmente ao estabelecimento da
imunidade naturalmente adquirida sendo os anticorpos 0s principais componentes desse
mecanismo (Cohen, Mcgregot; Carrington, 1961).

No entanto, vale destacar que varios fatores influenciam na aquisicdo, amplitude e
magnitude dessa imunidade como, fatores genéticos e idade do hospedeiro; espécie e
variabilidade do parasito; exposicdo prévia a maléria, bem como o nivel de transmissdo sob o
qual os individuos estdo ou foram expostos (Fowkes; Boeuf; Beeson, 2016; Mueller et al.,
2013a; Nogaro et al., 2011). Anticorpos desempenham um importante papel na imunidade
adquirida na malaria, esse papel vem sendo estudado desde a década de 1960, no qual se
observou uma reducdo na parasitemia e sintomas clinicos em criangas e individuos infectados
que receberam imunoglobulinas passivamente ou purificada de individuos imunes,
respectivamente (Cohen, Mcgregot; Carrington, 1961; Mcgregor et al., 1963; Sabchareon et
al., 1991). Este fato pode ser explicado porque esses anticorpos podem atuar por meio de
diferentes mecanismos, incluindo morte direta do parasito, facilitacdo da fagocitose de
hemécias infectadas opsonizadas, citotoxicidade celular dependente de anticorpos e bloqueio
da invasdo de hepatdcitos ou reticuldcitos (Langhorne et al., 2008, Muller et al., 2015; Tham
et al., 2017; Draper et al., 2018). A literatura que aborda a resposta de anticorpos contra
antigenos de P. vivax é vasta e complexa, tendo varias revisdes e meta-analises ja publicadas
(Silveira et al., 2018; Folegatti et al., 2017; Cutts et al., 2014; Barry et al., 2014; Jong et al.,
2019; De et al., 2021).

Os anticorpos contra o plasmédio sdo direcionados contra antigenos altamente
polimorficos (Chan et al., 2012). A extensa diversidade genética do parasito pode funcionar
como uma forma de escape do sistema imune do hospedeiro (Scherf, Lopez-Rubio, Riviere,
2008; Takala, Plowe, 2009), dificultando o desenvolvimento de uma resposta imune eficiente.
Estudos sugerem que individuos expostos a infec¢bes por maltiplos clones do parasito tendem
a desenvolver protecdo clinica com um repertdrio de anticorpos capaz de combater diferentes

variantes do parasito (King et al., 2015; Murungi et al., 2013).
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As imunoglobulinas G (IgG) sé&o um importante componente da imunidade contra a
malaria, com fungéo definida pelo reconhecimento especifico de antigenos (Wardemann et al.,
2018). As subclasses de 1gG, 1gG1-1gG4 tém diferencas na regido Fc que afetam sua afinidade
para variantes dos receptores Fcy, influenciando sua fungao efetora, longevidade e capacidade
de cruzar a barreira transplacentéaria (Vidarsson et al., 2014; Valenzuela et al., 2018). A troca
de subclasse de 1gG e a maturacdo de afinidade (Gatto et al., 2010; De Franco et al., 2016) séo
componentes importantes que ditam a imunidade na malaria (Cohen et al., 1961; Cohen et al.,
1970; Tutterrow et al.,, 2012). As respostas dos anticorpos contra a maléria sdo
predominantemente citofilicas (IgG1 e 1gG3) e mostraram mediar os mecanismos efetores que
inibem o crescimento do parasita (White et al., 2014; Biryukov et al., 2016), promovem a
fagocitose por opsonizacdo (OSIER et al., 2014) e a fixacdo do complemento (Behet et al.,
2018; Boyle et al., 2015).

De modo geral, os trabalhos que avaliam a dindmica de anticorpos na maléria tém como
principal foco a IgG, uma vez que é a imunoglobulina sérica mais abundante e apresenta maior
persisténcia diante de uma resposta secundaria, estando intrinsecamente ligada a memdaria
imunoldgica (Coico, Sunshine, 2009). No entanto, a evidéncia de uma associacdo entre 0s
niveis de anticorpos e protecdo é muito mais limitada, ja que a sorologia convencional
normalmente falha em distinguir anticorpos protetores (bloqueadores) de ndo protetores. A
determinacdo da presenca de anticorpos bloqueadores requer a realizacdo de um ensaio
funcional de ligacdo com eritrocitos in vitro, utilizando células COX-7 transfectadas com a
proteina DBP, por exemplo (Michon et al., 2000). A presenca desses anticorpos ja foi
demonstrada pelo nosso grupo em areas de transmissédo instavel em diferentes populacdes da
Amazonia Brasileira (Ceravolo et al., 2008).

Durante a fase pré-eritrocitica, a resposta adquirida ocorre contra 0s esporozoitos e
esquizontes hepaticos. Durante o rapido periodo de tempo que 0s esporozoitos permanecem no
sangue, 0S mesmos sdo capazes de estimular a producdo de anticorpos que se ligam a CSP,
impedindo a invaséo dos parasitos no hepatocito (Herrera & Herrera, 2001; Good et al., 2005).
Vaérios trabalhos utilizaram técnicas moleculares e sorolégicas tendo alvo como o CSP para
avaliar a prevaléncia de infeccdo por diferentes espécies de Plasmodium sp. (incluindo as
variantes de P. vivax) em areas endémicas e ndo endémicas para a malaria (WIRTZ Et al., 1990,
Kain et al., 1991; 1992, Qari et al., 1992; 1993; Bonilla et al., 2006; Machado & Povoa, 2000;
Storti-Melo et al., 2009; Arruda et al., 2007; Curado et al., 1995; Pereira et al., 2018).

A prevaléncia de anticorpos contra antigenos da CSP de P. vivax, P. falciparum e P.

malariae tem sido avaliada em diferentes populacdes, utilizando peptideos recombinantes
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contendo as sequéncias da regido ndo repetitiva assim como parte das variantes da regido
repetitiva central (Franke et al., 1992; KremsneR et al., 1992). A utilizacdo de peptideos
sintéticos lineares permitiu a identificacdo de varios epitopos de células B e T ao longo da
proteina. Numerosos estudos conduzidos em uma variedade de conFiguracGes epidemiologicas
revelaram que 0s niveis e a soroprevaléncia de anticorpos anti-esporozoitos, especialmente
aqueles contra o epitopo repetitivo da CSP de P. falciparum, sdo um preditor de exposi¢do ao
parasita ao longo do tempo e sdo um bom indicador da intensidade de transmissdo da malaria
(Bwire et al., 1998; Nothdurft et al., 1999; Kusi et al., 2014; 2016). Além de demonstrar que
uma resposta imune humoral anti-esporozoita é independente de uma infeccdo no sangue, mas
se correlaciona com a exposic¢ao e aumenta com a idade (Del Giudice et al., 1990; Esposito et
al., 1986; Tapchaisri et al., 1985).

Um estudo de acompanhamento longitudinal dos individuos relatou que, embora em
titulos baixos, as respostas de IgG as duas variantes principais de CSP tiveram vida longa,
mesmo na auséncia de reinfeccdo (Longley et al., 2016). Este estudo também mostra que 0s
individuos que foram reinfectados tinham niveis mais elevados de anticorpos anti-CSP que
diminuiram logo ap6s o tratamento. Apds um surto de maléria por P. vivax no Brasil, as
respostas de 1gG contra PvCSP recombinante permaneceram em cerca de 50% da populacéo
oito meses ap0s o tratamento em pacientes que ndo foram expostos ao Plasmodio anteriormente
(BRAGA et al., 1998). Altas frequéncias de anticorpos IgM contra peptideo PfCSP
(aproximadamente 67%) foram detectado em individuos de uma zona rural perto de Porto
Velho, regido endémica (Pratt-Riccio et al., 2017).

Na fase eritrocitica também ocorre a presenca de anticorpos direcionados aos antigenos
dessa fase do parasito e podem bloquear a invasdo dos merozoitos nas hemaécias interrompendo
seu desenvolvimento (Cohen; Butcher; Cradall, 1969; O’donnell et al., 2001), atuar em
conjunto com o sistema complemento para lise do parasito (Boyle et al., 2015), bem como
favorecer a fagocitose do merozoito (Chan; Fowkes; Beeson, 2014; Hill et al., 2013). De
maneira geral, os anticorpos contra as proteinas de fase sanguinea do parasito auxiliam na
reducdo da parasitemia e dos sintomas clinicos da doenca. Porém, pouco se sabe sobre a via de
aquisicdo e manutencéo de anticorpos funcionais e protetores na maléria.

Os anticorpos naturalmente adquiridos contra PVAMA-1 bloqueiam a ligacdo ao
receptor, semelhante ao que ocorre com a resposta anti-DBPII. A analise das respostas de
anticorpos neutralizantes para PvAMAL identificou o epitopo 1F9 como um alvo antigénico
atraente, ele é polimdrfico e pode estar associado com protecdo imune cepa-especifica (Coley

et al., 2007). Durante infeccdes naturais por P. vivax, PPvAMA-1 € altamente imunogénico
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(Rodrigues et al., 2005; Motevalli et al., 2012; Pires et al., 2018) e servindo como um
biomarcador sensivel para detectar flutuacdes em areas de transmissdo instavel da maléria
(Pires et al., 2018).

Estudos semelhantes em roedores e PNH mostram que PvAMA1 é um alvo para respostas
imunes protetoras (Kocken et al., 1999; Narum et al., 2000). Uma vacina recombinante baseada
no dominio 1l de PvAMA-1 em diferentes formula¢des de adjuvantes desencadeou titulos de
anticorpos anti-AMA-1 significativos em camundongos. Mais importante ainda, esses
anticorpos induzidos pela vacina sao inibitérios, impedindo a invasdo de reticulécitos por
diferentes isolados asiaticos de P. vivax (Gentil et al., 2010; Vicentin et al., 2014).

Sabe-se que o PvDBP é altamente polimdrfica e diferentes estudos sugerem que 0s
polimorfismos comumente observados na PvDBPII podem alterar o seu carater antigénico e
interferir no bloqueio da ligacdo PvDBPII-DARC por anticorpos inibitorios (Xainli et al., 2003;
Vanbuskirk et al., 2004a). Vanbuskirk e colaboradores (2004a) demonstraram que alguns
residuos polimorficos dentro do dominio de ligacdo da PvDBP (regido Il) foram capazes de
alterar significativamente a antigenicidade da proteina em um ensaio de ligacdo de eritrocitos
in vitro. O padrdo de polimorfismos excessivos e a alta taxa de polimorfismos ndo sinbnimos
no dominio do ligante sugerem que esta variacdo alélica funciona como um mecanismo de
evasdo imune (Sousa et al., 2006).

A resposta imune humoral contra a DBPII foi avaliada em diversas populacbes de
diferentes regides geograficas e perfis de transmissdo da maléria, inclusive no Brasil (Ceravolo
etal., 2005; 2009; Kano et al., 2012; 2016; Fowkes; Boeuf; Beeson, 2016). A DBPII se mostrou
naturalmente imunogénica com frequéncia de respondedores variando entre as populagdes
estudadas de diferentes regides (de 40% a 80%). A resposta anti-DBP foi associada ao tempo
de exposicdo ao parasito, aumento da idade e o numero de episodios prévios de malaria, uma
vez que com o passar do tempo o individuo de area endémica se expde repetidas vezes a proteina
do parasito (Cole-Tobian et al., 2002; Kano et al., 2012; King et al., 2008; Souza-Silva et al.,
2010). Além disso, os anticorpos produzidos contra a DBPII mostraram capacidade de inibir a
interacdo entre essa proteina e seu receptor (DBPII-DARC), reduzindo a interacdo e invasdo
dos reticuldcitos pelos merozoitos (Ceravolo et al., 2008, 2009; Chootong et al., 2010; 2012;
Grimberg et al., 2007; King et al., 2008; Nicolete et al., 2016; Souza-Silva et al., 2014). Essa
resposta de anticorpos inibitorios também foi associada a protecéo clinica contra a doenca (King
et al., 2008; Nicolete et al., 2016).

Apesar do seu importante papel na invasao, poucos individuos desenvolvem uma resposta

de anticorpos contra a DBPII, inclusive residentes de areas de alta endemicidade para a maléria,
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como os paises do Sudeste Asiatico (Cole-Tobian et al., 2009b). Alguns fatores podem explicar
a baixa imunogenicidade da DBPIlI como: a exposi¢cdo da proteina ao sistema imune do
hospedeiro somente no momento da invasdo dos reticulocitos (Adams et al., 1990); regido
altamente polimérfica (Tsuboi et al.,, 1994); resposta de anticorpos variante-especifica
(Ceravolo et al., 2009).

Nosso grupo de pesquisa foi um dos primeiros a mostrar que a resposta de anticorpos
inibitérios (BIAbs, do inglés Binding Inhibitory Antibodies) da interacdo DBPII-DARC é
variante especifica. Neste estudo foi demonstrado que individuos expostos a um surto ocorrido
em Minas Gerais - regido ndo endémica para malaria — desenvolveram anticorpos contra a
DBPII com capacidade de bloquear apenas a interagdo DBP-DARC da variante identificada no
surto (Ceravolo et al., 2009). Outros estudos também evidenciaram que a resposta de BIAbs
contra DBPII é variante-especifica, sendo essa resposta associada com a protecdo homdloga
contra maléria clinica (Chootong et al., 2012; Cole-Tobian et al., 2009a). Nesse sentido, devido
a grande variabilidade entre os isolados de DBPII circulantes em diferentes regifes geogréficas,
a andlise de sequéncias disponiveis, sugere que pelo menos sete variantes deveriam ser incluidas
na vacina contra P. vivax para atingir uma cobertura de 60% (Ndbrega De Sousa; Carvalho;
Alves De Brito, 2011). Esses trabalhos evidenciam que o desenvolvimento da resposta imune
adquirida para DBP é complexa. Dessa forma, a utilizacdo da DBPII em uma vacina contra o
P. vivax deve levar em consideracdo estratégias que auxiliem no desenvolvimento de uma
resposta de anticorpos com capacidade de desenvolver anticorpos de ampla reatividade as
variantes.

O potencial do PvMSP-1 como candidato a vacina é baseado em estudos que relataram
que é altamente imunogénico em condic¢des naturais de exposicao (Soares et al., 1997; Soares
etal., 1999; Park et al., 2001; Rodrigues et al., 2003; Morais et al., 2005; Barbedo et al., 2007).
Esses estudos relacionados a resposta imune naturalmente adquirida contra a proteina MSP-1
de P. vivax (PvMSP-1) foram desenvolvidos apos a elucidacdo da estrutura primaria do gene
que codifica esse antigeno (Del Portillo et al., 1991). Varios estudos forneceram evidéncias de
que 0 MSP119 € um alvo para a imunidade protetora contra estagios sanguineos assexuados de
parasitas da malaria (Ling et al., 1994; Daly et al., 1995; Holder et al., 1999; Malkin et al.,
2007). Desde entdo, o potencial imunogénico da MSP-1 tem sido avaliado em diferentes
modelos experimentais, incluindo roedores (Ling et al., 1994) e primatas ndo-humanos (Hui et
al., 1996; Yang et al., 1999). Essa imunidade protetora demonstrou estar correlacionada com
0s niveis de anticorpos anti-MSP139 e também é dependente de células T CD4 (Daly et al.,
1995; Hirunpetcharat et al., 1997 e 1998; Riccio et al., 2013).
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Em relacdo a resposta imune contra a EBP-2, foi demonstrado que niveis de anticorpos
anti-PvEBP2 mostram estar positivamente correlacionados com a idade, exposi¢cdo cumulativa
e estdo associados a protecdo e risco reduzido de doenca clinica (Franca et al., 2016; 2017; He
et al., 2019). Nosso grupo demonstrou que a resposta de anticorpos anti-EBP2 aumenta em
funcdo de uma maior exposicdo a maléria (idade e tempo de residéncia na area endémica), em
uma populacdo de assentamento agricola da Amazénia (Rio Pardo, AM) (Torres, 2017). Além
de ter demonstrado pela primeira vez, que essa proteina € altamente imunogénica
(soropositividade de 70% da populacdo), quando comparada a proteina DBPII (36% de
respondedores) (Torres, 2017).

Embora esteja bem estabelecido que as respostas de anticorpos IgG naturalmente
adquirida estdo associadas a imunidade clinica protetora contra malaria em estagio sanguineo
(Cohenetal., 1961; Sabchareon et al., 1991), o papel da imunoglobulina M (IgM) nédo esta bem
definido e pode ter um papel subestimado na malaria (STONE, LUED, 2016, PLEASS et al.,
2016). Um estudo recente em modelo murino de malaria demonstrou que as células B de
memoria produziam IgM especificos contra Plasmodium com alta afinidade e dominavam a
resposta de memoria precoce em infecgdes recorrentes de malaria (Krishnamurty et al., 2016).
Da mesma forma, a producdo de anticorpos IgM protetores durante a malaria experimental
fornecem evidéncias de mecanismos adicionais pelos quais 0 sistema imunoldgico controla a
infeccdo por Plasmodium (Couper et al., 2005; Borges et al., 2018). Esses resultados podem
explicar os dados recentes que associam a amplitude dos anticorpos IgM especificos de
Plasmodium falciparum com a resisténcia genética a infeccdo por malaria demonstrada no
grupo ético Fulani no oeste da Africa (Arama et al., 2015) e com o risco reduzido de
aparecimento de maléria clinicas em uma coorte de criancas (BOYLE et al., 2019). Em
conjunto, estes estudos sugerem que os anticorpos IgM parecem ser muito mais do que apenas
uma resposta precoce a infecgdo recente por malaria (Boonyaratanakornkit J & Taylor, 2019).

No que diz respeito a persisténcia de anticorpos, Patgaonkar e colaboradores (2018)
mostraram que os niveis de IgM foram estaveis durante 30 dias (infeccdo aguda e apds
recuperacdo) em individuos com infeccdo pelo P. vivax no Oeste da india. Nosso grupo de
pesquisa acompanhou uma populagéo nativa da regido Amazénica durante 9 anos e demonstrou
que a resposta de IgM anti-DBPII de P. vivax foi estavel durante todo este periodo (Medeiros
et al., 2020), evidenciando uma possivel contribuicdo da IgM na resposta de longa duracao a

maléria.
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1.5 Maléria extra-Amazonica e de Mata Atlantica

Além do grande nimero de casos de maléria na Amazonia legal, casos da doenca tém sido
descritos fora da &rea considerada endémica, na regido conhecida como extra-amazonica,
incluindo regides de Mata Atlantica. A regido extra-Amazonica é composta pelos estados do
Alagoas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Parang, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Sergipe,
Santa Catarina, S8 Paulo e o Distrito Federal, onde habitam aproximadamente 86% da
populacdo brasileira (SVS/MS, 2022).

Em um estudo descritivo feito por Braz e colaboradores foram observados que entre 0s anos
de 2012 a 2017 foram notificados 3.797 casos de malaria na regido extra-Amazonica segundo
o0 Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo (SINAN) (Braz et al., 2020). Sendo 0 MS,
no periodo de 2010 a 2021 foram notificados 8.317 casos positivos de malaria na regido extra-
amazonica, com 50,0% (4.163) dos casos notificados na Regido Sudeste. Os estados com maior
namero de casos foram S&o Paulo (1.847 casos), Rio de Janeiro (878 casos) e Minas Gerais
(796 casos) (SVS/MS, 2022 b).

Em 2021, foram registrados 99 casos autoctones na regido extra-amazonica, esses casos
ocorreram na Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, Mato grosso do Sul, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Parana, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sdo Paulo (SVS/MS, 2022 b). Nos anos
anteriores, a maioria dos casos notificados nessa regido eram importados. Atualmente, os casos
autoctones de malaria nessa regido representam um terco (1/3) do total de casos notificados,
demonstrando que a doenca pode voltar a ser endémica nessa area, principalmente devido a
ocorréncia de surtos e a presenca do vetor (SVS/MS, 2020).

Embora a regido extra-Amazonica tenha participacdo pequena nos numeros de casos, a
doenca ndo pode ser negligenciada. Esse problema reside em uma maior risco de formas graves
da doenga por dois motivos principais: alta susceptibilidade dos individuos & infec¢do por
Plasmodium, devido a auséncia de resposta imune protetora, haja visto que essa se desenvolve
ao longo do tempo mediante repetidas exposi¢des ao parasito (Langhorne et al., 2008; Braz et
al., 2013) e falta de suspeita clinica-epidemiologica nos servigos de saude, atrasando o
diagndstico e a implementacdo do tratamento correto (Oliveira et al., 2012; Brasil et al., 2013,
Chaves et al., 2013; Dotrario et al., 2016; Braz et al., 2020).

Um namero pequeno, mas consistente, de casos autoctones tem sido relatado nas regides
sul e sudeste do Brasil, onde a malaria humana deixou de ser considerada endémica ha 50 anos

(Siqueira et al., 2016). A maioria desses casos ocorre em &reas cobertas pelo bioma Mata
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Atlantica (de Pina-Costa et al., 2014) (Figura 6). A Mata Atlantica é considerada uma reserva
mundial da biosfera. Apresentando complexas condigdes (altitude, longitude, alta temperatura,
alta umidade e distribuicéo de chuvas) que favorecem a existéncia de uma grande diversidade
bioldgica e endemismo de muitas espécies de animais e plantas, por exemplo Bromélias
(Ribeiro et al., 2009). Esta floresta ocupa regides tropicais e subtropicais em 17 estados,
abrangendo cerca de 15% do territorio nacional (ou seja, todos os estados extra-amazoénicos,
exceto Mato Grosso e Distrito Federal) (Ribeiro et al., 2009; de Pina-Costa et al., 2014;
Fundacao Sos Mata Atlantica).

Figura 6- Mapa do Brasil com biomas e nimero de casos de malaria na regido extra-amazonica de 2007 a
2017
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Legenda: Os dados de casos confirmados de maléria foram coletados do Sistema de Informac&o de Agravos
de Notificacdo (SINAN/DATASUS; http://portalsinan.saude.gov .br/maléria). Todos os casos foram causados por
espécies de Plasmodium sp. relatadas na regido Extra-amazonica. Os circulos vermelhos e seus tamanhos indicam
relagdo positiva com o nimero de casos de maléria detectados em cada regido. Os biomas estdo destacados de
diferentes cores: Selva Amazonica, a maior floresta tropical imida do planeta - Branco; Mata Atlantica, estende-
se ao longo da costa atlantica do Brasil e € caracterizada por alta biodiversidade e endemismo — Verde bandeirg;
A Caatinga, com solos e vegetacdo secos, sofre risco de desertificagio — Maron; Cerrado, savana com maior
biodiversidade do mundo — Maron claro; Pampa, composto principalmente por planicies — Amarelo caramelo ; e
Pantanal, o maior ambiente tropical tmido do mundo — Bege claro. FONTE: Multini et al., 2019.

Treze por cento da Mata Atlantica encontra-se dentro dos trés maiores fragmentos
localizados na Serra do Mar, onde ocorre a maioria dos casos de malaria. Um fica entre Sao
Paulo e Rio de Janeiro, outro esta na zona costeira de Santa Catarina e o terceiro esta localizado

na zona costeira do Parand (Silva et al., 2007; de Pina-Costa et al., 2014).
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Acredita-se que as caracteristicas da Mata Atlantica criam condicGes ecoldgicas adequadas
para a reproducdo de algumas espécies de mosquitos vetores da maléria. As florestas com
cobertura de bromélias fornecem um habitat favoravel para vetores do grupo Kerteszia (Deane
1992; Guimaraes et al., 2003; Domingos et al., 2006; de Pina-Costa et al., 2014). As espécies
vetores responsaveis pela transmisséo da maléria nessa regido sdo principalmente, Anopheles
(Kerteszia) cruzii e Anopheles (Kerteszia) Bellator (Deane, 1969; Deane et al., 1969 a, b;
Forattini et al., 1986).

A doenga nessa regido ficou conhecida como “Malaria de bromélia” (Pittendrigh, 1948),
uma vez que 0s mosquitos vetores, utilizam as cole¢Bes de agua que se formam nos vértices
das bromélias para realizar a sua oviposi¢do e desenvolvimento de suas fases larvais (Deane et
al., 1992; de Pina-Costa et al., 2014). O conhecimento do papel das bromélias no ciclo de vida
do vetor da malaria foi utilizado como estratégia de erradicacdo da doenca em algumas regides
do pais, técnica conhecida como desbromelizacéo e aplicacdo de larvicida e inseticida nas matas
(Deane et al., 1988).

Por anos se levantou a hipotese de que a transmissdo da malaria na Mata Atlantica
poderia ser zoonotica, em decorréncia da existéncia da infec¢do por Plasmodium em primatas
neotropicais e dos frequentes casos autdctones na regido (Deane et al., 1996). O professor
Lednidas Deane e colaboradores propuseram que 0S macacos poderiam servir como
reservatorios de Plasmodium, que poderia ser transmitido as pessoas por Anopheles sp., pois
apresentam uma caracteristica muito peculiar (acrodendrofilica), com sua dispersdo vetorial
vertical, permitindo a realizacdo do repasto sanguineo tanto ao nivel do solo (permitindo o
contato com o0 homem), quanto ao nivel da copa das arvores (permitindo o contato com primatas
neotropicais) (Deane et al., 1996; Deane et al., 1992). Diante dessas informacdes, foi levantada
a hipotese que a malaria na regido de Mata Atlantica seria uma zoonose (Deane et al., 1992)
(FIGURA 7). Em 2017 foi comprovada molecularmente um surto de P. simium em humanos
na Mata Atlantica do Rio de Janeiro (Brasil et al., 2017).
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Figura 7 - Esquema hipotético de transmissdo da malaria como zoonose em regides de Mata Atlantica

Legenda: Esquema demonstra que em algumas condigdes, Anopheles (Kerteszia) cruzii pode picar tanto na copa
das &rvores quanto préximo ao solo, o que pode favorecer a transmissao de plasmadios simios para humanos na
natureza ou nas proximidades da floresta. Fonte: de Pina-Costa et al., 2014.

Casos autdctones foram registrados no Rio de Janeiro (Miguel, 2011), S&o Paulo
(Andrade et al., 1986; Branquinho et al., 1997; Carréri-Bruno et al., 1995; Curado et al., 2006;
Marques et al., 2008), Espirito Santo (Cerutti et al., 2007) e no sul do pais, em Santa Catarina.
Nestes casos 0s pacientes apresentam uma sintomatologia branda com parasitemia baixa e em
alguns casos podem ser assintomaticos (Carvalho et al., 1985; Barata, 1995; Branquinho et al.,
1997; Cerutti et al., 2007; Couto et al., 2010; de Pina-Costa et al., 2014). A maioria desses
casos sdo diagnosticados como P. vivax, uma vez que a morfologia dos parasitos € muito
semelhante, e a microscopia € a técnica padrdo-ouro para o diagnostico de malaria (Deane,
1992). Entretanto essa técnica apresenta uma série de limitacdes, uma delas é a dificuldade de
diferenciar certos plasmaédios de primatas ndo-humanos dos parasitos que infectam humanos,
uma vez que apresentam similaridade morfologica, outra limitacdo é sua baixa sensibilidade,
ndo sendo capaz de identificar parasitemias baixas.

A Mata Atlantica € um dos biomas mais ameacados do mundo, e a maior parte da
floresta foi reduzida a pequenos fragmentos cercados por areas urbanizadas. Como
consequéncia dessa fragmentacdo, humanos, PN e vetores provavelmente compartilham os

mesmos ambientes e, portanto, tém maior contato (Multini et al., 2019). Assim, devido a
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presenca de vetores da malaria em todo territorio nacional, ha risco de reintroducdo
intensificado pelo fluxo de migracdo para &reas suscetiveis (de Pina-Costa et al., 2014; Lorenz
et al., 2015; Braz et al., 2016; Braz, 2020). No contexto da erradicacdo da malaria, esses casos
na regido extra-Amazonica em especial de Mata atlantica, merecem uma maior atencdo da
comunidade cientifica, profissionais de salde, servico de vigilancia epidemioldgica e

governantes.

1.6 Malaria em Primatas N&do-humanos

Existem mais de 250 espécies de Plasmodium que infectam naturalmente muitos grupos
de diferentes vertebrados, aves, répteis e mamiferos, incluindo os primatas (Collins et al., 2003;
FAUST, 2015). Plasmodium é um protozoario muito adaptado, tendo em vista o seu ciclo
complexo, que envolve sua sobrevivéncia e multiplicacdo em hospedeiros tao diferentes, o que
depende conjuntamente de varios fatores bem ajustados (Coatney et al., 1971; Nishimoto et al.,
2008).

Dentre as espécies de PNHs, um grande nimero é altamente suscetivel a infeccao
malarica no Velho Mundo e no Novo Mundo (Faust et al., 2015; Martinelli & Culleton, 2016).
Até o momento, foram descritas 64 espécies de Plasmodium infectando PNHs (Liu et al., 2010;
Prugnolle et al., 2011; Snounou et al., 2011; Rayner et al., 2011; Pacheco et al., 2011; Pacheco
et al., 2013; Boundenga et al., 2015; Herbert et al., 2015; Makanga et al., 2016). Destas,
algumas espécies de Plasmodium infectam chimpanzés e gorilas na Africa Central e do Oeste,
orangotangos na Indonésia e Malésia, gibGes no sudeste asiatico, PNHs do Velho Mundo na
Africa e Asia, 1émures em Madagascar e apenas duas espécies de Plasmodium parasitam
primatas neotropicais (Leclerc et al., 2004; Gysin, 1998; Deane et al., 1992).

Desde a década de 60 ja se tem conhecimento de que o Plasmodium de PNHs pode
infectar o homem (Chin et al., 1965; Deane, 1966). No contexto da eliminacdo da malaria, os
PNH como fonte de infec¢bes por Plasmodium em seres humanos sdo um grande desafio para
a eliminagdo da doenca. Estudos recentes no continente asidtico tém levantado novas
possibilidades sobre a epidemiologia da maléria. Infecgdes humanas causadas por P. knowlesi,
um parasito que infecta primariamente PNH do velho mundo, reforgam que a proximidade de
humanos com regides de mata possibilita com que doengas que circulam naturalmente entre os
animais em carater silvestre, circulem também entre os humanos (CHIN et al., 1965; SINGH
et al., 2004; White, 2008; Galinski & Barnwell, 2009; Cox-Singh et al., 2012; Barber et al.,
2017).
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Casos humanos de maléria por P. knowlesi foram relatados na Malésia (Vythilingam et
al., 2008; Bronner et al., 2009), Filipinas (Luchavez et al., 2008), Mianmar (Zhu et al., 2006),
Tailandia (Jongwutiwes et al., 2011), Singapura (Ng et al., 2008), Vietna (Van Den Eede et al.,
2009), Indonésia, Camboja e Laos (Richards & Mueller, 2017). No homem a malaria causada
por P. knowlesi é altamente virulenta, tendo muitas vezes curso fatal (Cox-Singh & Singh,
2008; Coxsingh et al., 2008; Galinski & Barnwell, 2009). J& em seus hospedeiros naturais,
Macaca nemestrina, Macaca fascicularis, Presbytis melalophos e Trachypithecus obscuras, a
infeccdo é branda e crbnica, 0 que sugere um processo ajustado de coevolucdo (Galinski &
Barnwell, 2009; Moyes et al., 2014). Essas descobertas juntamente com uma importancia
epidemioldgica, levaram ao reconhecimento de P. knowlesi como a quinta espécie causadora
da malaria humana (Singh et al., 2004; Antinori et al., 2013; Yosof et al., 2014). Além disso,
também ja foram descritos casos de infec¢do humana naturalmente adquirida por P. cynomolgi
na Malésia e Camboja (Ta et al., 2014, Imwong et al., 2018). Diante desses casos, a maléria
zoondtica ndo pode ser negligenciada, dada suas implicacdes para eliminacdo da doenca.

Os primatas neotropicais (PN) (Platyrrhini) sdo um grupo diversificado presente nas
Américas, segundo a taxonomia atual existem 171 espécies em cinco familias (Aotidae,
Atelidae, Callitrichidae, Cebidae e Pitheciidae) (Estrada et al., 2017). Essas espécies
concentraram-se nos dois principais biomas de floresta tropical: Amazoénia e Mata Atlantica. O
Brasil é o pais com maior diversidade de primatas neotropicais, com 116 espécies de PN
(Estrada et al., 2017).

Até o momento foram descritas apenas duas espécies de Plasmodium que infectam
naturalmente esses animais. Plasmodium brasilianum e o P. simium. O P. brasilianum, foi
descrito por Gonder & VVon Berenberg-Glosser em 1908, infectando Cacajao calvus importado
da regido Amazonica. Esse parasito esta amplamente distribuido da América Central ao sul do
Brasil, infectando animais das familias Atelidae, Aotidae, Callitrichidae, Cebidae e Pitheciidae
(Deane et al., 1992; Fandeur et al., 2000, Lalremruata et al., 2015; Alvarenga et al., 2017;
Lalremruata et al., 2017). No Brasil, esta presente tanto na Amazénia como nas regides de Mata
Atlantica (Cocharane et al., 1985; DEANE, 1992; Lourego-De-Oliveira & Deane, 1995; Duarte
et al., 2006; Yamasaki Et al., 2011; Alvarenga Et al., 2017; Nunes et al., 2019; Monteiro et al.,
2020).

O Plasmodium simium, foi descrito por Fonseca em 1951 infectando um bugio ruivo
(Alouatta guariba clamitans), na regido de Mata Atlantica do estado de S&o Paulo. Essa espécie
de Plasmodium apresenta uma distribuicdo mais restrita, sendo encontrada apenas em areas de

Mata Atlantica de estados do Sul e Sudeste brasileiro. Infectando animais das Familias Atelidae,
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Cebidae e Pitheciidae, dos quais os bugios ruivos (Alouatta guariba clamitans) parecem ser 0s
principais reservatorios da maléria zoondtica (da Fonseca, 1951; Deane et al., 1969; Deane,
1992; Duarte et al., 2006; Yamasaki et al., 2011; Costa et al., 2014; de Alvarenga et al., 2015;
Assis et al., 2015, Nunes et al., 2019; Abreu et al., 2019; Monteiro et al., 2020).

Plasmodium simium e P. brasilianum sdo semelhantes do ponto de vista morfoldgico,
genético e imunoldgico as especies humanas, P. vivax e P. malariae, respectivamente (Deane
et al., 1966; Coatney, 1971; Seed, 1976; Arruda et al., 1985; Cochrane et al., 1985; Barnwell,
1986; Deane, 1992; Escalante et al., 1995; Fandeur et al., 2000; Volney et al., 2002; Lim et al.,
2005; Tanomsing et al., 2007; Tazi & Ayala, 2011; Guimardes et al., 2012; de Alvarenga et al.,
2015; Lalremruata et al., 2015; Brasil et al., 2017).

Ao se falar de malaria de PN do Brasil ndo podemos deixar de destacar o brilhante
trabalho do professor Dr. Lednidas Deane, ele foi o primeiro a relatar a infeccdo acidental
natural humana por P. simium (Deane et al., 1966). No qual um guarda do Horto Florestal da
Cantareira em S&o Paulo, ao realizar atividades entomoldgicas para o estudo da malariaem PN,
apresentou trés quadros de paroxismos malaricos (com intervalos de 48 horas), com tremores,
febre e dores no corpo, evoluindo em seguida para uma cura espontanea. O professor Deane
publicou uma revisdo em 1992, no qual foram avaliados 4.585 primatas neotropicais coletados
na maior parte dos estados brasileiros e destes, 14,3% (655) apresentavam infeccdo por
Plasmodium sp., demonstrando uma prevaléncia de animais infectados de 10% na regido
Amazonica, 35% no Sudeste e 18% no Sul (Deane, 1992). Sendo este o estudo com maior
namero de andlises de infeccdo de PN no Brasil. Neste trabalho ele também descreveu os
vetores envolvidos, sendo esses do grupo Kerteszia, da espécie Anopheles (Kerteszia). cruzii,
abundante nas capturas entomolégicas e conhecido como vetor para 0s macacos em S&o Paulo,
Parana e Santa Catarina (Deane, 1992).

O segundo caso de infeccdo humano natural por P. brasilianum foi descrito por Arruda
e colaboradores (1989) em quatro tribos indigenas da Amazoénia (Arara, Parakana, Asurini e
Metuktire), nos estados do Para e Mato Grosso. Apesar da parasitemia identificada pela analise
das laminas dos individuos das tribos ter sido muito baixa (<0,02%), anticorpos contra a
proteina Circunsporozoita (CSP) de P. brasilianum/P. malariae foram detectados em 56% dos
individuos estudados (218/390), 65% foram soropositivos para P. falciparum e 76% foram
soropositivos para P. vivax. De um total de 13 macacos domesticados nas tribos e 28 selvagens
analisados durante o estudo, quatro animais domesticados apresentaram lamina positiva para P.
brasilianum e todos os animais apresentavam anticorpos contra a CSP de P. brasilianum/P.

malariae. Dos animais de vida livre investigados todos exibiam anticorpos contra esse antigeno.
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Além de humanos e PN reservatorios infectados na mesma area, o grupo avaliou a resposta de
anticorpos contra a CSP em mosquitos A. darlingi, de um total de 755 mosquitos analisados,
trés deles eram positivos. Estes resultados levaram a conclusdo que a malaria se comportou
como zoonose nas tribos amazénicas do estudo (de ARRUDA et al., 1989). Mais recentemente,
Lalremruata e colaboradores, confirmaram molecularmente a transmissdo zoondtica de P.
brasilianum/P. malariae, ao observar com base no sequenciamento do gene 18S rRNA e do
gene da proteina CS que 12 individuos da comunidade Yanomamis na Amazonia Venezuelana,
eram portadores de parasitos da malaria que era idénticos a espécie P. brasilianum isolado de
PN (Alouatta sinuculus). Além de demonstrar que as sequéncias de aminoacidos traduzidas do
gene da proteina CS mostraram unidades de repeticdo imunodominantes idénticas entre 0s
parasitos isolados de humanos e macacos (Lalremruata et al., 2015). A hip6tese que a malaria
na regido de Mata Atlantica também seria uma zoonose levantada na década de 1960 pelo
professor Dr. Leonidas Deane foi comprovada em 2017 por Brasil e colaboradores (Deane,
1992). Neste trabalho foi demonstrado que o surto de malaria da Mata Atlantica de 2015 e 2016
ocorrido no estado do Rio de Janeiro foi causado por P. simium, através do sequenciamento do
DNA mitocondrial de parasitos isolados de PNs e individuos, sugerindo sua transmissdo
zoondtica e reforcando que primatas ndo-humanos podem atuar como reservatérios para
maléria (Brasil et al., 2017).

1.7 Primatas nao-humanos como modelos para o estudo da malaria

No inicio do século XX foram relatados que os parasitos da maléria de primatas ndo-
humanos compartilham semelhancas com os parasitos da malaria humana, proveniente de um
ancestral comum estando intimamente ligada a evolucdo destes parasitos (Coatney, 1971).
Parasitos de Plasmodium mostram uma grande propensao a transferéncia lateral de PNHs para
humanos e vice-versa. A origem do P. falciparum foi recentemente determinada, no qual se
observou um ancestral comum que tem como hospedeiro macacos africanos como, Gorilas
(Prugnolle et al., 2010; Liu et al., 2010), Bonobos (Drief et al., 2010) e Chimpanzés (Duval et
al., 2011).

Diante dessa proximidade entre parasitos de PNH e parasitos humanos, espécies de
Plasmodium sp. que infectam naturalmente PNH sdo usados como modelo de malaria humano.
Plasmodium coatneyi e Plasmodium fragile, que infectam naturalmente PNH sdo usados como
modelos de P. falciparum em véarios modelos de primatas (M. mulatta, M. fascicularis, M.
nemestrina ou Macaca fuscata). Nesses modelos podem ser estudados sequestro, formacéo de

rosetas e doenca grave, incluindo malaria cerebral (Aikawa et al., 1992; Fujioka et al., 1994;
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Moreira et al., 2013;). Plasmodium inui infecta naturalmente uma grande variedade de espécies
de macacos e é considerado um modelo de PNH para P. malariae, pois apresenta persisténcia
e uma patologia renal semelhante (Collins et al., 2009).

Plasmodium cynomolgi, que infecta naturalmente uma grande variedade de macacos
asiaticos, € um modelo para estudar a biologia, imunologia e patologia de P. vivax, uma vez
que esta espécie apresenta uma proximidade filogenética com o parasito humano (Praba-Egge
et al., 2002; Voorberg-Van et al., 2013; Ylostalo et al., 2005; Dembele et al., 2011; Pasini et
al., 2017). Nas Américas, P. simium que infecta naturalmente macacos de algumas familias de
PNs e humanos na Mata Atlantica brasileira, é semelhante geneticamente ao P. vivax, tem sido
descrito como um parasito que recentemente passou por uma transferéncia de hospedeiro (Tazi
& Ayala, 2011; Buery et al., 2017; Brasil et al., 2017; Rodrigues et al., 2018; Mourier et al.,
2021). Rodrigues e colaboradores (2018), comparando sequéncias mitocondriais de P. vivax e
P. simium, observaram uma baixa diversidade nas linhagens do parasito de PNH em
comparacao com as linhagens do parasito humano, apoiando a hipétese da ocorréncia de uma
transferéncia lateral de hospedeiros (homem-macaco) no Brasil. Diante disso, essa proximidade
genética nos possibilitaria utilizar P. simium como modelo, para entender a sua e a evolucao do
P. vivax nas Américas (Mourier et al., 2021; Oliveira et al., 2021 a e b)

Como citado anteriormente, os PNH vem sendo por décadas usados como modelo de estudo
da maléria humano. A utilizacdo deste modelo visa um melhor entendimento sobre a biologia
do parasito, interacdo parasito-hospedeiro, fisiopatologia da doenca, estudo de recaidas (para o
P. vivax e P. ovale), resposta imune e avaliacdo/validacdo para novos candidatos vacinais e
drogas (Powers & Jacobs, 1972; Rossan et al., 1975; Bitonti et al., 1988; Nayar et al., 1997;
Wengelnik et al., 2002; Ye et al., 2013; Miles et al., 2015; Herrera et al., 2002; Obaldia et al.
2009; Galinski et al. 1992; Krotoski et al., 1982; Joyner et al., 2015). Infec¢cbes humanas por
Plasmodium sp. foram estudadas usando como modelos PNH, seja diretamente infectando PNH
com parasitos humanos ou utilizando espécies de Plasmodium de PNH que séo evolutivamente
proximos aos parasitos humanos, em uma variedade de espécies de PNH com graus variados
de sucesso (Pasini & Kocken, 2021). Vale ressaltar a necessidade de se esplenectomizar os
animais para permitir a replicagdo de grande parte dos parasitos em PNHs (Young et al., 1975;
Martinelli & Culleton, 2016).

Ao longo dos anos infec¢Bes experimentais com diferentes espécies de Plasmodium foram
realizadas em Chimpanzés (Pan troglodytes) (Rodhain, 1956; Krotoski et al., 1982), Rhesus
(Macaca mulata) (Collins, 2012; Joyner et al., 2019), Babuino-anabis (Papio anubis) (Ozwara
et al., 2003), Aotus, Saimiri (Collins et al., 1986; James et al., 1985, Kakoma et al., 1992;
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Galinski et al., 1992; Douglas et al., 2015; Herrera et al., 2020) e Callithrix (Collins et al.,
1987; Langhorne & Cohen, 1979). No entanto, é importante considerar que os chimpanzes,
bonobos, gorilas e orangotangos sdo grandes primatas e, como tal, seu uso em pesquisas
cientificas foi proibido, embora com exce¢do de cenarios extremos que colocam em risco a
salde humana ou para fins de preservacdo (Eu, 2010; Altevogt et al., 2012; Office, 1998;
Zealand, 1999; Australian Government, 2003). Muitas restri¢des estdo relacionadas com o fato
de os estudos de PNH exigirem instalacdes especificas adequadas e justificativa ética mais
rigorosa do que outros modelos animais. Eles também exigem um trabalho colaborativo
proximo entre primatélogos e malariologistas, e pessoal especialmente treinado (Beignon,
Grand, Chapon, 2014).

Macacos rhesus (Macaca mulata) sdo amplamente utilizados no estudo da maléaria, uma vez
gue adultos jovens possuem aproximadamente 5 kg ou mais viabilizando estudos longitudinais
de infeccdo por Plasmodium que requerem amostragem repetida em um curto espago de tempo
(Joyner et al., 2016). Espécies de macacos do novo mundo vem sendo utilizados como modelo
experimental para o estudo de varias espécies de Plasmodium, como P. vivax e P. ovale, uma
vez que esses sdo modelos pequenos e de facil manejo (Beignon, Grand, Chapon, 2014). No
entanto vale ressaltar que esses animais ndo sdo hospedeiros naturais desses parasitos.
Trabalhos da literatura demonstraram que Aotus e Saimiri sdo completamente refratarios a
infecgcdo por parasitos sanguineos de P. ovale (Coatney et al., 1971; Millet et al.,1994b). O
mesmo foi observado para infec¢bes com a cepa India VI de P. vivax (Sullivan et al., 2001).

Experimentos ex vivo usando hemdcias de Saimiri infectadas com P. vivax foram
fundamentais para fornecer evidéncias da existéncia do vacuolo parasitéforo, inicialmente
considerado um artefato dos experimentos in vitro (Pouvelle & Gysisn, 1997). O
desenvolvimento do modelo de P. vivax em Aotus e Saimiri com o objetivo de fornecer
combinagOes parasita-hospedeiro para estudos de quimioterapia, imunologia e biologia,
ofereceu uma oportunidade para aprender sobre os fatores que modulam as interacGes parasita-
hospedeiro e a fisiopatologia (Pasini & Kocken et al., 2021).

As caracteristicas das infec¢des por P. vivax em macacos do Novo Mundo ndo parecem
depender da espécie do hospedeiro (humano, chimpanzé ou outro Aotus/Saimiri) doadora de
esporozoitos ou estagio sanguineo do parasito, mas parecem ser moduladas por caracteristicas
intrinsecas da cepa de P. vivax e a imunofisiologia do hospedeiro receptor (Pasini & Kocken et
al., 2021). Vérios foram os achados e descobertas para a area da maléria utilizando o PNH como
modelo, no entanto pouco se sabe sobre como o parasito e 0 hospedeiro se comportam durante

uma infeccdo natural. Do ponto de vista imunoldgico esse conhecimento é mais restrito.
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1.8 Resposta imune anti-malarica em Primatas Neotropicias naturalmente expostos
ao Plasmodium sp.

O numero de estudos que avalia a resposta imune em PNH do novo mundo naturalmente
expostos a Plasmodium sp. é pequeno. Além disso, se limitam apenas na avaliagdo da resposta
imune humoral dos animais através da busca por anticorpos IgG contra um ou dois antigenos
de Plasmodium sp., além de amostrar animais de apenas uma localidade e com pouca
representatividade das familias de PN. Até o0 momento a resposta imune em PN foi estudada
em animais do Brasil (de Arruda et al., 1989; Duarte et al., 2006; Yamasakl et al., 2011; Costa
et al., 2014, Figueiredo et al., 2017; Monteiro et al., 2020), Guiana Francesa (Volney et al.,
2002) e Peru (Gonzalo et al., 1997).

No Brasil somente dois trabalhos avaliaram a resposta imune em animais da Amazonia (de
Arruda et al., 1989; Figueiredo et al., 2017) e quatro em animais da Mata Atlantica (Duarte et
al., 2006; Yamasaki et al., 2011; Costa et al., 2014; Monteiro et al., 2020). Primatas
neotropicais de vida livre presentes em areas com casos humanos de malaria autéctone no
estado de Séo Paulo foram examinados quanto a presenca de IgG contra a epitopos da proteina
CSP e antigenos de fase sanguinea de P. vivax, P.malariae/P. brasilianum e P. falciparum por
ELISA. Vinte por cento dos animais do género Alouatta e 57% dos animais do género Cebus
responderam para pelo menos um dos peptideos de CSP. Cinquenta e oito por cento dos animais
do género Alouatta apresentavam IgG contra MSP1i9 de pelo menos uma das espécies de
plasmddio avaliadas (Duarte et al., 2006).

Yamasaki e colaboradores (2011) realizaram um levantamento soroldgico em bugios ruivos
da regido metropolitana de Sao Paulo, onde identificaram resposta contra CSP, encontrando
para a proteina VK210 uma reatividade equivalente a 24%; para a VK247, 20%; para “P vivax-
like” 6,81%; para P. brasilianum/P. malariae 22% e 31,9% para P. falciparum. Esse grupo
tambem estudou a resposta para MSP119 de P. vivax, encontrando reatividade em 41% dos
animas, além da presenca de IgG contra antigenos de fase sanguinea de P. malaria/ P.
brasilianum (por Imunofluorescéncia indireta - IFA) em 31,3% dos animais. Um terceiro
levantamento soroldgico foi realizado em animais de vida livre e cativeiro do estado de S&o
Paulo e de Indaial - Santa Catarina, por Monteiro e colaboradores (2020). Nesse estudo foi
avaliada a presenca de 1gG contra proteinas MSP1 de P. vivax, P.malariae/P. brasilianum e P.
falciparum. Sessenta e trés por cento dos animais de vida livre e 35% dos animais de cativeiro,
responderam a pelo menos um dos antigenos testados. O nosso grupo identificou uma alta
frequéncia de PNH respondedores para AMA-1 (83%), DBPII (67%) e para 0 MSP-1 64%,

todos de P. vivax, em bugios ruivos de Indaial / Santa Catarina (Costa et al., 2014). Em conjunto
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esses trabalhos reforgam a circulagdo do parasito através da presenca de anticorpos especificos
na populagéo de primatas ndo-humanos da Mata Atlantica Brasileira.

1.9 Resposta imune celular anti-malarica em Primatas Nao-Humanos

O conhecimento sobre a resposta imune celular de Primatas ndo-humanos infectados por
Plasmodium sp., € limitado e baseado em infec¢Bes experimentais por Plasmodium cynomolgi,
espécie filogeneticamente proxima do P. vivax que infecta naturalmente PNH do velho mundo.
Esses estudos demonstraram que a infecgdo priméria aguda em macacos rhesus é caracterizada
por um perfil Th1/pré-inflamatdrio, durante o aumento da parasitemia os animais apresentavam
um alta expressdo de IFN-y, IL-12 e TNF-o que altera progressivamente para Th2 com um
aumento de IL-4, ap6s a reinfeccdo (Praba-Egge et al., 2002). Entretanto, neste modelo a
infecgdo ndo se torna cronica, a resposta antimalérica cronica em PNH tem sido caracterizada
no modelo rhesus infectado pelo P. knowlesi (Collins, 1988), que € evolutivamente mais
distante de P. vivax.

Os primatas ndo-humanos neotropicais dos géneros Saimiri e Aotus sdo recomendados pela
Organizacao Mundial da Saide como modelos experimentais para o estudo da malaria humana,
pois esses animais podem ser infectados pelo mesmo Plasmodium que causa a maléria em
humanos (Langermans et al., 2000; Jordan-Villegas et al., 2005; Shaw-Saliba et al., 2016). No
entanto, uma grande limitacdo é a falta de ferramentas imunoldgicas para avaliar a resposta
imune nesses modelos (Riccio et al., 2015). N&o se tem relato na literatura de estudos que
avaliam a resposta celular em PNH naturalmente infectados por Plasmodium sp. Diante disso,
avaliar a resposta imune celular em animais naturalmente infectados nos auxilia a entender e
caracterizar os mecanismos imunologicos envolvidos contra o parasito da malaria nesses

animais.

1.10 Curso da Infeccdo Natural de Plasmodium em Primatas Neotropicais

Em relacdo as infec¢bes naturais, o que sabemos é que uma infeccdo por P. simium é
caracterizada por baixa parasitemia, no entanto, a parasitemia pode aumentar apds a
esplenectomia (Deane, 1964). Na maioria das vezes, a infecgdo é autocontrolada apds algumas
semanas, mas em alguns casos 0s animais evoluem para a morte por causa do aumento da
parasitemia. Os sintomas observados em macacos bugios foram febre (até 41,5°C), perda de
peso, perda de pelo e diarreia. A infeccdo foi mais frequentes em adultos do que em animais
imaturos, e a maioria dos macacos idosos ndo apresentava parasitas sanguineos, embora

pudessem apresentar pigmento malarico em esfregacos de baco (Deane, 1967). No entanto, nos
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animais que foram submetidos & esplenectomia, observou-se que a infeccdo experimental por
Plasmodium spp. pode causar fraqueza, febre, anemia, ictericia e insuficiéncia renal (Galland
et al., 2000; Fuentes-Ramirez et al., 2017).

Em 2014, nosso grupo descreveu pela primeira vez uma infec¢do por Plasmodium com
sintomas sugestivos de maléria em um bugio ruivo (Alouatta g. clamitans) do cativeiro do
Centro de Pesquisas Bioldgicas de Indaial (CEPESBI), em Indaial, Santa Catarina,
caracterizando o caso do ponto de vista clinico, parasitologico, molecular e imunoldgico (Costa
et al., 2014). Mais recentemente, Nunes e colaboradores (2019) observaram alteracGes
hematoldgicas (aumento de linfécitos) e bioquimicas (aumento da enzima hepatica alanina
aminotransferase -ALT) nos bugios ruivos de vida livre de Joinville-SC, infectados por
Plasmodium sp. em comparacdo com o0s animais ndo infectados. A malaria em primatas
neotropicais é subpatente, crénica e geralmente assintomatica, devido, provavelmente, a uma
modulagéo do sistema imune dos primatas ndo humanos (Taliaferro, 1932; da Fonseca, 1951,
Stokes et al., 1983). Essa provavel modulacdo explicaria por que bugios naturalmente
infectados geralmente ndo apresentam sinais clinicos. No caso especifico descrito pelo nosso
grupo, o animal havia sido remanejado de seu recinto para outro local, durante a reforma e
melhoria de seu ambiente de cativeiro. A mudanca de recinto pode ter causado estresse e,
consequentemente, uma queda na imunidade do animal. Paralelamente, essa condicdo de baixa
imunidade pode estar relacionada com o aumento da parasitemia, e consequentemente, com o
surgimento dos sinais relacionados a malaria.

O curso da infec¢do experimental por Plasmodium brasilianum varia de acordo com a
espécie do hospedeiro, desde infeccdo crénica ndo fatal a infeccOes fatais agudas (Taliaferro &
Taliaferro, 1932; 1934). Em Cebus capucinus e Ateles (A. geoffroyi e A. dariensis) a infecgdo
é geralmente aguda; e em macacos bugios (Alouatta palliata) € mais crénico. Os hospedeiros
tém diferentes influéncias no sincronismo do parasita, na duragdo do ciclo assexuado, no
numero de merozoitos e na morfologia dos parasitas, determinando, portanto, o

desenvolvimento da infeccdo e a laténcia (Taliaferro & Taliaferro, 1944).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando a proximidade genética entre Plasmodium simium e P. vivax e entre P,
brasilianum e P. malariae, o estudo dessas espécies nos auxilia a entender a resposta imune dos
primatas neotropicais naturalmente infectados e a circulacéo desses parasitos na Mata Atlantica
brasileira. Entretanto, existem poucos estudos utilizando animais naturalmente infectados por
P. simium e por P. brasilianum e um nimero ainda menor se refere ao estudo da resposta imune
nessas infecgdes naturais. Assim o estudo utilizando as espécies de diferentes familias desses
primatas ndo-humanos vai nos possibilitar entender melhor quais dessas espécies podem ser o
reservatorio da doenca e se essas duas espécies de plasmddio em seus hospedeiros naturais
podem ser modelos interessantes para o estudo da imunidade da mal&ria humana. Desta forma
podemos contribuir para o desenvolvimento de estratégias de controle, tais como o
desenvolvimento de farmacos e de novos candidatos vacinais. Outra vertente importante é o
estudo do impacto dessas infecgdes para auxiliar na conservacao de diferentes espécies Primatas

n&o-humanos, considerando que diversas se encontram ameacadas de extingao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a resposta imune contra malaria em primatas neotropicais na Mata Atlantica

brasileira.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a resposta de 1gG contra os antigenos da fase pré-eritrocitica e eritrocitica de
Plasmodium sp. em primatas neotropicais da Mata Atlantica brasileira.

2. Avaliar a resposta de IgM contra os antigenos da fase pré-eritrocitica e eritrocitica de
Plasmodium sp. em primatas neotropicais da Mata Atlantica brasileira.

3. Correlacionar as respostas de anticorpos com parametros potencialmente associados a
resposta imune: vida livre/cativeiro, idade, sexo e infec¢do ativa (PCR+).

4. Avaliar associacdes entre a resposta imune humoral contra antigenos pré-eritrociticos e
os diferentes antigenos eritrociticos.

5. Comparar as respostas de anticorpos dos PN das diferentes familias.

6. Padronizar um ensaio de citometria de fluxo para caracterizacdo de subpopulacfes de
células T responsaveis pela resposta imune adaptativa em primatas neotropicais

naturalmente expostos a Plasmodium sp.
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4. METODOLOGIA

Este trabalho avaliou trés areas de estudo, no qual foram coletadas amostras de sangue
e soro/plasma de primatas ndo-humanos (PNHSs), Entre janeiro de 2008 a dezembro de 2019,
no estado de Santa Catarina (SC), nos municipios de Indaial, em colaboracdo com o Centro de
Pesquisas Biologicas de Indaial (CEPESBI), e Joinville em colaboracdo com Nucleo de
Educagdo Ambiental do Condominio Perini Business Park. E no estado do Rio de Janeiro (RJ),
no municipio de Guapimirim em colaborag¢do com o Centro de Primatologia do Rio de Janeiro
(CPRJ).

4.1 Descricdo das areas de estudo em Santa Catarina

4.1.1 Indaial

A primeira area do estudo, estad no municipio de Indaial, Santa Catarina, que apresenta
0 bioma Mata Atléantica. Este municipio ¢ atravessado pelo Rio Itajai-Acu e localiza-se a uma
latitude 26° 53’ 52”° sul e a uma longitude 49° 13’ 54” oeste (FIGURA 8). As coletas foram
realizadas no Centro de Pesquisas Bioldgicas de Indaial (CEPESBI) e no Morro Geisler, regido
de mata atras do CEPESBI (Figura 8).

Figura 8- Dependéncias e localizagdo do Centro de Pesquisas Bioldgicas de Indaial (PEPESBI) e matas ao seu
redor

CEPESBI
@ ndaial
¥ Moo Geisler

4 \I' Mapa CEPESBI e mata ao seu redor n Legenda

Morro Geisler
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Legenda: Em A, mapa com a localizacdo do CEPESBI e a Mata atlantica ao seu redor (Morro Geisler). B e C,
fotos do criadouro do Centro de Pesquisas Bioldgicas de Indaial-Projeto Bugio e ao fundo é possivel observar o
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Morro Geisler). Fonte: A, Google Earth Pro. B, Padilha, dissertacdo, 2015. C, imagem retirado do Google Map
(acessado 27/08/2020 as 11:52).

O CEPESBI recebe com frequéncia animais machucados e vitimas de acidentes
(eletrocussdo, ataque de cdo e atropelamentos) de Indaial e regido. Os animais recebidos séo
tratados e posteriormente devolvidos para a area onde foram capturados, de forma a serem
reintroduzidos em seu habitat natural. O criadouro cientifico de animais silvestres do CEPESBI
(registro IBAMA n°. 1/42/98/000708-90) é o Unico no Brasil especializado na subespécie e ao
longo de 30 anos de atividade ja recepcionou mais de 100 exemplares de bugios. Neste estudo,
foram realizadas coletas de 63 nos animais que residem ou residiram no CEPESBI (Figuras 8 e
9) e 12 de vida livre (coletados no Morro Geisler ou animais recepcionados no CEPESBI que
foram resgatados na regido) (Figura 9A). As Tabelas 1 e 2 apresentam as caracteristicas dos

animais de Santa Catarina incluidos no estudo.

Figura 9- Imagens de diferentes Alouatta glamitans clamitans de cativeiro do Centro de Pesquisas Bioldgicas de
Indaial (CEPESBI), Indaial, SC

Fonte: Assis, 2018 e 2019.
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Tabela 1- Descricdo das amostras obtidas dos bugios ruivos (Alouatta g. clamitans) de cativeiro do Centro de
Pesquisas Bioldgicas de Indaial (CEPESBI), Indaial, Santa Catarina.

Codigo do N b Data da coleta das Local de Origem/ Procedéncia Tempo no
animal NIl 20 Jokste amostras do animal cativeiro®
. 26/10/2010 -
BLO1 Gasper M Adulto 04/10/2019* Gaspar/vida livre 1
* . 26/10/2010 o

BL02 Maitai M Adulto 04/10/2019* Indaial/vida livre 4

BL10 Coquinho M Adulto 04/04/2011 Blumenau/vida livre 8
- 04/04/2011 -

BL11* Cris F Adulto 03/10/2019* Lages/vida livre 4
BL12 Pingo M Adulto 09/04/2011 Indaial/desconhecida 12
BL13 Joana F Adulto 09/04/2011 Séao Bento do Sul/vida livre 2
BL14 Sharon M Adulto 09/04/2011 Brusque/vida livre 8

* x 09/04/2011 P
BL15 Ozzy M Néo Adulto 03/10/2019* Timbd/vida livre 3
* 09/04/2011 -

BL16 Madu M Adulto 03/10/2019* Laguna/vida livre 9

BL17 Ibirama F Adulto 09/04/2011 Ibirama/cativeiro ilegal 5
: 09/04/2011 . el

BL18* Gucki M Adulto 03/10/2019* S&o Bonifacio/vida livre 10
BL22 Bambino M Adulto 09/04/2011 Rodeio/cativeiro ilegal 4
BL25 Lion M Adulto 11/04/2011 Blumenau/vida livre 8
BL30 Panduva F Adulto 12/04/2011 Panduva/cativeiro ilegal 9

- 12/04/2011 .
BL31 Laguna F Adulto 03/10/2019* Laguna/desconhecida 10
* o 12/04/2011 L
BL32 Vitoria F Adulto 01/10/2019* Rodeio/vida livre 7
. 12/04/2011 .

BL33* Rodi F Adulto 03/10/2019* Pomerode/zooldgico 11

BL34 Bimbo F Adulto 05/11/2011 Ascurra/cativeiro ilegal 10
- . 12/04/2011 .

BL35 Kalvin F Adulto 02/10/2019* Lages/desconhecido 8
BL36 Ibirama F Adulto 12/04/2011 Ibirama/cativeiro ilegal 7
BL37 Hit M Adulto 18/05/2013 Blumenaul/vida livre 2
BL38 Kali M Adulto 06/07/2011 Massaranduba/cativeiro ilegal 11
BL39 Nino M Adulto 06/07/2011 Desconhecida/desconhecida 12
BL40 Magon M Adulto 06/07/2011 Indaial 3
BL41 Frida F Adulto 06/07/2011 Blumenau/desconhecida 7

. 06/07/2011 S
BL42 Tedy M Adulto 30/09/2019* Indaial/vida livre 8
BL43* Jack M Adulto 06/07/2011 Campo Alegre/desconhecida 11

04/10/2019*




o1

BL44* Sol Adulto ()()26//](3)07/{22()()1191* Blumenau 7
BL45* Scoby Adulto (;)23/1007/{22(?1191* Indaial/desconhecida 8
BL46 Pepe Adulto 07/07/2011 Garuva/desconhecida 8
BL47 Michael Néo adulto 07/07/2011 Indaial/nasceu em cativeiro 3t
BL48 Menina Adulto 07/07/2011 Lages/desconhecida 9
BL49 Cacau Adulto 07/07/2011 Blumenau/desconhecida 12
BL50 Nicki Adulto 07/07/2011 Joinville/desconhecida 11f
BL51 Lili Adulto 07/07/2011 Joinville/desconhecida 5t
BL77 Teddy Adulto 18/10/2013 Indaial/vida livre 9
BL90 Jodo Adulto 24/08/2008 Jaragua do Sul/cativeiro 2,51
Bugio 2*@ Kate Né&o Adulto 30/09/2019* Indaial/nasceu no CEPESBI 3
Bugio 3*@ Herta Né&o Adulto 30/09/2019* Rio dos Cedros 4
Bugio 4* Boby Adulto 30/09/2019* Rodeio/vida livre 5
Bugio 5* Crista Né&o Adulto 30/09/2019* Blumenau/vida livre 5
Bugio 6* Kaly Adulto 30/09/2019* Massaranduba/cativeiro ilegal 18
Bugio 7*@ Indaia Adulto 01/10/2019* Indaial/vida livre 4
Bugio 8* Lipe Adulto 01/10/2019* Blumenau/vida livre 5
Bugio 9* Bernado Né&o Adulto 01/10/2019* Blumenau/vida livre 5
Bugio 10* Sixiviv Né&o Adulto 01/10/2019* Pomerode 5
Bugio 12*@ Chicha Adulto 01/10/2019 Indaial/vida livre 8
Bugio 13* Nowaski Néo adulto 01/10/2019* Blumenau/vida livre 3
Bugio 14* Franky Né&o Adulto 01/10/2019* Blumenau/vida livre 3
Bugio 15* Barbie Adulto 02/10/2019* Blumenau/vida livre 4
Bugio 19* Ades Adulto 02/10/2019* Blumenau/vida livre 6
Bugio 20* Selke N&o Adulto 02/10/2019* Pomerode/ vida livre 4
Bugio 21* Phelps N&o Adulto 02/10/2019* Indaial/ vida livre 4
Bugio 22*@ Zel Adulto 02/10/2019* Indaial/Nasceu no CEPESBI 9
Bugio 23* Quoquito Adulto 03/10/2019* Blumenau/vida livre 6
Bugio 26* Fredy Adulto 03/10/2019* Indaial/vida livre 15
Bugio 31* Reinoldo Adulto 03/10/2019* Indaial/vida livre 5
Bugio 33* Ménica Adulto 04/10/2019* Blumenau/vida livre 4
Bugio 35* Edy Né&o adulto 04/10/2019* Blumenau/vida livre 2
Bugio 36* Feijao Adulto 04/10/2019* Indaial/vida livre 7
Bugio 37*@ Bauer Adulto 04/10/2019* Blumenau/vida livre 2
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Massaranduba

‘ Massaranduba F ‘ Adulto 25/05/2011 - ‘ -

’ Bugio 11 01 ’ Bugio 01 11 ‘ M ‘ Adulto 11/12/2008 - ‘ -

2:Sexo: F: Fémea, M: Macho

b ]dade estimada de acordo com Carpenter, 1965: Adulto: incluem animais adultos e subadultos; N&o adulto:
Juvenis;

¢ Tempo em anos

+Obito.

ND: ndo declarado - sem informagéo.

* Também houve coleta de amostras para separagao de PBCMs.

@ PBMC:s utilizado para padronizagéo do painel de citometria
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Tabela 2 - Descricdo das amostras obtidas dos bugios ruivos de vida livre capturados no estado de Santa Catarina

ide n'\tl;fitil:: cdo Ncl:]cmgglge sexo? Idade® %Zzaacrlﬁozc'zlrztsa Origem Tipo de busca/ocorréncia
BL64 233 (Deane) M Adulto 18/04/2012 Pomerode Busca passiva/atropelamento
BL62 Quity F Néo Adulto 26/06/2012 Blumenau Busca passiva
BL68 234 F Adulto 12/05/2012 Blumenau Busca passiva
BL69 235 F Adulto 18/05/2012 Blumenau Busca passiva/atropelamentot
BL83 Grupo 13 F Adulto ND Morro Geisler/Indaial Busca Ativa
BL84 247 M Adulto 15/07/13 Pomerode Busca passiva
BL85 Raissa F Adulta 07/03/2010 Pomerode ND
BL86 200 F Adulto 06/04/2011 Blumenau Busca passiva/t
BL87 ND F Adulto ND Massaranduba Busca passiva/eletrocussao
BL91 239 F Adulto 15/01/2013 Blumenau Busca passiva
BL92 238 F Adulto 15/08/2012 Blumenau Busca passiva

Bugio SARA Sarai M Adulto 11/10/2019 Timbé Busca passiva

Bugio 432#@ Bovis M Adulto 01/10/2019# Pomerode Busca pas;g’\fi’géacado por

&:Sexo: F: Fémea, M: Macho
b ldade estimada de acordo com Carpenter, 1965: Adulto: incluem

Juvenis;
+Obito.

ND: ndo declarado - sem informagéo.
# Somente coleta de PBMCs

@ PBMC:s utilizado para padronizacéo do painel de citometria

4.1.2 Joinville

animais adultos e subadultos; Nao adulto:

A segunda area de estudo, também localiza-se no estado de Santa Catarina, no municipio

de Joinville, que apresenta o bioma de Mata Atlantica. Localiza-se a uma latitude 26° 14' 41.78"

sul e a uma longitude 48° 53'02.87" oeste . Foram coletadas amostras de sangue e plasma de 39

Alouatta guariba clamitans de vida livre capturados durante um estudo comportamental

realizado em uma regido remanescente de Mata Atlantica, localizada dentro de uma area

industrial, em uma colaboragdo com Nucleo de Educa¢do Ambiental do Condominio Perini

Business Park, Joinville, SC (Figura 10).



http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sul
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oeste
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Figura 10- Localizacdo do fragmento de floresta e local onde foram capturados os Alouatta guariba clamitans de
vida livre, na cidade de Joinville, Santa Catarina, Sul do Brasil.

-+ Joinville

... SANTACATARINA

"

A 3

® nNEA
Number of captured monkeys
1

a 2

Legenda: NEA = laboratorio. Os tridngulos representam os locais onde um (amarelo), dois (verdes) ou trés (azuis)
macacos foram capturados. A area delimitada por linha tracejada vermelha corresponde a propriedade do Parque
Empresarial Perini onde o estudo foi desenvolvido. Fonte: Nunes et al., 2019.

A tabela 3 apresenta as caracteristicas dos animais de Santa Catarina incluidos no
trabalho. O estudo teve autorizagdo do Sishio/ICMBio0 (n°. 57756731).



Tabela 3 - Descrigdo das amostras de Alouatta guariba clamitans de vida livre capturados na cidade de
Joinville, Santa Catarina

Codigo do animal Chip do animal sexo? Idade® Dataa(ﬁozti:,zt: b
1PCBR 900032001018776 F Adulto 07/07/2015
2 PCBR 900032001018775 F Adulto 09/07/2015
3 PCBR 900032001018774 M Adulto 10/07/2015
4 PCBR 900032001018763 M Adulto 10/07/2015
5PCBR 900032001018765 M Adulto 10/07/2015
6 PCBR 900032001018771 F Adulto 10/07/2015
9 PCBR 900032001018773 M Adulto 10/07/2015
10 PCBR 900032001018772 M Adulto 10/07/2015
11 PCBR 900032001018779 F Né&o Adulto 10/07/2015
12 PCBR 900032001018764 F Adulto 10/07/2015
13 PCBR 900032001018778 M Adulto 10/07/2015
14 PCBR 900032001018769 F Adulto 10/07/2015
15 PCBR 900032001018766 M Adulto 10/07/2015
16 PCBR 900032001018780 F Adulto 10/07/2015
17 PCBR 900032001018770 F Adulto 10/07/2015
18 PCBR 900032001018767 M Adulto 10/07/2015
19 PCBR 900032001018777 F Adulto 10/07/2015
20 PCBR 900032001014717 F Né&o Adulto 10/07/2015
21 PCBR 900032001014716 M Néo Adulto 10/07/2015
22 PCBR 900032001014719 F Adulto 10/07/2015
23 PCBR 900032001014703 M Adulto 10/07/2015
24 PCBR 900032001014709 M Né&o Adulto 10/07/2015
25 PCBR 900032001014720 F Né&o Adulto 10/07/2015
26 PCBR 900032001014701 M Né&o Adulto 10/07/2015
27 PCBR 900032001014712 F Adulto 10/07/2015
28 PCBR XX F Né&o Adulto 10/07/2015
29 PCBR 900032001014705 F Adulto 10/07/2017
31 PCBR 900032001014714 M Adulto 10/07/2017
32 PCBR 900032001014706 F Adulto 10/07/2017
33 PCBR 900032001014718 F Adulto 11/07/2017
35 PCBR 900032001014704 M Né&o Adulto 13/03/2017
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36 PCBR 900032001014711 F Adulto 14/07/2017
37 PCBR 900032001014707 M Adulto 05/08/2017
41 PCBR 900032001014715 M Adulto 02/09/2017
43 PCBR 900032001018508 M Adulto 10/11/2017
45 PCBR 900032001018507 F Adulto 12/11/2017
46 PCBR 900032001018762 M Adulto 05/12/2017
47 PCBR 900032001018768 F Adulto 07/12/2017
49 PCBR 900032001014710 F Adulto 08/12/2017

&:Sexo: F: Fémea, M: Macho
b ldade estimada de acordo com Carpenter, 1965: Adulto: incluem animais adultos e subadultos; Ndo adulto:
Juvenis;

4.4 Amostras de Primatas Neotropicais

De cada animal foram coletados cerca de 2-5 mL de sangue em tubos contendo Heparina
sodica ou EDTA, ou tubo ativador de codgulo por puncdo da veia femoral. Durante o
procedimento os animais foram sedados com Quetamina® e Midazolan. Inicialmente as
amostras de sangue total foram centrifugadas 350 x g por 10 minutos para a obtencao do plasma
na presenga do anticoagulante e o soro no tubo sem anticoagulante. Aliquotas de 500 puL de
plasma foram armazenadas em -20 °C para realizacdo da sorologia.

O sangue coletado com EDTA foi utilizado para extracdo de DNA através do QlAamp
DNA mini kit (Qiagen, Minneapolis, EUA) ou Kit Puregene®, Gentra Systems Blood kit
(Qiagen, Venlo, Netherlands) para confirmacdo de uma infec¢do ativa, por diagndstico

molecular e separacdo plasma e de células mononucleares para as analises imunologicas.

4.2 Descricdo da area de estudo no Rio de Janeiro

A terceira area de estudo foi o Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ). O
CPRJ (numero de registro do IBAMA 458460) é uma unidade de protecdo de primatas
localizado no municipio de Guapimirim, na Serra dos Orgéos, em uma area de Mata Atlantica,
a cerca de 100 km da cidade do Rio de Janeiro. Localizado a 22°29°18.28” de latitude sul e
42°54°48.43” de longitude oeste, 70% do municipio encontra-se em area de prote¢do ambiental
coberto pela Mata Atlantica.

O CPRJ mantém em cativeiro cerca de 250 primatas de pequeno e médio porte com

representantes de todas as familias de primatas neotropicais (Cebidae, Aotidae, Pitheciidae,
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Atelidae e Callitrichidae), distribuidos em 85 viveiros ocupando uma area de aproximadamente

de 264.920 hectares proximos a mata (FIGURA 11).

Figura 11 - Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ): localizag8o, seus cativeiros e alguns exemplares de

primatas neotropicais.

Fonte: Google Earth Pro e Assis, 2019.
Foram coletadas amostras de sangue e plasma de 40 animais de cativeiro pertencentes

a todas as familias Platyrrhini (Tabela 4).



Tabela 4 - Descricdo das amostras obtidas dos primatas neotropicais de cativeiro CPRJ, Guapimirim, RJ
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Caodigo - - . Tempo
Familia de - N b Data da Local de Origem/ Vida
(;IO PNH Espécie de PNH Sexo Idade Coleta Livre _de_ .
animal cativeiro
1624 Cebidae Sapajus xanthosternos M Adulto 01/11/2011 Nascido CPRJ 16
21/11/2011
* i i .

2005 Cebidae Sapajus xanthosternos F Adulto 20/02/2019* llheus-BA 11

2046 Cebidae Sapajus xanthosternos F Adulto 01/11/2011 Nascido no CPRJ 9
28/01/2015
* . . -
2098 Cebidae Sapajus xanthosternos F Adulto 20/02/2019% Nascido no CPRJ 12
2110 Cebidae Sapajus robustos F Adulto 01/11/2011 Captur_ado em Belo 4
Horizonte/MG
2125 Cebidae Sapajus xanthosternos F Adulto 21/11/2011 Nascido no CPRJ 8
2135 Cebidae Sapajus xanthosternos F Adulto 21/11/2011 Nascido no CPRJ 7
2183 Cebidae Sapajus xanthosternos F Adulto 21/11/2011 Nascido no CPRJ 6
) o 21/11/2011 Criadouro Velho
*@
2203 Aotidae Aotus nigriceps M Adulto 20/02/2019% Jatoba/Sorocaba-SP 11
2207 Cebidae Sapajus robustus M Adulto 21/11/2011 Porto Seguro/Veracell 6
29/01/2015
* . .
2297 Cebidae Sapajus robustus F Adulto 20/02/2019* Nasceu no CPRJ 11
2299 | Callitrichidae Saguinus midas M | Adulto | 21112011 Cachoeira de 4
Macacu/RJ
21/11/2011
*@ i i i
2324 Cebidae Sapajus xanthosternos F Adulto 20/02/2019% Nascido no CPRJ 3
2359 Callitrichidae Leontopithecus chrysomelas F Adulto 01/11/2011 Nascido no CPRJ* 4
21/11/2011
- . . .

2360 Cebidae Sapajus robustus F Adulto 20/02/2019% Nascido no CPRJ 4
2388 Cebidae Sapajus xanthosternos M Adulto 21/11/2011 Nasceu no CPRJ 4
2392 Cebidae Sapajus xanthosternos F Adulto 21/01/2011 Nasceu no CPRJ 3

) . . 21/11/2011 Cachoeira de
*@
2443 Atelidae Alouatta guariba clamitans M Adulto 20/02/2019* Macacu/RJ 2
Selvagem apreendido
2466 Pithecidae Callicebus personatus F Adulto 21/01/2011 em Belo Horizonte/ Zoo 1
Sorocaba
. . Parque dos Passaros em
2501 Cebidae Cebus sp*. M Adulto 01/11/2011 Rio das Ostras/RJ 2
21/11/2011
*@ H * 1
2503 Cebidae Cebus sp*. F Adulto 20/02/2019* Vigosa/MG 1
2504 Cebidae Cebus sp*. F Adulto 21/11/2011 Vigosa/MG' 1
2536 Cebidae Sapajus xanthosternos M Adulto 21/11/2011 Nasceu no CPRJ 1
2559 Cebidae Cebus sp*. F Adulto 21/112011 Bom Jardim/RJ" 5
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21/11/2011 Recreio dos
2576*@ Atelidae Alouatta Caraya M Adulto » | Bandeirantes - Estancia 9
20/02/2019 :
daSa—RJ
2456 Cebidae Sapajus nigrittus robustus M Adulto 21/11/2011 Nascido no CPRJ 2
2049* Atelidae Brachyteles arachnoides F Adulto 20/02/2019* | Orquidario de Santo/SP 18
2263* Atelidae Brachyteles arachnoides M Adulto 20/02/2019%* Nascido no CPRJ* 12
2302*@ Pithecidae Cacajao melanocephalus F Adulto 20/02/2019* Manaus/AM 12
2390* Callitrichidae Mico humeralifer M Adulto 20/02/2019%* Nascido no CPRJ 10
2435* Callitrichidae Leontopithecus rosalia M Adulto 20/02/2019* Nascido no CPRJ 9
2564* Cebidae Sapajus robustus M Adulto 20/02/2019%* Nascido no CPRJ 7
2620* Pithecidae Cacajao melanocephalus F Adulto 20/02/2019* Manaus/AM 7
3078* Atelidae Brachyteles arachnoides M Adulto 20/02/2019* Nascido no CPRJ 4
2619%* Atelidae Ateles paniscus F Adulto 20/02/2019%* Manaus/AM 7
2539 Cebidae Sapajus xanthosternus M Adulto 30/10/2019 Nascido no CPRJ 8
2592 Cebidae Sapajus xanthosternus M Adulto 30/10/2019 Nascido no CPRJ 7
2208 Cebidae Sapajus robustus F Adulto 30/10/2019 Porto Seguro/Veracell 14
3636 Atelidae Alouatta guariba clamitans M Adulto 25/10/2019 Vida livre/ Macaé 3
3622 Atelidae Alouatta guariba clamitans F Adulto 25/10/2019 Vida livre/ Itaocara 3
"Hibrido,

a:Sexo: F: Fémea, M: Macho

b ldade estimada de acordo com Carpenter, 1965: Adulto: incluem animais adultos e subadultos; N&o adulto:
Juvenis;

¢ Tempo em anos

Obito.

* Também houve coleta de amostras para separagdo de PBCMs.

@ PBMC:s utilizado para padronizacao do painel de citometria

4.3 Descricdo da area controle de estudo no estado de Minas Gerais

Para obtencdo de amostras de controles negativo de primatas neotropicais nunca
expostos ao Plasmodium sp, foram coletadas 23 amostras de soros e plasmas de PN de todas as
familias de primatas neotropicais da Fundagdo de Parques Municipais e Zooboténica de Belo
Horizonte (FPMZ), Minas Gerais, localizado em area sem transmissdo de malaria (TABELA
5). As amostras foram coletadas entre janeiro de 2013 a janeiro de 2019 e estavam armazenadas
na FPMZ.




Tabela 5 - Descricdo das amostras obtidas dos primatas neotropicais de cativeiro FPMZ, Belo Horizonte, MG

Codigo do | Familia de Data da
animal PNH Espécie de PNH Coleta Procedéncia
13PM0007S | . - | Leontopithecus | 10,57 /5003 CPRI - 16/09/2009
Callitrichidae rosalia
13PM0069S . Alouatta guariba | 71315415 | NATUREZA - CONGONHAS/MG
Atelidae clamitans
13PMO131S |, Alouatta guariba | 5q,; /5073 FPMZB - 11/08/2013
Atelidae clamitans
13PMO0148S | . Sapajus 23/11/2013 FPMZB - 21/12/2011
Cebidae xanthosternos
14pMo113p | | Leontopithecus | q 09,5074 FPMZB - 01/04/2014
Callitrichidae rosalia
14PMO115P | - . Sapajus 17/09/2014 FPZSP - 03/04/2011
Cebidae xanthosternos
Sapajus
15PM0032S . 12/03/2015 FPMZB - 12/12/2009
Cebidae xanthosternos
Alouatta guariba
15PMO053S | 5 i clamitans | 17/04/2015 | NATUREZA - CONGONHAS/MG
15PMO0078S o Leontopithecus | 4 q/56/9015 FPMZB - 04/12/2013
Callitrichidae rosalia
15PMO0079S N Leontopithecus | 4 q/56/9015 FICHA NAO ENCONTRADA
Callitrichidae rosalia
15PMO080S | 1. Leontopithecus | 19/06/2015 FPMZB - 07/09/2013
Callitrichidae rosalia
15PMO0090S | Aotidae Aotus infulatus 7/7/2015 NATUREZA - PUC/MG
. NATUREZA, CETAS - PORTO
15PMO0091S Aotidae Aotus infulatus 7/7/2015 VELHO/RO
15PMO0124S | ... ... Chiropotes | 14/08/015 |  ZOO DE CURITIBA - 23/07/2002
Pithechiidae satanas
Lagothrix NATUREZA, CETAS - PORTO
16PMO012S Atelidae lagotricha 15/03/2016 VELHO/RO
Lagothrix NATUREZA, CETAS - PORTO
16PMO013S Atelidae lagotricha 15/03/2016 VELHO/RO
Lagothrix NATUREZA, CETAS - PORTO
16PMO014S Atelidae lagotricha 15/03/2016 VELHO/RO
Lagothrix NATUREZA, CETAS - PORTO
16PMO015S Atelidae lagotricha 15/03/2016 VELHO/RO
Lagothrix NATUREZA, CETAS - PORTO
16PMO016S Atelidae lagotricha 15/03/2016 VELHO/RO
Pithecia ifrorata NATUREZA, CETAS - MANAUS/AM
17PM0001S orata 23/01/2017 |  (PASSOU UM TEMPO NO CPRJ
Pithechiidae ANTES DE VIR PARA BH)
Alouatta guariba APREENSAO DO IBAMA, ZOO DE
17PM0026P Atelidae clamitans 03/04/2017 VARGINHA/MG
19PMO0004S | Atelidae Ateles paniscus | 09/01/2019 FICHA NAO ENCONTRADA
19PMO004P | Atelidae Ateles paniscus | 09/01/2019 FICHA NAO ENCONTRADA

60



61

4.5 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi feita previamente realizada (Costa et al., 2014; de Alvarenga et
al., 2015; Alvarenga et al., 2017; de Alvarenga et al., 2018; Nunes et al., 2020) e nas amostras
coletadas em 2019 neste trabalho. A extracdo do DNA gendémico foi realizada utilizando-se o
QlAamp DNA mini kit (Qiagen Minneapolis, EUA) ou Kit Puregene®, Gentra Systems Blood
kit (Qiagen, Venlo, Netherlands), de acordo com as especificacbes do fabricante.
Resumidamente, para cada 300 pL de sangue total foram acrescentados 900 pLde solucdo de
lise para eritrocitos. A mistura foi incubada por 1 minuto a temperatura ambiente e entdo
centrifugada a 13000 x g, por 20 segundos. O sobrenadante foi entdo removido e o material
ressuspendido em 300 pL. de solucdo de lise celular, sendo o material submetido por 10s em
agitador de tubos (vortex). Em seguida, foram adicionados 100 puL de solugdo de precipitagdo
de proteina, sendo o material submetido por 20s no vértex, e centrifugado a 13000 x g, por 1
minuto a 25 °C. O sobrenadante contendo o DNA solGvel foi precipitado em um tubo contendo
300 uL de isopropanol P.A. (Merck). O tubo foi invertido cerca de 50 vezes até o DNA ficar
visivel. Em seguida, o DNA foi centrifugado a 13000 x g, por 1 minutos, a 25 °C, sendo o
sobrenadante descartado e vertido o tubo para completa evaporagao. Foi adicionado 300 pL de
etanol 70% gelado para a lavagem do DNA seguido de centrifugacdo a 13000 x g, por 1 minuto,
a 25 °C. O sobrenadante foi novamente descartado e ap6s a completa evaporacao do etanol por
aproximadamente 5 min, o DNA foi hidratado com 30 uL de solug¢ao de hidratagdo (Tris-
hidrometil aminometano, EDTA) e incubado por 1 hora, a 65°C e o DNA extraido foi

armazenado a -20 °C até o seu uso.

4.6 Diagnostico molecular: reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

4.6.1 Nested-PCR

As amostras de DNA dos primatas neotropicais foram submetidas a Nested-PCR
(Snounou et al., 1993), que amplifica na primeira reacdo um fragmento género-especifico de
1200 pb do gene que codifica a subunidade menor do RNA ribossomal utilizando-se os
iniciadores rPLU5 e rPLU6. Na segunda reagdo, sequéncias espécie-especificas sdo
amplificadas, no qual se utilizam pares de iniciadores especificos (rFAL1-rFAL2, rVIV1-
rVIV2, rIMAL1-rMAL2 para P. falciparum, P. vivax, e P. malariae, respectivamente). Os
iniciadores estdo apresentados na Tabela 5. As reagdes foram realizadas em volumes de 20 pL
utilizando-se: 1-2 pL de DNA, 0,25 uM de cada um dos iniciadores, 10 uL de Master Mix
(Promega-0,3 U Taq DNA Polimerase, 200 uM de cada um dos dNTPs ¢ 1,5 mM de MgCly).
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As amplificagGes foram realizadas no termociclador PTC-100™ Version7.0 - MJ Research e
as condi¢Oes da PCR foram, para a primeira reacdo: um ciclo de 95 °C por cinco minutos, 24
ciclos de 58 °C por dois minutos, 72 °C por dois minutos e 94 °C por um minuto, seguidos de
um passo final de 58 °C por dois minutos, 72 °C por cinco minutos e 4 °C por tempo ilimitado.
A segunda reacdo foi realizada nas mesmas condicGes, porém com 29 ciclos, utilizando-se 1
ML do produto amplificado da primeira reagdo como DNA molde.

A visualizacao dos fragmentos amplificados foi feita em eletroforese em gel contendo
2% de agarose (Invitrogen) dissolvida em tampédo TAE 1x (40mM Tris-acetato, ImM EDTA),
sendo adicionados 5 pg/mL de brometo de etidio (Invitrogen). As amostras de DNA foram
misturadas ao tampdo de amostra Orange 5X (Alaranjado G da VETEC e Ficol da Sigma) e
aplicadas em cada uma das canaletas do gel de agarose. A corrida eletroforética foi realizada
em um sistema horizontal (Bio-Rad) a 100V, por cerca de 30 minutos em TAE 1X. O gel foi

analisado em transluminador ultravioleta (UVP - Bio-Doc it System).

4.6.2 Nested PCR/RFLP

As amostras de DNA tambeém foram submetidas & Nested-PCR/RFLP baseando-se na
metodologia descrita por Alvarenga e colaboradores (2018), que tem como alvo 0 gene
mitocondrial COX1. Na primeira reacéo se utiliza os iniciadores PSImOUTF e PsimINR e na
segunda reacdo, PSimEDF PsimEDR. Os iniciadores estéo apresentados na Tabela 5. A primeira
reagdo foi realizada em volumes de 20 pL contendo 0,5 uM de cada iniciador de
oligonucleotideo, 2 uL de DNA, 0,2 uL. de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, 5 U/uL), 0,2 mM
de cada um dos dNTPs e 1,5 mM de MgCl.. Os ensaios de PCR foram realizados em um
termociclador (Veriti 96 pogos, Applied Biosystems) com os seguintes parametros de ciclo:
uma desnaturacao inicial em 94°C por 2 min seguido por 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por
30 segundos, anelamento a 54°C por 20 segundos e extensdo a 72° C por 30 segundos, seguido
por uma incubacéo de extensdo final a 72°C por 2 minutos e 4°C por tempo ilimitado. Para o
segunda PCR, 2 uL do produto primario foi usado como molde. Os parametros de ciclagem
para a segunda rodada de PCR foram iguais aos da primeira rodada.

Os fragmentos amplificados foram visualizados por eletroforese em géis de agarose 2%
em tampédo TAE 1x (40mM Tris-acetato, ImM EDTA) com 5 pg/mL de brometo de etidio
(Invitrogen) em sistema horizontal (Bio-Rad) a 100 V por 30 minutos. Géis foram examinados
no transiluminador UV (UVP - Bio-Doc System it).

Apos a amplificacdo (confirmada por eletroforese em gel de agarose), os produtos de
PCR foram digeridos com a enzima de restricdo HpyCH4l11l (New England biolabs, Ipswich,
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MA, USA). A digestao foi realizada em 10 puL. contendo 0,5 pL. da enzima (5 U/uL), 1 uL do
tampao de enzima e 5 pL de produto de PCR (2—7 pL de acordo com a intensidade dos produtos
de PCR em geis de agarose). A digestdo foi incubada a 37°C durante 3 horas. Todas as reacdes
de digestdo e a quantidade equivalente de DNA néo digerido foi visualizado em eletroforese

em gel de agarose a 3% e examinado em transiluminador de UV.

4.6.3 Controles das reacdes de PCR e iniciadores utilizados

Em todos os ensaios de PCR foram utilizados controles positivos e negativos nas
reacOes. Os controles positivos utilizados foram: (i) DNA de P. falciparum, cepa 3D7 mantida
no Laboratério de Maléria (IRR-FIOCRUZ MINAS); (ii) DNA de paciente com alta
parasitemia para P. vivax e DNA de P. simium obtido de simio com infec¢do aguda e
parasitemia confirmada pela microscopia optica (BL10); (iii) DNA de P. brasilianum do MR4
(Banco Internacional de Reagentes de Referéncia de Maléria — ATCC, USA). Como controles
negativos foram utilizadas amostras DNA de sangue total de humanos ndo infectados e de
Primatas Neotropicais ndo infectados, além do controle negativo da PCR na auséncia de DNA.

Os iniciadores utilizados neste estudo estdo demonstrados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Iniciadores utilizados no estudo

. Tamanho do .
PCR Alvo Iniciadores Sequéncias de nucleotideos (5’ — 3°) Referéncia
fragmento
Nested 1 Gene 185 de rPLUS 5*CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC3’ Snounou et al
Reacs Plasmodi 1200 pb 1093 )
eagao asmodium sp. rPLUG S TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG3’®
Gene 18S de P. rvivi 5’CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATACS’
_ 120 pb
vivax Viv2 S TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT3’
Nested 2 | Gene 185 de P IFALL STTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT3’ Snounou ot al
Reacs falci | 205 pb 1093 .Y
eagao alctparum IFAL2 | 5’ACACAATGAACTTCAATCATGACTACCCGTC3’
MALL 5’ ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATACCGC3’
Gene 18S de P.
_ 144 pb
malariea
MAL2 5’ AAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA3’
. | PsimOUTE 'CAGGTGGTGTTTTAATGTTATTATCAG3'
Nested 12 | Gene Mitocondrial SimOU S'CAGGTGGTG G CAG3
Reagao coxi PsimINR S'ATGTAAACAATCCAATAATTGCACC3'
de alvarenga et
Nested g | GENE Mitocondrial | - PSImEDF 5'ATCCTACATTTGCTGGAGATCCTA3' al. 2018
este
e COX1 de 244 bp
eagao Plasmodiumsp. | PSMEDR 5'GCTCTTGTATCTACTTCTAAACCTGTAG3'

4.7 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando peptideos sintéticos da Proteina
Circunsporozoita (CSP) de Plasmodium sp.

Os ensaios de ELISA foram padronizados em colaboracdo com a Dra. Joseli Ferreira
(10C), segundo protocolo de Duarte al., 2006 e Pereira et al., 2018, com modifica¢bes. Foram
utilizados 5 peptideos sintéticos que representam repeticdes de dominios imunes de CSP. As
sequéncias de P. vivax foram utilizadas das trés variantes: Pvc - P. vivax VK210
DGQPAGDRAAGQPAG-(DRADGQPAG)2, Pvk - P. vivax VK247 (ANGAGNQPG)z-
ANGAGN, e Pvl - P. vivax-like (APGANQEGGAA)z. Foram usadas também as sequéncias de
P. falciparum (PfCSP) e P. malarie/P. brasilianum (Pm/PbCSP) (NANP)s e (GNAA),-GNDA-
(GNAA)4, respectivamente.

Placas de 96 pogos (Nunc MaxiSorp®) foram sensibilizadas por 12 horas a 4°C em
camara Umida com 50 pL por poco com 10 pg/mL dos peptideos. Apds a incubacdo, a placa
foi lavada quatro vezes com solucdo de PBST (PBS, 0,05% de Tween 20) e bloqueadas com 50
pL/poco da solucdo de bloqueio (PBST, 5% de BSA). Apos 1 hora, as placas foram vertidas
para a retirada do excesso de solugdo e incubadas em camara umida a 37°C com 50 pL de
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plasma diluido a 1:50 em tampdo PBST contendo 2,5% de BSA, em duplicata. Apo6s 1 hora de
incubacéo, as placas foram lavadas 4 vezes com 150 pL/poco de PBST e incubadas por 1 hora
com 50 pL/poco do conjugado anti- IgM de humano a peroxidase (Jackson Immunoresearch)
na diluicdo de 1: 2500 em PBST com 2,5% BSA ou na diluicdo 1:3000 anti-lgG de Macaca
mulata ligado & peroxidase (Sigma-Aldrich). Apo6s a lavagem, a reacdo foi revelada com
dicloridrato de ortofenilenodiamina (OPD, Sigma-Aldrich) diluido em 50 mL de tampé&o 0,1 M
citrato de sddio pH 5,0, contendo 40 pL de perdxido de hidrogénio a 30% (Merck Millipore).
Apdbs 20 minutos, a reacdo foi interrompida com 25 pL de solucdo 2N acido sulfdrico. A
densidade 6tica foi avaliada usando filtro de 490nm (DO490nm) em leitor automético de
ELISA (Spectra Max 340PC 384, Molecular Devices). Os resultados foram expressos pelo
indice de Reatividade (IR) que foi calculado dividindo os valores médios de DO das amostras
testadas pela média mais trés desvios padrdo (DP) de amostras de 3 Bugios Ruivos (Alouatta
guariba clamitans) da Fundagdo de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte,
Minas Gerais, localizado em &rea sem transmissdo de malaria. Esses animais se mostraram
negativos no diagndstico molecular antes do inicio dos experimentos. Essa espécie foi escolhida
por representar 77% dos animais presentes neste estudo. Foram considerados positivos animais
com IR > 1. Os cut-off para os peptideos foram, Pvc: 0,532 e 0,128; Pvk: 1,20 e 0,157; Pvl:
0,660 e 0,152; Pf: 0,442 e 0,181; Pb/Pm: 0,785 e 0,151, para IgM e IgG respectivamente.

4.8 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando os antigenos da fase sanguinea

Os ensaios de ELISA foram realizados segundo protocolo descrito por Ceravolo et al.,
2005, Kano et al., 2012, Pires et al., 2018, Monteiro et al., 2020 e Medeiros et al., 2020, com
modificagdes, sendo que a concentracdo de antigenos recombinantes e diluicBes dos anticorpos
primarios e secundarios, foram determinados durante deste trabalho por titulagcdo. Foram
utilizados apenas antigenos de P. vivax pela sua alta prevaléncia no pais e pela disponibilidade
desses antigenos no laboratorio dos estudos de resposta imune humana.

A proteina recombinante AMA-1 (Apical Merozoite antigen - 1) foi gentilmente cedida
pela colaboradora Irene Soares do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Séo
Paulo - USP. A proteina DBPII (Duffy Binding Protein region Il) Sall (variante Salvador-I) foi
produzida pelo nosso grupo segundo protocolo publicado previamente (Ceravolo et al., 2005).
A proteina recombinante EBP-2 (Erythrocyte Binding Protein 2), foi produzida por um dos
membros do nosso grupo de pesquisa durante o seu doutorado sanduiche no laboratério do Dr.
John Adams, na Universidade do sul da Florida/EUA, seguindo o protocolo publicado
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(Ntumngia et al., 2016). E as proteinas recombinantes Merozoite surface protein 119 (MSP110)
de P. vivax (PvMSP1li), P. malariae (PmMSPl)e P. falciparum (PfMSP1i), foram
gentilmente cedida pela colaboradora Lilian Pratt Riccio do (10C).

Resumidamente, placas de 96 pocos (NuncMaxiSorp®) foram sensibilizadas com
antigenos de P. vivax nas concentracGes de 3 pg/mL para DBPII e 1,5 pg/mL para AMA-1 e
EBP-2 por 12 horas a 4°C. Ap6s a incubacdo, a placa foi lavada com solucdo de PBST por 3
vezes) e bloqueadas com 200 pL/poco da solucéo de bloqueio (PBST com 5% de leite em po
desnatado). Ap6s 1 hora, as placas foram lavadas 5 vezes com a solucdo de PBST e incubadas
a 37°C com 100 pL de plasma diluido a 1:50 (IgM) ou 1:100 (IgG) em tampédo PBST contendo
3% de leite em p6 desnatado, em duplicata. Apds a incubacdo, as placas foram lavadas
novamente e incubadas por 1 hora com 100 pL/pogo do conjugado anti-lgM de humano
(1:5.000) e anti-lgG de macaco rhesus (A-2054; Sigma-Aldrich) ligado a peroxidase diluido
1:80000 em PBST com 3% de leite em pd desnatado. Apos a lavagem, a reacdo foi revelada
com dicloridrato de ortofenilenodiamina (OPD, Sigma-Aldrich) diluido em 50 mL de tampéo
0,1 M citrato de sodio pH 5,0 e 40 pL de peroxido de hidrogénio a 30% (Merck Millipore).
Apdbs 20 minutos, a reacdo foi interrompida com 50 L de solucdo 4N éacido sulfdrico. A
densidade otica foi mensurada em filtro de 492nm (DO492nm) em leitor automatico de ELISA
(Spectra Max 340 PC 384, Molecular Devices). Os valores foram expressos em indice de
reatividade (IR) sendo considerados positivos animais com IR > 1. Os cut-off para 0s antigenos
foram, PvEBP-2: 0,196 e 0,011; PvDBPII: 0, 371 e 0,019; PvAMA-1: 0,138 € 0,034, para IgM

e 1gG respectivamente.
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4.9 Processamento das amostras de sangue: obtencdo das células mononucleares do
sangue periférico (PBMC)

Foram coletadas 57 amostras de sangue para separacdo dos PBMCs de PNHs do
CEPESBI e CPRJ, como destacado nas tabelas 1, 2 e 3, respectivamente. O sangue total
coletado em tubo com heparina sddica foi diluido na proporcéo 1:1 em PBS/SFB 2% (Soro
Fetal Bovino, Gibco). Cuidadosamente o sangue foi adicionado sobre uma solucdo de
histopaque 1077 (Sigma-Aldrich) na proporc¢éo de 1:2 e centrifugado a 350 x g por 40 min em
temperatura ambiente. O anel formado entre a interface do plasma e histopaque (PBMCs) foi
coletado e submetido a lavagens com RPMI incompleto (24 mM bicarbonato de sédio, 2 mM
L-glutamina, 25 mM HEPES, 100 U/mL penicilina e 0,017 mM estreptomicina, pH 7,4, 350 x
g por 10 mina 4°C, 3 vezes. As células foram ressuspendidas, contadas em camara de Neubauer
e ajustadas para uma concentragdo entre 5x10° a 1x107 células/mL em 90% de soro bovino fetal
(SFB, Gibco) suplementado com 10% de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich).
Inicialmente, a suspensdo de PBMCs foi mantida em camara de congelamento (Nalgene)
contendo isopropanol em -80°C por 24h, seguida de armazenamento em nitrogénio liquido até

0 USO.

4.10 Descongelamento e imunofenotipagem de células T

O descongelamento das PBMCs dos PN foi feito delicadamente em banho-maria a
37°C, entdo as células foram adicionadas em tubos de polipropileno (Falcon) contendo 10 mL
de RPMI completo (10% SBF, pH 7,4) contendo 20 g/mL de benzonase® nuclease (Sigma-
Aldrich). Em seguida, as células foram lavadas com RPMI completo em 1400 rpm por 10
minutos, 4°C. Apo6s a lavagem, 1mL de meio RPMI completo foi usado para ressuspender as
celulas e entdo, 10 ul da suspensdo foram diluidos em 90 ml do corante de viabilidade Tripan
Blue (Gibco) para contagem usando o contador automatico Countess C10281 Automated Cell
Counter Hemocytometer (Invitrogen). Apos a contagem a concentragdo de PBMCs viaveis foi
ajustada para 1 x 10° células/mL, e entdo foram distribuidas em tubos de polipropileno de 5mL

(Falcon).

A seguir, PBS 1X foi usado para ressuspender as células, que foram incubadas com
marcador de viabilidade celular (Live/Dead FixableDeadCell Stains, Invitrogen, Califérnia,
USA) por 30 minutos. Posteriormente as células foram lavadas com PBS 1X e entdo foi
realizada a marcacdo de superficie com um painel contendo anticorpos para avaliacdo de

subpopulacdes de células T CD4 e CD8 (memdria e efetora). Todos 0s anticorpos selecionados
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foram previamente titulados baseado no ensaio de imunofenotipagem de sangue fresco
padronizado pela Dra Cristiana Brito durante seu Pds-doc na Emory University, em Aotus
infectado por Plasmodium vivax Brasil V11 (dados ndo publicado) e o volume de cada anticorpo
foi ajustado dentro do painel para avaliacdo das subpopulacdes de células T. No quadro 1 foram

descritos os marcadores, clones e fluordforos utilizados neste painel.

Em sintese, a diluicdo dos anticorpos foi feita em tamp&o de FACs (PBS 1X contendo
2% de SBF) e 100uL do mix de anticorpos foram adicionados a uma concentracdo de 1 x 10°
células/mL de cada primata neotropical. Em seguida, as células foram incubadas por 30 minutos
sob protecdo da luz a fim de realizar a marcagdo de superficie com os anticorpos. As células
foram lavadas com tampé&o de FACs e centrifugadas a 1400 rpm por 10 minutos, 4°C e entéo
ressuspendidas em tampdo FACs. Para cada amostra foram adquiridos cerca de 200.000
eventos, a aquisicdo das células foi realizada usando o citdmetro de fluxo LSR Fortessa (BD
Pharmingen), onde os parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) foram utilizados
para selecionar a populacéo de linfdcitos, em seguida, os dados foram analisados utilizando o

programa FlowJo versdo 10.

A fim de padronizar a caracterizacao das subpopulacdes de células T, foram utilizados
os marcadores CD3, CD4, CD8, CD28, CD95. A estratégia de analise usada para segregacao
das subpopulac@es de células T foi baseada na exclusédo inicial de células mortas (marcadas
com corante Live/Dead) e em seguida, a exclusdo de mondcitos (CD14+), assim, essas
populacdes foram agrupadas em um unico canal de leitura no citdmetro (comprimento de onda
violeta 405nm, V450). Posteriormente as células T totais foram identificadas atraves da
expressdo do marcador CD3 +. A seguir, usando o conjunto de marcadores CD4 e CD8, as
células T foram classificadas em subconjuntos de células T Helper (CD4+ CD8-), e células T
Citotoxicas (CD8 + CD4-). A inclusdao de CD28+ CD95+ possibilitou um maior refinamento
desses subconjuntos, e ambas as células T CD4+ e CD8+ foram subdivididas e identificadas
em: Células T Naive (CD28+ CD95-), células T de memdria central (CD28+CD95+) e células
T de memoria efetora (CD95+CD28-), baseado no protocolo de Pitcher e colaboradores (2002),

desenvolvido em macacos Rhesus (PNH do velho mundo) (Figura 12).
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Figura 12 - Estratégia de andlise por citometria de fluxo para fenotipagem de subpopula¢des de células T.

3 7% Linfocitos

FSC-H

PerCP-Cy5-5-A

i CD95- D95+

APC-A |

PE-A

Legenda: Estratégia de analise por citometria de fluxo para fenotipagem de subpopulacbes de células T.
Subconjuntos de células mortas marcadas com corante de viabilidade celular Live/Dead e Mondcitos (CD14+ ),
foram agrupadas em um mesmo canal de exclusdo. A partir do gate de células T totais (CD3+ ) foram obtidas as
subpopulactes de células T Helper (CD4+ CD8-), e células T Citotoxicas (CD8 + CD4-). A partir de ambas as
células T Helper e T Citotoxicas as subpopulagdes de células T foram classificadas em: Células T Naive (CD28+
CD95-), células T de meméria central (CD28+CD95+) e células T de memdria efetora (CD95+CD28-).



Quadro 1- Lista de anticorpos utilizados para o ensaio de citometria de fluxo

Marcador Fluordforo Clone Marca

LiveDead V450 - Thermo
CD8 FITC LT8 Thermo
CD14 BV605 M5E2 Biolegend
CD4 APC L200* BD biosciences
CD3 PerCP-Cy5.5 SP34-2 BD biosciences
CD95 PE-CF594 DX2* BD biosciences
CDz28 PE L293* BD biosciences

*Mesmo fluorocromo e clone utilizado por Pitcher et al., 2002.
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4.11 Analise dos dados

As analises estatisticas foram realizadas no programa Prism 8.0 (GraphPad software,
Inc., San Diego, CA, EUA) e na plataforma R versdo 4.0.2 (Vienna, Austria) (R core team,
2020). As distribuicdes dos pardmetros foram determinadas pelos testes Kolmogorov Smirnov
e Shapiro-wilk. Diferengas nas propor¢des da soropositividade foram avaliadas por meio do
teste de Fisher ou do qui-quadrado (X?), de acordo com a distribuicio dos dados. As diferencas
entre as medianas e/ou médias dos index de reatividade (IR) de dois grupos foram verificadas
por meio do teste t ou de Mann-Whitney, de acordo com a distribuicdo dos dados. A
comparacdo do IR entre mais de dois grupos foi feita pelo teste de Andlise de variancia
(ANOVA) ou Kruskal-Wallis, seguido de teste post hoc de Tukey ou Dunn, respectivamente,
de acordo com a distribuicdo dos dados. A associagdo entre as varidveis categoricas (sexo,
idade, vida livre / cativeiro e PCR+/ PCR-) foi avaliada pelo teste Qui-quadrato ou teste Fisher.
Os Heatmaps foram criados utilizando o ComplexHeatmap (Gu; Elis; Schlesner, 2016). As
intersecdes dos respondedores aos antigenos eritrociticos de Plasmodium vivax e o antigeno
PvCSP foram plotadas usando o pacote “UpSetR” R (v1.4.0) (Conway; Lex; Gehlenborg,
2017). As analises de correlacao entre os niveis de anticorpos dos respondentes foram avaliadas
com a correlacdo de classificacdo de Sperman. Para as analises das covariaveis associadas
descritas acima, com as razdes de chances (Odds Ratio) do animal apresentar anticorpos
IgM/IgG contra os antigenos de Plasmodium sp., modelos lineares generalizados (modelo de
regressao gama, regressao logistica) e o0 modelo de mistura gama-binomial, foram utilizados.
As covariaveis com valores de P < = 0,20 no teste de razdo de verossimilhanca seguiram para
a etapa 2, onde todas foram ajustadas conjuntamente. A partir desse momento, todas as
covariaveis que passaram da etapa anterior sdo ajustadas juntas. A significancia de cada um foi
analisada separadamente por meio do teste de razéo de verossimilhanga. Aqui, comparamos se
houve diferenca significativa entre 0 modelo sem e com a covaridvel em questdo. Um modelo
foi ajustado com todos os significativos na etapa anterior. O processo foi repetido até que
restassem apenas covariaveis significativas. Para os resultados do ensaio de citometria, os dados
foram analisados usando os programas FlowJo 10. As diferencas entre as médias das
frequéncias de células de dois grupos foram verificadas por meio do teste t ou de Mann-

Whitney, de acordo com a distribui¢do dos dados.
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Human malaria due to zoonotic transmission has been recorded in the Atlantic Forest, an
extra-Amazonian area in Brazil, which are a challenge for malaria control. Naturally
acquired humoral immune response against pre-erythrocytic and erythrocytic antigens
of Neotropical primates (NP) was evaluated here to improve the knowledge about the
exposure of those animals to the malaria transmission and support the identification of the
potential reservoirs of the disease in the Atlantic Forest. Blood samples of 154 monkeys
from three areas of the Atlantic Forest were used to identify IgG antibodies against
peptides of the repeat region of the major pre-erythrocytic antigen, the circumsporozoite
protein (CSP), of Plasmodium vivax (PvCSP), Plasmodium brasilianum/Plasmodium
malariae (Pb/PmCSP), and Plasmodium falciparum (PfCSP) by ELISA. Antibodies
against erythrocytic recombinant antigens of P. vivax, Apical membrane antigen 1
(PvAMA-1), Erythrocyte binding protein 2 (PvEBP-2) and domain Il of Duffy binding
protein (PvDBPII) were also evaluated. Parameters, such as age, sex, PCR positivity,
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and captivity, potentially associated with humoral immune response were analyzed.
Eighty-five percent of NP had antibodies against at least one CSP peptide, and 76%
against at least one P. vivax erythrocytic antigen. A high percentage of adults compared to
non-adults were seropositive and showed increased antibody levels. Neotropical primates
with PCR positive for P. simium had a significantly higher frequency of positivity rate for
immune response against PvEBP-2, PvDBPIl and also higher antibody levels against
PvDBPII, compared to PCR negative NPs for this species. Monkeys with PCR positive for
P. brasilianum/P. malariae showed higher frequency of seropositivity and antibody levels
against Pb/PmCSP. Levels of antibodies against Pb/PmCSP, PvEBP-2 and PvDBPIl were
higher in free-living than in captive monkeys from the same area. All Platyrrhine families
showed antibodies against CSP peptides, however not all showed IgG against
erythrocytic antigens. These findings showed a high prevalence of naturally acquired
antibodies against CSP repeats in all studied areas, suggesting an intense exposure to
infected-mosquitoes bites of NP from all families. However, mainly monkeys of Atelidae
family showed antibodies against P. vivax erythrocytic antigens, suggesting blood

infection, which might serve as potential reservoirs of malaria in the Atlantic Forest.

Keywords: malaria, humoral
erythrocytic antigens

INTRODUCTION

Malaria remains an important public health problem despite of
many efforts to control the disease around the World. According to
the latest estimates of the World Health Organization, there were
about 229 million human malaria cases and 409 000 deaths in 2019
(World Health Organization, 2020). Five Plasmodium species are
more frequently associated with human infection, Plasmodium
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale and P. knowlesi. The
last species was recently described in a generalized zoonotic
transmission in Southeast Asia (Cox-Singh, 2012). In Brazil, more
than 150 000 cases of malaria were registered in 2019 (World Health
Organization, 2020). Malaria is endemic almost exclusively within
the Brazilian Amazon region, caused mainly by P. vivax (89%),
followed by P. falciparum (11%) and with few notified cases of P.
malariae (< 1%) (Ministerio da Saude, 2020). Nevertheless, 732
malaria cases were registered in 2018 in the extra-Amazon Region,
including the Atlantic Forest region. Most of the cases in this region
were diagnosed as P. vivax (de Pina-Costa et al, 2014). Recently,
Brasil et al. reported that cases from an outbreak in the Atlantic
Forest of Rio de Janeiro state, initially diagnosed as P. vivax
infection, were in fact caused by Plasmodium simium, a
neotropical primate (NP) parasite (Brasil et al, 2017).

Abbreviations: CEPESBI, Centre for Biological R

h of Indaial; CPRJ,

Primate Centre of Rio de J CSP, Circ P ELISA,
E y Tinked & =% assay; NP, N p al P oD, op(lal
density; Pb/PmCSP, Circumsporozoite protein repeats of P. brasilianum/
P.mal PCR, Paly Chain Reaction; PfCSP, Circumsp ite protein

repeats of P. falciparum; PvAMA-1, P. vivax Apical Membrane antigen - 1;
PvCSP, Circumsporozoite protein repeats of P. vivax; PvDBPIL, P. vivax Duffy
Binding Protein region II, PYEBP-2: P. vivax Erythrocyte Binding Protein 2; RI,
Reactivity index; SD, Standard deviation.

pical pri Atlantic forest, pre-erythrocytic antigen,

In the Brazilian forests, there are two malaria parasites
primarily infecting primates: Pl dium brasili and
Plasmodium simium. P. simium infects primates of the Atlantic
Forest from South and Southeastern Brazil of Atelidae, Cebidae
and Pitheciidae families (da Fonseca, 1951; Deane, 1992; de
Alvarenga et al, 2015). Alouatta guariba clamitans (southern
brown howler monkeys) is the species most frequently infected
by P. simium (Deane, 1992; de Alvarenga et al.,, 2015; Abreu et al.,
2019). P. brasilianum infects primates of all neotropical primate
families distributed from Central America to the South of Brazil
(Seidelin, 1912; Deane, 1992; Louren¢o-de-Oliveira and Deane,
1995; Lalremruata et al, 2015; Alvarenga et al, 2017). Of
importance, P. simium and P. brasilianum are morphological,
genetic, and immunologically similar to human Plasmodium
species, P. vivax and P. malariae, respectively (Coatney, 1971;
Seed, 1976; Cochrane et al., 1985; Barnwell, 1986; de Arruda et al.,
1989; Deane, 1992; Goldman et al., 1993; Escalante et al,, 1995;
Escalante et al., 1998; Fandeur et al., 2000; Volney et al.,, 2002; Tazi
and Ayala, 2011; de Alvarenga et al., 2015; Lalremruata et al,, 2015;
Brasil et al, 2017). Brasil et al. and Lalremruata et al. molecularly
characterized P. simium and P. brasilianum infections in humans
and NPs, indicating their zoonotic transmission and reinforcing
that non-human primates may act as malaria reservoirs
(Lalremruata et al, 2015 Brasil et al, 2017). Mourier et al
showed the close similarity of whole genomes of P. simium from
human and monkeys, and comparing the genes involved in the
erythrocyte invasion identified a possible adaptation of the
parasite for human and monkey infections in the Brazilian
Atlantic Forest and reinforce the hypothesis of zoonotic
transmission of P. simium/P. vivax (Mourier et al,, 2019). In this
context, zoonotic malaria constitutes a major challenge for
malaria elimination.
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Considering the genetic proximity between P. simium and
P. vivax, and between P. brasilianum and P. malariae, the study
of these species contributes to understanding their evolution in
the America region. However, there are only a few studies of
monkeys naturally infected by P. simium and P. brasilianum and
even a smaller number of studies of the immune response in
these animals (Duarte et al., 2006; Yamasaki et al,, 2011; Costa
et al., 2014; Monteiro et al, 2020). Thus, the identification of
species from different families of NPs will enable a better
understanding of these species as potential malaria reservoirs
and whether these Plasmodium species in their natural hosts
showed a similar immune response compared to human malaria.

The present study comprises an unprecedented study of
malaria antibodies, using both Plasmodium pre-erythrocytic
and different erythrocytic stage antigens in NP from distinct
areas of the Brazilian Atlantic Forest.

MATERIALS AND METHODS

Characteristics of Studied Areas and Non-
Human Primate Blood Samples
Samples were obtained from 154 NPs belonging to all families
from three areas (Indaial/SC, Joinville/SC, and Guapimirim/R])
of the Atlantic forest from South and Southeastern Brazil
(Supplementary Table 1). Our group studied these areas and
showed a distinct epidemiologic profile for malaria in NPs (Costa
et al, 2014; de Alvarenga et al,, 2018; Nunes et al., 2020). Blood
was drawn from the femoral or brachial vein using tubes with
anticoagulant (5% EDTA). After the collection, blood samples
were centrifuged at 1500 x g for 10 min at room temperature and
plasma stored at -20°C. Information about sex and age group
from each animal were collected (Table 1). The age, estimated as
proposed by Carpenter, was used to categorize the animals as
non-adults (juveniles) and adults (including also subadults)
(Carpenter, 1965).

The first study area was in the municipality of Indaial (26°
53'52" §/49°13'54” W) located in Santa Catarina state, South

Brazil. In this municipality is located the Centre for Biological
Research of Indaial (CEPESBI) (IBAMA register number 1/42/
98/000708-90), a conservation unit for southern brown howler
monkey located in the Valley of Itajai in the Atlantic Forest
(Figure 1). Samples from 63 captive Alouatta guariba clamitans
were collected between 2008 and 2019. Samples from 12 free-
living NP captured in the Geisler Mountain in Indaial or
attended in the veterinary hospital of University Regional of
Blumenau (FURB), from different areas of Santa Catarina state
were also collected (Supplementary Table 1). Eighty-one
percent of animals were adults (Table 1). Plasmodium
infection was previously identified by our group in 13% of
animals by polymerase chain reaction (PCR) (Snounou et al,
1993; Costa et al,, 2014; de Alvarenga et al,, 2018).

The second area was in the city of Joinville, located also in
Santa Catarina state, South Brazil (26°14’41.78” $/48°53°02.78”
W), in an Atlantic forest conservation area located on a private
property (Figure 1). Samples of 39 free-living howler monkeys
were collected from July to December in 2015 and 2017 (for
more details about capture see Ref. Nunes et al, 2020). The
capture has prioritized adults, resulting in 85% of the monkeys
(Table 1). Plasmodium infection was previously identified in
67% of studied animals that were infected with P. simium and/or
P. brasilianum by PCR (Nunes et al,, 2020).

The third area was in the municipality of Guapimirim, located in
Rio de Janeiro state, Southeast Brazil (22°29'18.28” §/42°54'48.43”
W) (Figure 1). This municipality is home to the Primate Centre of
Rio de Janeiro (CPR]), a conservation unit for wild monkeys on the
Serra dos Orgios, in the Atlantic Forest, about 100 km from the city
of Rio de Janeiro. Samples from 40 captive adult monkeys belonging
to all Platyrrhini families were collected from January 2011 to
October 2019 (Table 1). Plasmodium infection was previously
identified in 32% of animals by PCR (de Alvarenga et al, 2015
Alvarenga et al,, 2017).

Ethics Statement

Capture and biological samples collection were performed
according to the Brazilian guidelines and regulations and were

TABLE 1 | Charactenstics of monkeys from each studed area.

Characteristic Studied area (Municipality/State) Total
Indaial/SC Joinvile/SC Guapimiim/RJ

N=75 N=239 N =40 N=154
Sex ratio malefemale 1271 0.951 1.2 1.05:1
Ratio Aduit: Non-adult” 43511 5.5:1 40:0 6.71
Ratio Captive: Free-living 5.251 0:39 40:0 2011
Families
Atelidas 75 (100%)" 39 (100%f° B {20%f 122 (79.2%)
Aotidae (4] 0 1 (2.5%) 1(0.6%)
Calitrichidae 4] [4] 4 (10% 4(2.6%)
Cebdas 0 0 24 (80%) 24 (15.6%)
Pitheciidae (4] [4] 3 (7.5%F 3(1.9%)
Positivity by PCR" 10 (13%) 26 (67%) 13 (32%) 59 (32%)

Results are expressad in absolute numbens and percantages in parenthesss. "Age was estimated acconding fo Carpentsr, 1965. Studiad species: "Albuatta g. damitans, “Albuatia
g.clamitans, Alouatta caraya, Ateles paniscus, Brachytess arachnoides; “Aotus migricaps; "Mico humeralfer, Leontopithecus chrysomelas, Leontopithecus rosaks, Saguinus miadss;
‘Cabus sp., Sapaus robustus, Sapaus xanthostamus; “Cacalao metanocaphalus, Calioabus personatus. “Molecutar diagnose of Plssmodium sp. infection was previously perormed by
our group (Costa ef &, 2014; de Avarenga et al, 2015; Avarangs &t al, 2017; de Alvarenga ef &, 2018, Nunss & al, 2020 according 1o Snounou &8 &, (1895)
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FIGURE 1 | Geographical distribution of the theee studied areas and cheractenistics of studied neotropical pimates. Captive of free-Iving monkey piciures represent
speciesfamiies of NP from each studied area. The pie greph represents the proportion (%) of positivity {gray) for Plasmodium by PCR (Snounou st &L, 1243; d=
Alvarenga et B, 2018). Malana endemic areas jred) and study areas (gresn]. "Albbushiz guanba clamitsns is the only species present.

approved by the Fiocruz Research Ethical Committee (CEUA
license L037/2016) and by the Brazilian Ministry of Environment
(SISBIO numbers 43375-4, 43375-6, 54707-137362-2, 524721,
28953-1).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Pre-Erythrocyte Antigen

Synthetic peptides representing the repeated immunodominant
epitope of the major pre-erythrocytic antigen, the
circumsporozoite protein (CSP), were used for the detection of
immunoglobulin G (IgG) antibodies. All three variant sequences
of P. vivax (PvCSP) were used: P. vivax “classic™ VK210 (Pwc)
DGQPAGDRAAGQPAG-(DRADGQPAG): P vivax VK247
(Pvk) (ANGAGNQPG)s-ANGAGN; and P. vivax-like (Pvl)
(APGANQEGGAA);. CSP peptides from P. falciparum
(NANP)y and P. malarige/P. brasilianum (GNAA),-GNDA
(GNAA), were also used. P. brasilianum and P. malarige share
identical CSP repeat sequences, it was named here Pb/PmCSP
(Guimaries et al, 2012; Pereira et al., 2018).

The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the
detection of antibodies to the CSP was performed, as previously
described {Duarte et al, 2006; Pereira et al, 2018), with
modifications. Briefly, MaxiSorp™™ plates (Nunc, Carlsbad, CA,
USA) were coated with 10 pg/mL of the CSP synthetic peptides
diluted in PBS (Phosphate Buffer Solution), and incubated for
12-16 hours at 4°C. Individual plasma samples were incubated at
1:50 dilution in PBST (PBS + 0.05% Tween 20) plus 2.5% Bovine
Serum Albumin (BSA, Sigma-Aldrich, 5t Louis, MO, USA), for

one hour at 37°C. Antibodies were detected by anti-Macaca
mularta IgG-peroxidase conjugated (Sigma-Aldrich) at 1:3000
dilution in PBST plus 2.5% BSA, and incubated one hour at 37°C.
In each well was added 50 pL of the solution with 20 pg O-
phenylenediamine dihydrochloride (Sigma-Aldrich, USA)
diluted in 50 mL of sodium citrate buffer (0.1 M pH 5.0} in the
presence of 40 pL hydrogen peroxide and left in dark for 20 min
at 37°C. Reaction development was interrupted by adding 25 plL
of 2 M H,50, in each well The optical densities (ODs) were
evaluated on an ELISA reader (Spectra Max 340PC 384,
Molecular Devices) at 490 nm. Results were expressed as
reactivity index (RI), which was calculated by dividing the
mean of OD values of tested samples by the mean plus three
standard deviations ($Ds) of negative control samples (sera of
three Alouatta g. clamitans from Fundacio de Parques
Municipais e Zoobotanica at Belo Horizonte in Minas Gerais
state, Brazil, a non-transmission malaria area). This species was
chosen because it represents 77% of the studied animals herein.
Samples with a RI greater than 1 were considered positive. For
comparisons with immune response against erythrocytic
antigens, samples were considered positive for PvCSP when
they showed Rl =1 for any of three CSP repeats (VK210,
VK247 or P. vivax-like).

P. vivax Erythrocytic Antigens

Conventional enzyme-linked immunoassays (ELISA) for total IgG
antibodies against P. vivax recombinant proteins, domain Il of
Duffy binding protein (PvDBPII) from Sal-1 strain, Apical
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membrane antigen 1 {PvAMA-1) and Erythrocyte binding protein
2 (PVEBP-2) were carried out as previously described (Ceravolo
et al, 2005; Kano et al,, 2012; Pires et al., 2018) with modifications.
Our research group has been working for years on the production of
recombinant proteins for the study of the human immune response
against P, vivax antigens in endemic areas for malaria. Therefore, we
chose to use only P. vivax erythrocytic antigens due to their
availability in our laboratory, considering the homology between
P vivax and P. simium and the high prevalence of P. simium in the
Atlantic Forest. Recombinant proteins were used at a final
concentration of either 1.5 pg/mL (PvEBP-2 and PvAMA-1) or 3
pg/mL (PvDBPII). Serum samples were used at 1:100 dilution, and
peroxidase-conjugated anti-lgGG of Macaca mulatta was used as
secondary antibody at 1:80 000 dilution (Sigma-Aldrich) in PBST
plus 3% skimmed milk powder, and incubated for one hour at 37°C.
For each protein, the results were expressed as ELISA reactivity
index (RI), values of RI > 1.0 were considered positive.

Statistical Analysis

Analyzes were done using GraphPad Prism version 7.0
{(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) and R version
4.0.2 (Vienna, Austria) (R Core Team, 2020). The distribution of
parameters was determined by the Kolmogorov Smirmov and
Shapiro-Wilk tests. The differences between medians or means of
two groups were verified using the T-test or the Mann-Whitney
test, according to the data distribution. The comparisons
between more than two groups were performed using the
Analysis of Variance (ANOVA) or Kruskal-Wallis test,
followed by Tukey or Dunn’s post hoc test, according to the
data distribution. The association between categorical variables
was assessed using the Chi-square test (X®) or Fisher test.
Heatmaps for antibody levels against Plasmodium antigens
were created with ComplexHeatmap (Gu et al, 2016). The
intersections of responders to PvCSP and Plasmodium vivax
erythrocytic antigens were plotted using the “UpSetR™ R package
{v1.4.0) (Conway et al., 2017). Analyzes of correlation between
antibody levels of responders were assessed with Sperman’s rank
correlation. In all analyzes, a significance level of 5% was
considered, Le., values of P' < 0.05.

RESULTS

Naturally Acquired Antibody Responses
Against CSP Peptides
Overall, 85% (131/154) of NP showed IgG response against at least
one of the five CSP peptides (Pvc: P. vivax VE210; Pvk: P. vivax
VEK247; Pyl P vivax-like, P. brasilianum/P. malariae and P.
falciparum). The highest frequency of positive animals for any
CSP peptide was identified in Joinville/SC (100%), followed by
Guapimirim/R] (20%) and Indaial/SC (75%) (Figure 2A top). The
frequency of positive NP was significantly higher against Pb/PmCSP
and PFCSP only in Joinville/SC (P < 0,05, Chi-square test test).
The levels of antibodies were low and similar among all
peptides in Indaial/SC and Guapimirim/R]. In Joinville/SC,

antibody levels were significantly highest against Pb/PmCSP
(Rl median = 10.78) than against other CSP peptides (P <
0.01, Kruskal-Wallis test) (Figure 2A bottom).

Naturally Acquired Antibody Responses
Against Plasmodium vivax Erythrocytic
Antigens

Significant levels of IgG against at least one of the three
erythrocytic antigens were identified in 76% (119/154) of
studied NP. The seroprevalence for any erythrocytic antigen
was highest for Joinville/SC animals (100%), followed by Indaial/
SC (90%) and Guapimirim {32%), and similar among antigens in
each studied area (Figure 2B top).

Antibody titers against PvEBP-2 were higher than PvAMA-1
and PvDBPII in Indaial/SC (RI median: PvEBP-2 = 19.65,
PvAMA-1 = 798, and PvDBPIIl = 5.58, P < 0.0001, Kruskal-
Wallis test) and in Joinville/SC (Rl median: PvEBP-2 = 20.08
PvAMA-1 = 891, and PvDEPII = 7.59, P < 0.0001, Kruskal-
Wallis test) (Figure 2B bottom).

Factors Potentially Associated With
Seropositivity and Antibody Levels Against
CSP and P. vivax Erythrocytic Antigens
Free-living monkeys showed a higher 1gG response against Ph/
PmCSP, PVvEBP-2 and PvDBPIL when compared to the captive
monkeys (P < 0.05, Mann-Whitney test) (Figure 3). The
frequency of positivity in free-living monkeys was also higher
for PvDBPIL The comparison was possible only in Indaial/SC
because only in this area captive and free-living monkeys were
under similar transmission pattern.

Adult NPs had a higher IgG positivity rate than non-adults
against CSP peptides from the three Plasmodium species (Pv, Pb/
Pm and Pf) and higher levels of antibodies against PvEBP-2 (RI
median = 2024 and 1569, respectively; P = 0.0087, Mann-
Whitney test) and PvDBPI (Rl median = 7.727 and 4.454,
respectively; P = 0.0253, Mann-Whitney test) (Figure 4).
Seroprevalences and antibody titers were similar between sexes
for CSP peptides and erythrocytic antigens (P > 0,05, Fisher test
and Mann-Whitney test) (Supplementary Figure 1).

Among NPs with PCR positive for P. brasilianum/P.malariae
(Ph/PmPCR+), frequency of responders and levels of antibodies
against Pb/PmCSP were higher than in negative monkeys for this
Plasmodium species (Pb/PmPCR-) (seroprevalences: 100% and
68%, respectively, P = 0.0003, Fisher test; antibody levels: RI
median = 6.76 and 2.75, respectively, P = 0.0002, Mann-Whitney
test) (Figure 5A). Frequencies of seropositivity against PvEBP-2
and PvDBPIl were higher in NPs with PCR positive for P
simium (PsPCR+) as compared to NPs with PCR negative for
P. simium (PsPCR-) (Figure 5B). PsPCR+ monkeys also showed
higher levels of antibodies against PvDBEPIL than PsPCR- (RI
median = 7.71 and 5.34, respectively; P = 0.0479, Mann-Whitney
test). Comparing antibody response in PCR+ for any species of
Plasmodium and PCR- monkey groups, the positivity rate to Ph/
PmCSP and antibody levels against PvDBPII and PvEBP-2 were

higher in PCR+ monkeys (Supplementary Figure 2).
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Naturally Acquired Antibody Responses
Against Plasmodium spp. Antigens Among
Neotropical Primate Families

All animals from Atelidae family showed antibodies against at
least one of the three CSP peptides (Pv, Pb/Pm and Pf) and half
of them also showed antibodies against erythrocytic antigens
(Figure 6). Most animals in this family had medium to high
levels of antibodies. A unique specimen of Aotidae family
showed low/medium levels of IgG antibodies against the three
CSP peptides but does not show antibodies against any
erythrocytic antigens of P. vivax. In Callitrichidae family, half
of the animals had low to high levels of antibodies against all
three CSP peptides and two animals showed low levels of
antibodies against only one erythrocytic antigen (Figure 6).
Ninety-two percent of animals from Cebidae family showed

antibodies against at least one CSP peptide. However, only
17% of NP from this family showed antibodies against any
erythrocytic antigen, mostly in lower levels. All specimens of
Pitheciidae family showed antibodies against, at least, one CSP
peptide and one erythrocytic antigen, generally in high levels
(Figure 6). All these analyzes were performed with animals from
Guapimirim/R] because the other areas had species only from
Atelidae family (Table 1).

Association Between the Immune
Response Against PvCSP and Against
Erythrocytic Antigens of Plasmodium vivax
Ninety-three of responder NPs showed antibodies against PvCSP
and any erythrocytic antigen and 67 of responder NPs showed
antibodies against all studied antigens (pre-erythrocytic and
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erythrocytic) (Figure 7A). Significant positive correlations (P <
0.0001, Sperman’s test) were identified between antibody levels
against PvCSP and PvAMA-1 (r = 0.41), PvAMA-1 and PvEBP-2
(r = 0.38), PvAMA-1 and PvDBPII (r = 0.53), and PvEBP-2 and
PvDBPII (r = 0.54) (Figure 7B). This comparison was also
performed grouping animals in PCR+ and PCR-, the only
significant difference among PCR+ animals was the correlation
between immune response against DBPII and EBP-2 (r= 0.44)
(data not shown).

DISCUSSION

Neotropical primates infected with P. simium and P. brasilianum
in the Brazilian Atlantic Forest have been largely reported

(Deane, 1992; Duarte et al., 2006; Yamasaki et al., 2011; Costa
et al, 2014; de Alvarenga et al,, 2015; Alvarenga et al., 2017;
Monteiro et al.,, 2020; Nunes et al., 2020). However, the humoral
immune response of NPs naturally exposed to Plasmodium spp.
transmission in this biome is still poorly understood. This is the
first study that evaluates the humoral response of neotropical
primates from different areas of the Atlantic forest against pre-
erythrocytic and erythrocytic antigens of malaria parasites. The
detection of antibodies against CSP peptides, the major pre-
erythrocytic antigen covering the entire sporozoite surface, was
evaluated to access the immune responses of NPs exposure to
infected mosquito bites. Additionally, the presence of IgG against
erythrocytic P. vivax antigens was evaluated to identify immune
response in potentially well-established Plasmodium
blood infection.
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In the three studied areas, most neotropical primates had
antibodies against P. vivax CSP variants, in slightly higher
frequency against P. vivax VK210 and VK247. These CSP
variants were the most frequent for P. vivax and the only ones
described for P. simium (Goldman et al., 1993; Oliveira-Ferreira
et al,, 2004; Santos et al, 2019). Herein, NPs also showed
antibodies against P. brasilianum/P. malariae CSP, as
previously reported for NPs from Atlantic Forest in the Sio
Paulo state (Duarte et al., 2006; Yamasaki et al, 2011). High
seroprevalence against P. falciparum CSP was observed here, in
concordance to previous reports of NP from other states (Duarte
etal, 2006; Yamasaki et al., 2011). Although, all our NP samples
were negative for P. falciparum infection, and only few
descriptions of P. falciparum infected humans and mosquitoes
have been described in the Atlantic forest area (Cerutti et al,
2007; Maselli et al,, 2014; Laporta et al., 2015). The occurrence of
a certain cross-reactivity degree among CSP repeats from
different Plasmodium species, and also among P. falciparum
CSP and asparagine-rich proteins from asexual parasite stage
of other Plasmodium species in humans as well as non-human

primates has been reported (Hope et al,, 1984; Cochrane et al.,
1990; Cochrane and Maracic, 1991; Volney et al,, 2002; Hall et al.,
2019). However, the association of seroprevalence against CSP
and PCR positivity for specific Plasmodium species (P.vivax/
P.simium and P.brasilianum/P.malariae) argued against the
cross-reactivity. Therefore, further experiments are still needed
to confirm the circulation of P. falciparum in the Atlantic Forest
and immune response studies using erythrocytic antigens of
P. falciparum and other Plasmodium species, such as
P. malariae/P.brasilianum.

Based on the high similarity between P. simitm and P. vivax,
recombinant proteins of three leading erythrocytic stage surface
proteins of P. vivax, PPAMA-1, PvDBPII, and PvEBP-2, were
used here to evaluate the antibody response of NPs from Atlantic
forest. In general, 76% of NP showed antibodies against P. vivax
erythrocytic antigens. PVEBP-2 was the most frequently detected
antigen and with the highest levels of antibodies. Recently,
PvEBP-2 was suggested as a novel ligand for a potential
alternative invasion pathway of Duffy positive reticulocytes
(Hester et al., 2013; Ntumngia et al, 2016). Papua New
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Erythrocyte Binding Protein 2.

Guinean children had IgG against PvEBP-2 correlated with
protection against clinical malaria (Franga et al, 2017; He
et al., 2019). The first evaluation of antibodies against P. vivax
EBP-2 in non-human primates was undertaken here. High
frequency of seroprevalence (63%) against MSP-1, another
erythrocytic antigen, from different Plasmodium species was
also demonstrated for animals from Atlantic forest in Sao
Paulo and Santa Catarina states (Yamasaki et al, 2011;
Monteiro et al., 2020). This seroprevalence was higher for free-
living animals from the Atlantic forest than for animals from
Amazon or Cerrado biome regions (Monteiro et al., 2020). These
findings corroborate our suggestion of a high circulation of
Plasmodium among NP in the Atlantic Forest area (Deane,
199%; de Pina-Costa et al, 2014; Brasil et al, 2017). Significant
correlations of the humoral response against pre-erythrocytic

and erythrocytic antigens found herein have been also described
in humans (Franca et al, 2017; He et al., 2019).

Free-living animals showed significantly higher levels of
antibodies against Ph/PmCSP, PvEBP-2 and PvDBPII as
compared to captive animals from Indaial/SC. This finding of
high levels of antibodies in free-living animals can be attributed
to the forest ecosystem of the region and closer proximity of free-
living animals and anopheline species, which are responsible for
the parasite transmission (Marrelli et al, 2007). No significant
differences were found in the percentage of responders neither in
levels of antibodies when were compared males and females NP,
suggesting similar exposure to malaria infection. In humans,
men from some endemic areas showed higher responsivity
against malaria antigens, probably due to their occupation
which might increases exposure to the malaria transmission
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{Del Gindice et al., 1990; Kale et al., 2019). The humoral response
against CSP peptides from different Plasmodium species was
higher in adults than non-adult animals, suggesting that the
humoral immune response is correlated with the cumulative
exposure to malaria infection throughout their lives, as
demonstrated in humans (Tapchaisri et al,, 1985; Esposito
et al., 1986; Griffin et al., 2015). No significant differences were
observed in the frequency of responders against erythrocytic
antigens of P. vivax comparing adult and non-adult animals.
However, the levels of antibodies against PYEBP-2 and PvDBPII
were significantly higher in adults, suggesting that the magnitude
of humoral response depends on the repetitive cycles of
erythrocytic stages. Since this study was not designed for
comparison between adult and non-adult monkeys and
because of the difficult to access non-adult animals, the
number of adults is 5 times higher than non-adult animals.
Therefore, these findings must be carefully analyzed. Although of
this limitation, at least one comparison had a strong statistic
power (DBP-11, 0.847), confirming that in fact adults might have
stronger response for specific antigens. Moreover, in humans, the
humoral immune response against erythrocytic antigens also
increases with age due to repeated exposure to malaria parasites
(Del Giudice et al., 1990; Kano et al., 2012; Hester et al,, 2013;
Griffin et al,, 2015; Stanisic et al,, 2015).

The level of antibodies and rate of seroprevalence against Pb/
PmCSP were higher in NP infected by P. brasilianum/P.
malariae. The seroprevalence against PvERP-2 and PvDBPII
and level of antibodies against DBPII were higher in P. simium
infected NP. Similar results were observed in Papua New
Guinean children with a concurrent P. vivax infection which
had significantly higher 1gG levels against PvDBPII and PvEBP-2
(He et al, 2019). The absence of correlation between PCR
positivity and antibody responses against the other antigens
PvCSP and PvAMA-1 observed here was also previously
observed in humans (Burkot et al, 1989; Kilombero Malaria
Project, 1992; Campo et al,, 2011; Pereira et al., 2018). However,
in PCR negatives monkeys, we cannot rule out the possibility of
parasites being in hematopoietic niches, which would explain the
absence of parasites in the peripheral circulation (Obaldia et al.,
2018; Silva-Filho et al,, 2020).

In Indaial and Joinville we sampled only Alouatta guariba
clamitans, but in Guapimirim we included primates belonging to
all Platyrrhini families. Thus, the evaluation of the immune
responses among animals from Guapimirim provide an excellent
opportunity to compare how each monkey family responds against
Plasmodium sp. antigens under the same epidemiological
conditions. Overall, most monkey members of the five families
had 1gG antibodies against at least one CSP repeat, 100% of Atelidae
and Pithecidae, 92% of Cebidae, and 50% of Callitrichidae. The
reactivity was homogeneous across different peptides, ie., most
animals responded to all three CSP peptides. However, reactivity
against P. vivax erythrocytic antigens was observed for some
antigens but not others. 1gG antibodies against at least one of
these antigens was detected in all specimens of Pitheciidae, in half of
Atelidae specimens and half of Callitrichidae specimens, but in only
17% of Cebidae specimens. Alouatta guariba clamitans of Atelidae

tamily, from Atlantic Forest of S3o Paulo and Santa Catarina states,
previously showed antibodies against CSP, MSP1, and crude blood
stage antigens (by IFA) of P. vivax, P. falciparum and P. malariae/P.
brasilianum (Duarte et al, 2006; Yamasaki et al, 2011; Monteiro
et al., 2020). Animals of Cebidae family previously showed
antibodies against CSP peptides but did not against erythrocytic
antigens, and animals of Callitrichidae family did not have
antibodies against either pre-erythrocytic or erythrocytic antigens
(MSP1,q and crude blood stage antigens - 1FA) for different
Plasmodium species (Duarte et al, 2006; Yamasaki et al, 2011;
Monteiro et al,, 2020). Therefore, all families seem to be exposed to
malaria transmission, but the establishment of blood malaria
infection might only occur in Atelidae family, which could be the
potential malaria reservoirs. Although, some species of Pitheciidae
family alse showed antibody response against erythrocytic antigens,
they might not be important reservoirs in the Atlantic Forest
because of the two studied species only Callicebus personatus is
native of this region. Moreover, this conclusion must be taken with
caution since some families were very poorly studied, in number of
specimens and species. Interestingly, Alouatta guariba camintas
and Brachyteles arachnoides, species initially described infected by P.
sitivm (Deane et al., 1968; Deane, 1992), showed antibodies against
CSP and also erythrocytic antigens of Plasmodium sp. Alouarta is
the genus with highest frequency of Plasmodium infection in the
Atlantic forest (Deane, 1992; Duarte et al, 2006; Yamasaki et al,
2011; de Alvarenga et al,, 2015 Alvarenga et al, 2017; Abreu et al,
2019). In conjunction with our findings of humoral immune
response, this genus, particularly A. g cdamitans was suggested as
the main potential reservoir of malaria in the Atlantic Forest (Abreu
et al., 2019). However, the detection of gametocytes (sexual stage of
parasite) and transmission experiments are still needed for
evaluation of the potential for transmission and confirmation of
their role as malaria reservoirs. Therefore, the growth of human
intrusion in forest areas reinforces the need of the inclusion of the
Atlantic Forest as malaria transmission area. In this region, malaria
prevention and control depend on environmental education
strategies for the local population and tourists, and
epidemiological surveillance of zoonotic malaria.

Our results show that both male and females of neotropical
primates from Brazilian Atlantic Forest have had contact with
Plasmodium sporozoites. However, it seems that mainly adults of
some species of Atelidae family constantly exposed to malaria
transmission might develop an erythrocytic infection, potentially
serving as reservoirs of malaria. Taken together, these data
suggest that immune response recorded in naturally infected
monkeys is similar to that reported in human exposed to malaria
in endemic areas (Kano et al., 2012; Franga et al., 2017; Pereira
et al., 2018; Kale et al,, 2019).
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Supplementary Figure 1 Association between antibody responses and sex. (A)
Seropositivity and reactivity index (Rl) of IgG antibodies against CSP repeats. (B)
Seropositivity and Rl of 1gG antibodies against Plasmodium vivax erythrocytic antigens.
Ri>1 was considered positive (dotted line), The filled bars indicate the percentage of NP
with RI>1. Data expressed as Individual Rl values (dots) and median with the interqguartiie
range (boxes). PvCSP: CSP repeats representing £ vivax CSP variants (VK210, VK247, and
P. vivax-like); Pb/PmCSP: CSP repeat of P brosiltanum/P. malariae; PICSP: CSP repeat of £
falciparum; PvAMA-1: P. vivax Apical membrane antigen = 1, PVEBP-2: P. vivax Erythrocyte
Binding Protein 2; PvDBPII: £ wivax Duffy Binding Protein region Il. Male: blue; Female:
red. No comparison showed a statistically significant difference.
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Supplementary Figure 2 Association of antibody responses and
active malaria infection. (A) lgG antibodies against C5P repeats and
(B) against Plasmodium wivax erythrocytic antigens. Rl=1 was
considered positive (dotted line). The filled bars indicate the
percentage of MNP with Rl=1. Data expressed as individual Rl values
(dots) and median with the interquartile range (boxes). PvC5P: CSP
repeats representing P vivax CSP repeats (VK210, VK247, and P
vivax-like); Pb/PmCSP: CSP repeat of P brasilionum/P.malariae;
PFCSP: CS5P repeat of P folciparum; PvAMA-1: P wivox Apical
membrane antigen — 1; PvEBP-2: P vivax Erythrocyte Binding
Protein 2; PvDBPII: P vivax Duffy Binding Protein region Il. PCR+:
red; PCR-: green. Differences statistically significant were indicated
by asterisk [* P<0.05; T P<0.0001).

89



90

) . . B Captive/ Diagnosis of
Study area | Animal code Family Species Sex” | Age . . \
Free-living infection®
ndaial/SC BL1 Alpuatto g. clamitans ] & Captive M
ndaial/5C BL 2 Alouotta g. clamitans M A Captive N
ndaial/5C BL1D Alougtto g. clamitans ] A Captive Ps
ndaizl/5C BL11 Alougtto g. clamitans F A Captive M
ndaial/5C BL12 Aloustto g. clamitans ] & Captive M
ndaial/SC BL13 Alougtto g. clamitans F A Captive M
ndaial/5C BL14 Alougtto g. clamitans ] A Captive M
ndaial/5C BL1S Aloustts g. clamitans ] MA Captive M
ndaial/SC BL1& Alougtto g. clamitans ] A Captive M
ndaial/SC BL1T Alougtto g. clamitans F A Captive M
ndaial/SC BL1S Alpuatto g. clamitans ] & Captive M
ndaial/5C BL22 Alouotta g. clamitans M A Captive N
ndaial/SC BL2% Alougtto g. clamitans ] A Captive M
ndaial/5C BL3D Alougtto g. clamitans F A Captive M
ndaial/5C BL31 Aloustts g. clamitans F & Captive M
ndaizl/3C BL32 Alouotta g. clamitans F A Captive N
ndaial/SC BL33 Alougtto g. clamitans F A Captive M
ndaial/SC BL34 Alpuatto g. clamitans F & Captive M
ndaizl/3C BL3> Alouatta g. clamitans F A Captive N
ndaial/SC BL3& Alougtto g. clamitans F A Captive M
ndaial/5C BL3T Alougtto g. clamitans ] A Captive M
ndaizl/3C BL3S Alouatta g. clamitans il A Captive N
ndaizl/3C BL33 Alouotta g. clamitans M A Captive N
ndaial/5C BLAD Alougtto g. clamitans ] A Captive M
ndaial/SC BLAL Alpuatto g. clamitans F & Captive M
ndaizl/3C BL42 Alouotta g. clamitans M A Captive N
ndaial/5C BL43 Alougtto g. clamitans ] A Captive M
ndaizl/5C BL44 Alougtto g. clamitans F A Captive M
ndaizl/3C BL4% Alouatta g. clamitans 1l A Captive N
ndaial/SC BLAG Alougtto g. clamitans ] A Captive M
ndaial/SC BLAT Alougtto g. clamitans [ MA Captive M
ndaial/SC BL4S Aralidzs Alouatta g. clamitans F A Captive N
ndaizl/3C BLAS Alouotta g. clamitans F A Captive N
ndaial/5C BLSD Alougtto g. clamitans ] A Captive M
ndaizl/5C BLS1 Alougtto g. clamitans F A Captive M
ndaial/5C BLE2 Aloustto g. clamitans ] & Fres-living Ps
ndaial/SC BLEL Alougtto g. clamitans F MA Fras-living s
ndaial/SC BLEE Alougtto g. clamitans F A Fras-living M
ndaial/SC BLED Alpuatto g. clamitans F & Fres-living Ps
ndaizl/3C BL7T Alouotta g. clamitans M A Captive N
ndaial/5C BL33 Alougtto g. clamitans F A Fraa-living M
ndaizl/5C BLBA Alougtto g. clamitans ] A Fres-living M
ndaial/5C BLBL Aloustto g. clamitans F & M
ndaial/SC BL3& Alougtto g. clamitans F A M
ndaial/SC BLAT Alougtto g. clamitans F A Fras-living M
ndaial/5C BLID Aloustts g. clamitans ] & Captive M
ndaial/SC BL9L Alougtto g. clamitans F A Fras-living M
ndaial/SC BL92 Alougtto g. clamitans F A Fras-living M
ndaial/SC Bugio SARA Alpuatto g. clamitans ] & Fres-living M
ndaial/5C Bugio 2 Alouotta g. clamitans F A& caprive N
ndaial/SC Bugic 3 Alougtto g. clamitans F MA captive Ps
ndaial/5C Bugio 4 Alougtto g. clamitans ] A captive M
ndaial/5C Bugio 5 Aloustts g. clamitans F MA captive M
ndaizl/3C Bugio & Alouotta g. clamitans M A caprive N
ndaial/SC Bugio 7 Alougtto g. clamitans F A captive Ps
ndaial/SC Bugic 8 Alpuatto g. clamitans ] & captive M
ndaial/5C Bugio 3 Alouotta g. clamitans M A& caprive N
ndaial/SC Bugio 10 Alougtto g. clamitans F MA captive M
ndaial/5C Bugio 12 Alougtto g. clamitans F A captive Ps
ndaial/5C Bugio 13 Aloustts g. clamitans ] MA captive M
ndaizl/3C Bugio 14 Alouotta g. clamitans M A& caprive N
ndaial/5C Bugio 15 Alougtto g. clamitans F A captive M
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Indaial /5C Bugio 19 Alpugtto g. clamitans ] & cEptive o]
Indaial,5C Bugio 20 Alpustis g. clamitans F Ma captive Ps
Indaial,3C Bugio 21 Alougtio g. clamitans ] M captive Ps
Indaial,3C Bugio 22 Alougtto g. clamitans F & captive ]
Indaizal f5C Bugioc 23 Alpugtts g. clamitans ] & captive ]
Indaial,5C Bugio 26 Alpugtts g. clamitans [ & captive ]
Indaial,5C Bugio 31 Alpugtts g. clamitans [ & captive ]
Indaial f5C Bugio 33 Alougtts g. clamitans F & captive ]
Indaial /5C Bugio 35 Alpugtta g. clamitans ] MA cEptive o]
Indaial /5C Bugio 36 Alougtta g. clamitans ] & captive o]
Indaial,5C Bugio 37 Alouotto g. clamitans M A captive Pb/Fm
Indaial,3C Massaranduba Alougtio g. clamitans F & captive ]
Indaial,3C Bugio 1101 Alougtto g. clamitans ] & captive ]
Joinwille/SC 1PCBR Alpugtts g. clamitans F & Fres-living Mixed
Joinwille/SC 2PCBR Alpugtts g. clamitans F & Fres-living Mixed
Joirwille,SC 3 PCBR Alpugtts g. clamitans [ & Fras-living Mixed
Joirwille,SC 4 PCBR Alougtts g. clamitans ] & Fraa-living Mixed
Joimwille/SC 5 PCBR Alougtts g. clamitans ] & Fraa-living Mixed
Joinwille/SC & PCBR Alpugtta g. clamitans F & Fres-living o]
Joinwille/SC S PCBR Alougtta g. clamitans ] & Fres-living Ps
JoimwilleSC 10 PCBR Alouotto g. clamitans M A Frae-living Pb/Fm
JoinvillefSC 11 PCBR Alougtio g. clamitans F M Fres-living Ps
Joinwille/SC 12 PCBR Alougtto g. clamitans F & Fres-living ]
Joinwille/SC 13 PCBR Aloustto g. clamitans M A Free-living Pb/Fm
Joirwille,SC 14 PCBR Alpugtts g. clamitans F & Fras-living Mixed
Joirwille,SC 15 PCBR Alougtts g. clamitans ] & Fraa-living Ps
Joinwille/SC 16 PCBR Alougtto g. clamitans F & Fras-living M
Joinwille/SC 17 PCBR Alpugtta g. clamitans F & Fres-living Mixed
Joinwille/SC 13 PCBR Alougtta g. clamitans ] & Fres-living o]
JoinvillefSC 13 PCBR Alougtio g. clamitans F & Fres-living ]
Joinwille/SC 20 PCBR Alougtto g. clamitans F A& Fres-living Ps
Joinwille/SC 21 PCBR Alougtto g. clamitans ] A& Fres-living Mixed
Joinwille/SC 22 pPCBR Alpugtts g. clamitans F & Fres-living Ps
Joinwille/SC 23 PCBR Alpugtts g. clamitans ] & Fres-living ]
Joirwille,SC 24 PCBR Aloustts g. clomitons M MA Free-living Pb/Fm
Joirwille,SC 25 PCBR Alougtts g. clamitans F A Fraa-living Ps
Joinwille/SC 26 PCBR Alougtto g. clamitans ] A Fras-living Mixed
Joinwille/SC 27 PCBR Alpugtta g. clamitans F & Fres-living Mixed
Joinwille/SC 23 PCBR Alougtta g. clamitans F MA Fres-living Mixed
JoinvillefSC 29 PCBR Alougtio g. clamitans F & Fres-living Mixed
Joinwille/SC 31 PCBR Alougtto g. clamitans ] & Fres-living Ps
Joinwille/SC 32 PCBR Alougtto g. clamitans F & Fres-living Ps
Joinwille/SC 33 PCBR Alpugtts g. clamitans F & Fres-living Ps
Joirwille,SC 35 PCBR Alpugtts g. clamitans [ A Fras-living ]
Joimwille/SC 36 PCBR Alougtts g. clamitans F & Fraa-living ]
Joinwille/SC 37 PCBR Alougtto g. clamitans ] & Fras-living M
Joinwille/SC 41 PCBR Alpugtto g. clamitans ] & Fres-living o]
JoimwilleSC 43 PCBR Alpustis g. clamitans ] & Fres-living Mixed
JoinvillefSC 45 PCBR Alougtio g. clamitans F & Fres-living ]
Joinwille/SC 45 PCBR Alougtto g. clamitans ] & Fres-living ]
Joinwille/SC 47 PCBR Alpugtts g. clamitans F & Fres-living ]
Joinwille/SC 43 PCBR Alpugtts g. clamitans F & Fres-living Mixed
Guapimirim/Rl 2443 Aloustto g. clamitans M A Captive Pb/Fm
Guapimirim/Rl 2576 Alougtts Caroyo [ & Captive ]
Guapimirim,/RJ 2043 Brochyteles grachngides F & Captive ]
Guapimirim,/Rl 2263 Brochyteles grachngides Ll A Captive N
Guapimirim/Rl 3078 Brochyteles grochnaiges I A Captive M
Guapimirim Rl 2619 Areles paniscus F & Captive ]
Guapimirim Rl 3636 Alougtio g clomitans ] & Captive ]
Guapimirim/Rl 3622 Alougtto g clamitons F & Captive Pb/Pm
Guapimirim/Rl 2203 Aotidas Aotus nigriceps M & Captive Pb/Pm
GuapimirimRl 22953 Zoguinus midas ] & Captive ]
GuapimirimRl 2359 Callitrichidas Leontopithecus chrysomelas F & Captive ]
Guapimirim/Rl 2435 Leontopithecus rosalia ] & Captive ]
Guapimirim/Rl 2390 Mico humeralifer M & Captive Pb/Pm
Guapimirim/Rl 1624 Cebidas Lopaojus xanthosternas [ & Captive ]




Guapimirim/Rl 2005
Guapimirim, Rl 2046
Guapimirim,/Rl 2038
Guapimirim/ Rl 2110
Guapimirim,/Rl 2125
Guapimirim/Rl 2135
Guapimirim, Rl 133
Guapimirim,/Rl 07
Guapimirim/ Rl 2297
Guapimirim,/Rl 1324
Guapimirim/Rl 2360
Guapimirim, Rl 2388
Guapimirim,/Rl 21352
Guapimirim/ Rl 2501
Guapimirim/ Rl 2503
Guapimirim, Rl 2504
Guapimirim,/Rl 2536
Guapimirim/ Rl 2553
Guapimirim,/Rl 2564
Guapimirim/ Rl 2456
Guapimirim, Rl 2539
Guapimirim,/Rl 2532
Guapimirim/ Rl 2208
Guapimirim/ Rl 2466
Guapimirim//Rl 2302
Guapimirim,/Rl 2620

Supplementary Table 1. Characteristics of studied neotropical primates from three areas of
Atlantic Forest. a: F= Female; M= Male; b: age estimated according to (Carpenter, 1965) A=
Adult {including subadult); NA= Non Adults (juvenile); c: Molecular diagnosis of Plasmodium
sp. were performed by (Snounou et al., 1953; de Alvarenga et al., 2018). Mixed= mixed
infection (P simium+ P. brasilianum/P. malarige), Pb/Pm= P brosilionum/P. malarige; Ps = P

simium, N=negative.

Sopajus xonthosternas F A Captive Pb/Pm
Sopajus xonthosternos F A Captive M
Sopajus xonthosternas F A Captive Pz
Saopajus robustus F A Captive M
Sopajus xonthosternos F A Captive M
Sopajus xonthosternas F A Captive M
Sopajus xonthosternos F A Captive M
Sapajus robustus M A Captive M
Saopajus robustus F A Captive M
Sopajus xonthosternos F A Captive Pz
Sapajus robustus F A Captive M
Sopajus xonthosternos ] A Captive M
Sopajus xonthosternas F A Captive M
Cebus sp.” | A Captive M
Cebus sp.” F A Captive Pz
Cebus sp*. F A Captive M
Sopajus xonthosternas M A Captive M
Cebus sp." F A Captive Ps
Sapajus robustus M A Captive Pz
Sapajus robustus M A Captive M
Saopajus yanthosienmys ] A Captive M
Sopajus yamthosternus M A Captive M
Saopajus robustus F A Captive M

Collivebus personatus F A Captive Pb/Pm
Cocajoo melanocephalus F A Captive Ps

Cocajoo melanocephalus F A Captive Pb/Pm
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Introduction: Zoonotic transmission is a challenge for the control and
elirmination of malaria. It has been recorded in the Atlantic Forest, outside the
Amazon which is the endemnic region in Brazil. However, only very few studies
have assessed theantibody response, especially of IgM antibodies, in Neotropical
primates (NP). Therefore, in order to contribute to a better understanding of the
imrmune response in diferent bosts and facilitate the identification of potential
reservoirs, in this study, naturally acquired IgM antibody responses against
Plasrmodiurm antigens were evaluated, for the first time, in NP from the Atlantic
Farest.
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Methods: The study was camied out using 154 NP samples from three diferent
areas of the Atlantic Forest. IgM antibodies against peptides of the
circumsporozoite protein (C5P) from different Plasmodium species and
different erythrocytic stage antigens were detected by ELISA

Results: Fifty-nine percent of NP had IgM antibodies against at least one CSP
peptide and B7% against at least one Plasmodium vivax erythrocytic stage
antigen. Levels of antibodies against PVAMA-1 were the highest compared to
the other antigens. All families of NP showed IgM antibodies against CSP
peptides, and, most strikingly, agairst erythrocytic stage antigens. Genemlized
linear models dermonstrated that 1gM positivity against PeCSP and PvAMA-1 was
associsted with PCR-detectable blood-stage malada infection and the host
being free-living. Interestingly, animals with IgM against both PyCSP and
PuAMA -1 were 47 times marne likely to be PCR positive than animals that did
riot have IgM for these two antigens simultanecusly.

Discussion: 1gM antibodies against diferent Plasmodium spp. antigens ane
present in NP from the Atlantic Forest. High seroprevalence and antibody
levels against blood-stage antigens were observed, which had a significant
association with molecular evidence of infection. IgM antibodies agairst CSP
and AMA-1 may be used as a potential marker for the identification of NP infected
with Plasmodium, which are reservoirs of malaria in the Brazilian Atlantic Forest.

KETWORDS
malaria, Plasmodium, lgM antibodies, nectropical primates. Atantic forest pre-

erythrocytic stage antigen, erythrocytic stage antigens

Introduction

Malaria remains a critical public health concem despite all the
efiorts to control the disase amund the wodd. The Wodd Health
Organ zation estimated 247 million malaria cases and 619,000 deaths
in 221 (Wodd Health Organization, 222) In Brari, around 140,000
cases were reported in 2021, of which #3% were caused by P. wvivax,
17% by Plsmedium faliparum, and <1% by Plismadium maliiae

Abbreviations: NP, Meotropical primates; CEPESEL, Centre for Biakogical
Research of Indaial, FURE, University Regional of Blumenau; PCR, Pol ymeras
hain Reaction; EIISA, Fnzyme linked immunosorbent assay; (FR] Cantre of
Primatology of Rio de Janeiro; CSP, Circumsporozoite Protein; Tghd,
immunnglobulin M, PvolSP, varant chsic VE2I0 of the P vivar CEF;
PvbCEP, variant VEXMT of the P. vivax (5P PACEP, wriant P. vivax-like of
the P. vivar C5P; PvDEPTI, domain 1T of Duffy hinding protein of P. vivar
PrAMA. 1, Apical membrane antigen 1 af P vivar, PYEBP.2, Erpthracpte binding
protein % PeMEP 115, Fragment of 19kDa of the Meroanite surfuee proten 1 of P.
wwx; PmMSF] ,, Fragment of 19kDa of the Mereaie surfae protsn 1 of
. malariae; PRIMEP1 5, Fragmentof 19kDa of the Meozoite surfice protein 1 of
P faldpanon; ODs, aptical densities; BT, reactivityindex; 5T, Standard deviation;
Po/PmCSP, Circumsporozaite protein repeats of P. brasilamonF mals rias;
PEEP, Circumspameaite prakin repats of P. faldpanomm; PPmPCR+,
amplifimtion positive in PCR for P. brasilianum; PsPCR+, amplification
pasi tive: in PCR far P. cimium.
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(SVE/ NS, 2022a). More than 99% of malaria cases in Brazil accur in
the Amsazon region However, autochthonous cases and sporadic
outhreaks of malaria oocur outside the Amazonian reglon and are of
great concern becawse of the high mortality rate associated with such
infections (SVSME, 2022a). Between 2000 and 2021, more than 8000
cases of malaris were confimmed outside the Amaron region, inchding
these occurring in the Atlantic Porest region along the eastern Atlantic
coast of Brazil (SVEMS 2025h).

One of the greatest challenges for the control and eimination of
malark in the world is zoonotic transmission. The huge impact of
zoonotic transmission of malaria was recently described in South-Fast
Adla, which was cansed by P. Enowlasd, 3 non-human primate malaria
parasite {Cox-Singh, 2002) In Brazl, there are two malara parasite
species that infect Meotropical primates (NP): Plas modime sirdur and
Plosmodium braalianum. Plismodiume sonium infects prinates of
Atelidse, Cebidae, and Pitheclidae families in the Aflantic Forest
from south and southeasiern Brazil (da Fonseca, 1951; Deane, 1992,
de Alvarenga et al, 2015). The primate species mst frequently infected
with P simiunt is Abuatta guanba climitens (southern brown howler
msonkey) (Deane, 19925 de Alvarengs et al, 2015 Abren et al, 2019).
Plasmiodiur brosilienum infects primates of all NP families found in
Central America to southem Brazl (Seidelin, 1912; Deane, 1992;
Lourengo-de-Clliveira and Deane, 1995; Lalremruata et al, 2015
Alvarenga et al, 2017} Pleseodivm simtiune and P. brasBisgnum are
similar in morphology, genetics, and immunology to human
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Plasmipdiume species, P vivax, and P maleriee, respectively (Coatney,
197 Cochrane et al, 198% Barmwell, 1986 de Armda et al, 1989
Dieane, 1992; Escalante et al, 1995; Fandeur et al, 2000; Taziand Ayala,
A1 1). Foonotic transmission of P brasdnunyPlosrodiume malanice
between NP and indigenous people from the Yanomsami community in
the Venezuelin Amazon was confirmed wsing molecular biology
techniques (Lalremuruata et al, 2005). In Brazd, an outbresk of
zoonotic unan malada caused by P osénium was recently reported
in the Atlantic Forest region in the state of Rio de Janeiro { Brasi et al,
1T Mourier et al., 2021)

The immune response to malarka parasites is complex and socurs
against distinet antigenic combinations, composed of antigens from
each stage of the pamsite’s i cpde (Struik and Riley, 2004). The
veriebrate host wses different effector mechanisms involving innate and
adaptive imumunity. It is well-established that in humans, namrally
acquired IgG antibody responses are assochited with protecive dinical
ity to malaria (Cohen et al, 1961 Sabchareon et al., 1991).
Although Igh may play a role in malaria immunity, such a role is not
well defined as of yet (Pleass et al, 201& Sone and Lund, 2016).
Recently, [gM antibodies were proposed to have a much greater role
than just the early response generally stated in dassdcal immunclogy
books (Booryaratanakornkit and Taylor, 2019). Memory B cells have
recenty been shown in experimental models to produce specific IgM
against Plasmodium sp. and dominate the early memory response to
recurrent malaria infections, providing evidence of additional
mechanisms by which the immune sysem may control infection
(Couper et al, 2005 Bohannon et al., 2016 Krishnamurty et al,
201¢). Futhemnmore, a recent study by Boyle et al. associated higher
levels of IgM againg P faldparum with a reduced rsk of dinical
malara in chidren (Boyle et al, 2009). Sudies evaluating human
naturally acquired IgM immune responses against different
eryhuncytic stage antigens have been conducted in different areas of
Bragil (Rodrigues et al, 2005; Oliveira et al, 20é; Riccio et al, 2013,
Casslano et al, 2006; Medeiros et al | 2000; Lima et al, 2022; Schappo
etal, 2022). However, only a few studies have locked at the naturally
acquired immune response of NF exposed to Plusmodium infection,
with all such studies focusing on Igl antibodies (Dhuarte et al, 2006,
Yamasaki et al, 201 1; Costa et al., 2014; Monteiro et al., 2004 de Assis
et al, 2021}

Previoudy, we performed an immuno-epidemiological study of the
I antibody responses in NP from epidem iologically distinet malaria
fransmission areas of the Atlantic Forest in Brazil (de Assis etal, 2021).
Here, the naturally acquired Igh antibody levels of NP against both
pre-erythrocytic and erythrocytic stage antigens of Plasmndium were
evaluated. This can contribute 1o the understanding of the mle of Igh
in the immune response against malaria in NF and may allow for the
identification of NP species with reservoir capacity.

Materials and methods

Sera from non-human primates and
studied areas

Serum samples were collected from NP from three areas of
the Atlantic Forest in Southeastern and South Brazil {Table 1
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and Figure 1). These areas were previously studied by our group
and were shown to have distingt epidemiclogical profies of
malaria transmission (Costa et al, 2014; de Alvarenga
et al, 2018 Nunes et al , 2020; de Assis et al , 2021). Samples
from a total of 154 NP belonging to all families (Aotidae,
Atelidae, Callitrichidae, Cebidae, and Pithecidae) from the
biological repository of our laboratory were selected for this
study (Table 1).

The NP samples that we studied came from three different
locations in the Atlantic Forest: Indaial and Joinville, both in the
state of Santa Catarina (SC) in south Brazil, and Guapimirim in
the state of Rio de Janeiro (R]) in southeast Brazil (Table 1).
Samples from three Alvuatta g. clamitans from the Fundagio de
Parques Municipals e Zoobotinica at Belo Horizonte in the state
of Minas Gerals (MG), Brazil outside the Atantic Forest in a non-
transmission malaria area were used as negative controls.

The first group of samples from Indaial comprised 75 plasma
samples all taken from brown howler monkeys (Alowatta
guariba clamitans) caught between 2008 and 2019 &3 from
captive monkeys maintained at the Centre for Biological
Research of Indaial (CEPESBI), and a further 12 plasma
samples taken from free-living NP. In this group, 81% of
samples were from adult NP (Table 1), and Plasmodium
infection was previously identified by our group in 13% of
these NP by PCR (Costa et al., 2014; de Alvarenga et al, 2018).
In our previous study, we reported that 75% of these samples
were seropositive for IgG responses against pre-erythrocytic
stage antigens (CSP peptides) and 90% of them against
different erythrocytic stage antigens (PvAMA-1, PVvEBP-2, and
PvDBPII) of Povivax (de Assis et al., 2021) (Tahle 1).

The second group of samples was collected in the city of
Joinville in an Atlantic Forest conservation area located on
private property. These plasma samples were collected from 3%
free-living brown howler monkeys between December 2015 and
2017 (for more detalls about the capture see Munes et al, 2020).
Sampling from adults was prioritized during the captures which
made up 85% of the monkeys smpled Plusmodium infection was
previously identified in &7% of these selected samples, which were
infected with either P. simeium andlor P. brasiianum according to
PCR (Nunes et al., 2020). All of these animals showed 1gG
antibodies against both pre-erythrocytic and erythrocytic stage
antigens (de Asds et al, 2021) (Table 1),

The third group of samples studied came from the Primate
Centre of Rio de Janeiro (CPRJ) in Guapimiim, where serum
samples were collected between January 2011 and October 2019
from 40 captive adult monkeys belonging to all NP families
(Table 1). Plasmodium infection was previously identified in 32%
of sdlected samples by PCR (de Alvarenga et al, 2015 Alvarenga
et al, 2017). Ninety percent of these animals showed IgG against
CSP peptides and 32% against erythrocytic stage antigens (de Assis
et al, 2021) (Table 1).

All procedures were performed according to Brazilian
guidelines and regulations and were approved by the Fiocruz
Research Ethical Committee (CEUA license LO37/2016) and by
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TABLE 1 Characteristics of the Meotropical prima tes sampled from each studied area.

Studied area (Municipality/State)

Characteristic
Irchaial/SC Joirmville/SC Guapimidm/RJ
#n=T5 =38 =40 o= 054
ey ratho malefemale 1274 0551 1122 L05-1
Ratho Aduli: Non-adulkt 4351 551 400 a7l
Ratho Captive Free living 5254 o039 400 201:1
Familles of NP
Andidas 75 | o) 39 (1m%)* = (20%F 1T (79.2%)
Antidae 1] (1] 1 (25w 1 joE%)
Callimichidas o o 4 (10%F 4 (25%)
Cehidas ] o 24 (o) 3 (15.8%)
Pitheciidac ] ] 3(TERM 3 {1.5%)
Bositivity by PCR" 10 (13%) 26 (67%) 13 @25 59 [32%)
Pasitivity by ELISA (1gGI'
PwlEp 50 {5T%) 39 | 1005 34 (55%) 123 {50}
PR PSP 47 (E3%) 39 | 100K} 35 (57.5%) 121 {7E%)
PiCER 54 (TI%) 38 (57} 34 (25%) 126 (22%)
BraAMA-1 52 (85} 39 {100%) s(11%%) 96 (61%)
FeEHP-T 52 (&5%) 35 | 100 T(I7 %) o8 [B4%)
FiIEFL 4% (B4%]) 35 | 100 T(I7 %) 54 [B1%)

Hmnpw:ﬂnlindnul-kwndp::dqnhpwdﬁu‘ﬂpmtdwmu&.b(a@a.lul%i.wmdhnmﬂpﬁu:tmgw

imitims, "Almilli 3 clirdl g, Abrasills carays, Alele pamica, Brickyiels avaknside; Mot mipricps " Mice kumeraBler, Loamiqpithaca dorpmebia, Leombafithuca rosalis, Siguin

iy Webnsi i, Spjass robuste, Sutijus Cacjan . Calicebus by e e bt iom was p Iy P by omr

p—ﬂﬁhuﬂ‘..I-'.J:J:.Lnuaycu..!c-'.i:a.mag.a‘..I-'..'-.J=Lmag‘da..!c-'.i:.\'mncu..!mCI.'EhT&&dwm-ﬁ,iwlp:hﬁanﬁqm
d Pl i Pk o ' d by oo geoap {de Aok o al, D00 L 5T - st of Sants Catasisog B - atide of Rio d hancis.

the Brazilian Ministry of Ervironment (SISBIO numbers 43375-
4, 43375-6, 54707-137362-2, 52472-1, and 28953-1).

Peptides and recombinant
Plasmodium antigens

Pre-erythrocytic stage antigens

Synthetic peptides corresponding to the repeated
immunodominant epitope of the major pre-erythrocytic stage
antigen, named the Circumsporozoite Protein (CSF), were used
for the detection of immunoglobulin M (Igh) antibodies. Three
variants of P. wivex CSP (PvCSP) were used: the classic VE210 (Pw)
DGOPAGDRAAGQPAG-(DRADGQPAG),, VK247 (Pvk)

FIOUSE L

Map of Brar] with the locaton of the thee studied areas. Malara (ANGAGNQPG) -ANGAGN, and P. wvivax-like (Pvl)
endermic amas fred) and the Aflantic Forest aneas jgreen) ae e :

ndicaed. The states of the studied aness ane ighighted [Rio de {AP.GANQEGGAA,'I;. Additignally, CSP Pept.l.des fmm F,
Janeim and Sant Catarinal. loons show three studied municipalites f“r“‘P”f”" (NANF), [PfCSPJ and P. malariae/P. brasilianum
Indiaial {Huwel, Joinville lyeliow), and Guapmirim ige=yl The map also (GNAA),-GNDA(GNAA), were utilized. The CSP repeat
highlighted Belo Horronte jpank) n Mines Geois staie becase fhe - N N N

neagative controls were collected thene The map was made with Requences of P. brasilianum and P malarice are identical, and
ArclS seftware becanse of that, they were referred to as Ph/PmCSP {Guimaries

et al., 2012; Pereira ot al, 2018).
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Plasmodium spp. erythrocytic stage antigens

As previously described, the following erythrocytic stage
antigens were produced as recombinant proteins. Recormbinant
DBPI proteins included amine acids 243-573 of Duffy Binding
Protein (DBP) from the S&-1 reference strain, and recombinant
EBP2 induded amino acids 159485 of the Erythrocyte Binding
Protein 2 from C127 Cambodian isolate. These two recombinant
proteins were expressed as 3% kDa 6xHis-tag fision protein in
Escherichia aoli (Fang et al, 1991; Ceravolo et al . 205 Ntumngia
et al, 2012 Mtumngh and Adams, 2012; Ntumngia et al, 2016).
The ectodomsain of P. wivaex apical Membrane Antigen 1 (PvAMA-
1), including amincacids 43 to 487, was produced as a recombinant
protein with 6xHis-tag in the eukaryotic expression system (Cunha
et al., 2014; Vicentin et al., 2014). The Memzoite Surface Protein-1
protein was additionally used to better characterize the NP
responses based on previows studies that indicated that it is
highly immunogenic under natural conditions of human exposure
(Scares et al, 1997; Riccio et al, 2013; Uplekar et al, 2017; Kale
etal, 2019) The 19-kDa C-terminal fragment of the M5P-1 from P
vivax, P. falcparum, and P. malarize (MSP1-19), which represents
aminoacids 1616-1704, was expressed as a 6xHis tag fusion protein
in Pichia pastoris (Soares and Rodrigues, 2002).

Immunoglobulin M detection assay

The erzyme-linked immunesorbent asay (ELISA) for the
detection of antibodies against Plussodivm antigens was performed,
a5 previously described (Dhuarte et al , 2006; Pereira et al , 2018; de Asis
etal, 202 1) with medifications. Briefly, all CSP synthetic peptides were
used at 10 pgimL to coat the plates, while recombinant proteins were
wsed at a final concentraton of 1 pg/ml (PvMSPLly), 1.5 pgiml
(PVEBP-2 and PvAMA-1), 3 pgimL (PvDBFID), and 5 pg'mL
(PmMSPlie and PIM5Plys). NP serum or plsma samples were
diluted at 1:50. Anti-human IgM-peroxidase-conjugated antibody
(Jackson Imimunoresearch) was wed a5 a secondary antibody at
12500 dilution for CSP peptides or 150 for recombinant proteins.
In each well was added 100 pL of the 3.3 5.5"- Tetramethy bereid ine
(TMB) single solution (Life Technologies). Reaction development was
interrupted hyald.l.ngﬁul.dfm HClin sach well. Antibodies were

2.3 S T LTI N T

detected usinga microplate neader (Spectra Max 340PC 384, Molecular
Devices) at an optical density (OD) of 450 nm. Results were expressed
as seroprevalence, Le, the percentage of positives, and antibody levels
were expressed as the reactivity index (RI), which was caloulated by
dividing the mean OD values of tested samples by the mean plus hiree
standard deviations (SDs) of the negative control samples Samples
wed as negatives were taken from three Abwuatta g clemitans from
Belo Horzonte in the state of Minas Gerais, Brazil, a non-tran smission
malariaarea This species was selecied as it comresponded to 77 of the
non-control animals sudied here. These samples were negative in the
Flassnodium PCR protocals tested (Snounou et al, 1993 de Almrenga
et al, 2018). Samples with an RI greater than one were considered
positive. For comparisons with immune responses against erythrocytic
stage antigens, samples were considered positive for PYCSP when they
showed an RT >1 for any of the three CSP repeats (VE210, VK247, or
P vrax-dike).
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Statistical analysis

Analyses were done using GraphPad Prism version 8.0
(GraphPad Software, Inc., San Diegp, CA, USA) and R version
402 (Vienra, Austria) (R Core Teamn, 2020). For each area of sudy,
the distribution of the data for each of the parameters was
determined by the Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests.
Differences in the proportion of the seropositive were evaluated
using either Fisher's exact test or the Chi-square tﬁt{xij, according
to the data distribution. The differences between either the medians
or means of the reactivity index (RI) of two groups were verified
using either the f-test or the Mann-Whitney LT test, respectively,
according to the data distribution. The BRI comparisons between
more than two groups were performed wsing either Amalysis of
Variance [ANOVA) or the Kmskal-Wallis test, followed by Tukey's
or Dunn's post-hoc tests, respectively, according to the data
distribution. For analysis of the overall data set, ie., the data from
all three groups combined, the association between categorical
variables (age, sex, whether free-living or captive, and the
occurrence of active infection - as determined by PCR) and
seroprevalence and IgM titers was assessed wsing either the Chi-
square test (y") or Fisher's exact test, and the r-test or Mann-
‘Whitney U test, respectively. Heatmaps for antbody levels against
Plasmodium antigens were created using the R package
ComplexHeatmap, which showed the hierarchical dustering with
families fixed (Gu et al, 2016). The intersections of responders to
PSP and P wivax erythrocytic stage antigens were plotted using
the “UpSerR™ B package (v1.4.0) (Conway et al, 2017). Analyses of
correlation between antibody levels of responders (iLe. those
individuals classified as seropositive) were assessed using
Spearman’s rank correlation coefficient. For analyses of the
categorical variables described above, the odds ratios for
individuals to have antibodies against given antigens of the
various Plasmodium spp. tested, generalized linear modeks
(Gamma regression model and logistic regression), and the
Gamma-hinomial mbidure model were wsed. Variables with P-
values < = 0.20 in the likelihood ratio test went on to sep 2,
where all were jointly adjusted. From that moment on, all the
variables that passed from the previous step were adjusted together.
The ﬂ.g,n:ﬁcanoe of each was ana]y:ned s.epnmtdy u.u.ng the
]Ike]Jhood ratio test. Here, we cumpared whether thene Was a
significant difference between the model without and with the
variable in question. A model was fitted with all significant
variables from the previous step. The process was repeated wntil
only significant variables remained. In all analyses, a significance
level of 5% was considered, Le. values of P< 0.05.

Results

IgM responses against pre-erythrocytic
stage CSP peptides

Orverall, 59% (91/154) of the NP showed an IgM response

against at least one of the five CSP peptides assayed ( Sup plementary
Figure 1A). The responses against at least one of the PRCSP peptidas
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(Pve, Pek, and PM) ranged from 37% (Guapimirim/SC) to 87%
(Joinvile/SC). Twenty-seven percent (Indaial'$C) and up to 97%
(Joinville/SC) of the NP also showed Igh responses against PRCSP.
From 10% (Guapimiim/R]) to 41% (Joinvile/SC) showed Igh
antibodies against Ph/PmCSF (Figure 2A top). The frequency of
senopaositive NP was significantly highest against PRCSP and P. wivax
“classic” VK210 (Pve) in all three areas (P< 0.05) (Figure 2A topl

In Indaial/SC, antibody levels were .i.i.g:.i.ﬁmnﬂy higher against
Pyvc and P than against the Pvk peptide (P= 0.05). In Joinville/SC,
antibody levels were significantly higher against PACSP than against
PVRCSP, PACSP, and P/ PmCSP peptides (P< 0.05). The levels of
antibodies were relatively low and without any statistically
n'.g,ni.ﬁcant differences among all CSP peptides in Guapimirin/RJ
(Figure 2A bottom).

IgM responses against Plasmodium vivax
erythrocytic stage antigens

COrverall, significant levels of IgM were identified in 87% ( 134/
154) of the NP studied against at least one of the three P. vivax
erythmoytic stage antigens assayed (PvAMA-1, PvEBP-2, and
PyDBPII) (Supplementary Figure 1B). The seroprevalence for at
least one of the three erythrocytic stage antigens was higher for
Joimville/SC and Guapimirimy/R] (both 95%) than Indaial/SC (76%).
The frequency of positive MNP was significantly higher against
PvEBP-1 than against the other antigens only in Guapimirien/R]
(P 005) (Figure 2B top). Antibody titers against PPAMA-] were
higher than PvDBPII in all three of the areas studied. In
Guapimirim/R], the levels of ant-PvAMA-1 IgM were also
significantly higher than against PvEBP-2 (P< 0.05)
({Figure 2B bottom).

Association between the seroprevalence
and antibody levels against PvCSP and

erythrocytic stage antigens of P. vivax

Thirty-seven percent (50/135) of the NP showed IgM antibodies
against all of the studied antigens (i.e., all three pre-erythrocytic and
all three erythrocytic stage antigens from P. viux), while 45% (61

135) of the NP showed Igh against all three variants of PeCSP and
at least one erythrocytic stage antigen (either PvAMA-1, PVERP-2,
and/or PYDBPI), and 53% (71/135) of the individuals showed Ighd
against at least one erythrocytic stage antigen but not against CSP
(Figure 3A). Significant positive correlations ranging from
moderate to strong wene identified (P< 0U001) between antibody
levels against PWCSP and PvAMA-1 (p=10.55), PvC5P and PvEBP-2
(p =048), PvCSP and PvDBPII (p =0.55), PvAMA-1 and PvEBP-2
{p =0.72), PFvAMA-1 and PvDBPI (p = 0.68), and PvEBP-2 and
PyDBFII (p = 0.74) (Figure 3B). These comparisons weme also
performed when dassifying the NP acconding to PCR postivity for
malaria infection; however, the previously described significant
correlations were not altered according to this parameter (data
not shown).
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Variables potentially associated with
seroprevalence and IgM levels against
C5SP and erythrocytic stage antigens

Free-living MF showed both significantly higher Igh titers
against PvCSP and a higher seroprevalence against Ph/PmCSP
and PFCSP when compared to captive animals (P<0.05)
(Flgure 4A) All comparisons of free-living and captive NP are
shown in Supplementary Figure 2. Adult animals also had
significantly higher seroprevalence against PVEBP-2 than non-
adults NP (P<005) (Figure 4B and Supplementary Figure 3).
Seroprevalences and Igh titers were similar between the sexes for
the CSP peptides and erythrocytic stage antigens (P=0.05)
(Supplementary Figure 4).

Among NP PCR-positive for P brasilionunP. malerine, the
seroprevalence against PVPrCSP was higher than in PCR-negative
maonkeys for this infection (seroprevalences: 36% and 18%,
respectively, P»0.05), while IgM titers were smilar (Figure 44
and Supplementary Figure 5). Frequencies of seropositivity
against PvCSP, PvAMA-1, and PvDBPII were higher in NP
infected with F. simeium (PCR- positive for this malaria parasite)
compared to NP non-infected with P sirtium (PCR- negative for P
sirrtium) (P<0.05, Chi-square test) (Figure 4). NP PCR-positive for
P. simium aleo showed higher levels of IgM against the PvEBP-2
and PvDBPII than PCR-negative individuals (P> 0.05) (Figure 4
and Supplementary Figure 5).

Generalized linear models and the
identification of factors associated
with IgM response against
Plasmodium spp. antigens

In order to identify which variables could explain the
occurrence of IgM antibodies against Plasmoedium spp.,
genem]j.zed linear models {gamnu regrﬁsion model, ]ngj_;ﬁ.c
regression, and the Gamma-binomial mixture model) were nsed
With respect to the response against the pre-erythrocytic stage
protein, CSP, individuals that were PCR-positive for malaria
infection showed a higher chance of having IgM antibodies
against PECSP, Ph/PmCSP, and PvCSP compared to PCR-

negative NP (P <005, Logistic Regression) (Figure 5). The highest
probability of being seropositive for IgM was observed against
PvCSP (3.3 times more likely). Free-living NP alko showed a
higher chance of having IgM aging PRCSP, Ph/PmCSP, and
Pw(SP. The highest odds mtio for being seropositive with Ighd
antibodies was observed against PRCSP, which was 11 times more
likely. In relation to erythrocytic stage proteins, free-living
individuals showed a higher chance of an IgM response against
all three antigens. The highest odds ratio was almost five times
greater than for captive NP, which was for IgM againg PvAMA-1
(P<0.008) (Figure 5).

Individually, a set of variables (PCR-positive and free-living) was
identified that determined the chance of NP having Igh against
erythrocytic stage proteins. PCR positive (3.66 times, I = LZ7-10.51
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and P =0.016), adult {429 times, CI = 1.3%1325and P=0.011), and
free-living (4.69 times, CI = 161 - 1364 and P = 0.004) individuals
were significantly more lkely to respond against PvAMA-1
compared to P(R-negative, non-adult, and captive individuals,
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respectively (P<l5). Imerestingly, we observed that animals that
had IgM against PeCSP and PrAMA-1 were 47 times more lkely to
be PCR-posit ive, compared to those individualks that did not respond
to these proteins (P<0.05) (Supplementary Figure 8).
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Correlation between |gM responses against pre-erythrocytic and erythrocytic stage antigens of P. vivax among Neotropical primates. (A) UpSetR plot

of the number of NP with IgM against PvCSP and/or P vivax erythrocytic stage antigens. (B)
lgM against PvCSP and P vivax erythrocytic stage antigens and between the different erythrocyt
shown are the value of p (Spearman’s rank coefficient), its significance as indicated by the P-value, an,

redations between the reactivity index of
gens from this Plasmodium spedes. Data
he dotted lines indicate the 95% confidence

intervals. PWCSP, P ovivax CSP repeats (VK210, VK247, and/or Pvivax-like variants); PvAMA-1, P vivax Apical Membrane Artigen 1, PvEBP-2, P. vivax
Erythrocyte Binding Protein 2; PYDBPI, B vivax Duffy Binding Protein region |1

Association between antibody levels
against pre-erythrocytic stage peptides
and Merozoite Surface Protein 159 antigens
of Plasmodium spp.

After observing an association between IgM response and PCR-
detectable blood stage infection, the MSP1,s protein was used to
turther characterize the NP IgM antibody responses. Due to the
limited amount of recombinant M5P1,5 of P. vivax, P. malariae,
and P. falciparum available, the presence of TgM antibodies against
these antigens was evaluated only in Is with PCR-detectable
Plasmodium infection (n= 43). Overall, 77% (33/43) of the selected
NP samples showed IgM responses against PvMSP o with 58% (25/
43) having IgM antibodies to all P. vivax antigens tested. Twenty-

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology

three percent (10/43) showed IgM antibodies against one or up to
three erythrocytic stage antigens, and 2% (1/43) did not respond
against any of the studied antigens. Seroprevalence and antibody
titers against PYMSP1,5 and the other erythrocytic stage P. vivax
antigens studied were similar. However, there was a statistically
significant difference only between PvMSP 1 and PvCSP (P< 0.05).
A significantly weak to moderate positive correlation was also
identified between antibody levels against PvMSP1); and other
antigens (P< 0.003) (Figure 6A).

Ninety-three percent of individuals (40/43) showed TgM against
PmMSP1ys, 35% (15/43) showed IgM against Ph/PmCSP and
PmMS5P1l,e, and 5% (2/43) did not respond against any Ph/Pm
antigen. The frequency of responders and their level of antibody
against PmMSP1 ¢ were higher than against Pb/PmCSP (P < 0.001).
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FIGURE 4
Statistically significant diferences in the seroprevalence and levels of IgM antibodies against Pasmodium antigens according to different sampling
parameters. (A) Comparison of IgM seroprevalence and levels against CSP peptides of Plasmodium sp. between (i) free-living (purplel and captive
(pirnk) individuals, and (il malaria parasite PCR-positive (PCR+, red for P. brasillanum/P. malarise and salmon for P. simium) and PCR- negative
samples (PCR-, blue for P brasifanum/P. malariae and light green for P. simium). (B) Comparson of IgM seroprevalence and levels against P. vivax
erythrocytic stage antigens between ()} non-adult (brown) and adult (orange) individuals and (i) malaria parasite PCR-positive (PCR+, salmaon for P.
simium) or PCR-negative (PCR-, light green for P simium). Samples with an Ri>1 were considered seropositive (dotted ling). The filled bars indicate
the percentage of NP with an Rl> 1. The data shown on the graphs of IgM levels are the individual Rl values for each sample (dots) with their median
and the interquartile range (boxes). The ages of NP were estimated according to Carpenter (1965) and accordingly categorized into non-adult and
adult. PvCSP, P. vivax CSP variants (VK210, Vk247, and Puivax-like); Pb/PmCS, CSP repeats of P. braslianum/P. malariae; PICSP, CSP repeats of P.
falciparum; PVEBP-2, P. vivax Erythrocyte Binding Protein 2; PvAMA-1, P. vivax Apical Membrane Artigen 1, PvDBPIL, domain || of the P. wivax Duffy
Binding Protein. Statistically significant differences are indicated by asterisks (*F> 0.05, **P= 0.0L, and ****F> 0.0001). The free-living versus captive
comparison was performed only for the group of NP from Indalal/SC.

No correlation was observed between IgM levels against both Pb/  did not respond against any one of these antigens. Seroprevalences and
Pm antigens (Figure 6B). antibody titers were similar against both of these antigens (P>0.05). A

Sixty percent (26/43) of NP showed IgM against PIMSP1yo 50%  significant weak positive correlation was identified between antibody
(22/43) showed IgM against the PFCSP and PIMSP1e and 16% (7/43)  levels against PFCSP and PIMSP1,6 (p =033 and P= 0.027) (Figure 60).
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FIGURE 5

Odds ratios for the IgM antibody responses of Neotropical primates
parameters. Companson of the odds ratios for seroprevalence of IgM

jainst different Plasmodium antigens according to different sampling
gainst various CSP peptides from different Plsmodium spedes and

Plasmodium vivax erythrocytic stage antigens according to malaria parasite PCR positivity and whether sampled individuals were elther free-living or
captive. PvCSP, P. vivax CSP repeat variants (VK210, VK247, and P. vivax -lke); Pb/PmCSP, CSP repeat of P. brasilanumyP. malariae; PICSP, CSP
repeat of P. fakciparum; PUAMA-1, P. vivax Apical Membrane Antigen 1; PvEBP-2, P. vivax Erythrocyte Binding Protein 2; PvDBPI, domain |l of the P
vivax Duffy Binding Protein. The data shown are only the significant values for the odds ratios (logistic Regression, P<0.05). The free-living versus
captive comparison was performed only for the group of NP from Indalal/SC.

IgM responses against Plasmodium
spp. antigens among Neotropical
primate families

The analyses of IgM responses among different NP families
were performed using samples only from Guapimirim/R] because
the other areas had spedes only from the Atelidae family (Table 1).
A unique specimen from the Aotidae family showed low (RI =1-2)
or medium (2<RI<4) levels of IgM antibodies against the three CSP
peptides and against erythrocytic stage antigens. Most animals from
the Atelidae family had medium to high (RI>=4) levels of antibodies
against erythrocytic stage antigens. Sixty-two percent of NP in this
family also showed IgM against at least one of the three CSP
peptides (Pv, Pb/Pm, and Pf), and 100% showed antibodies
against at least one erythrocytic stage antigens (Figure 7).
Seventy-five percent of NP from the Callitrichidae family had low
to medium levels of antibodies against all three CSP peptides, and
all individuals from this family showed medium to high levels of
antibodies against erythrocytic stage antigens (Figure 7). A similar
response profile was observed for the animals of the Cebidae family,
with 58% of individuals showing low levels of antibodies against at
least ane CSP peptide, and 92% of NP from this family having IgM
against at least one of the erythrocytic stage antigens. All specimens
of the Pithedidae family had low to medium levels of IgM against, at
least, one CSP peptide and one erythrocytic stage antigen, generally
at high levels (Figure 7).

Discussion

In this study, the profile of acquired IgM antibody immune
responses against both pre-erythrocytic and erythrocytic stage
antigens of Pl dium was evaluated in NP from different
Atlantic Forest areas of Brazil for the first time. The presence of
IgM against the major pre-erythrocytic stage antigen (CSP) was

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology

used here as a potential marker of exposure to infected
mosquito bites.

The frequency of NP showing IgM against CSP peptides was
highly variable among the different CSP peptides of different
Plasmodium species, and the geographic areas were tested
(ranging from 10% to 97%). Conversely, the IgM responses were
very high for every erythrocytic stage antigen in all studied areas.
IgM antibody levels were higher against the PvCSP variant VK210,
which is the most common P. vivax CSP variant in humans, and
NP, which is one of the two variants described for P. simium
(Goldman et al., 1993; Oliveira-Ferreira et al, 2004; Duarte et al.,
2006; Yamasaki etal., 2011; Santos et al., 2019; de Assis et al., 2021).
Similar to the IgM response against Pb/PmCSP identified here, IgG
antibodies against this peptide were also previously detected among
NP from the Atlantic Forest in Brazl by our group and others
(Duarte et al., 2006; Yamasaki et al, 2011; de Assis et al,, 2021). The
high frequency of NP displaying IgM antibodies against the P.
falciparum CSP, as observed here, also paralleled the previously
reported IgG response against this protein in these animals and
other NP from different Brazilian states (Duarte et al, 2006;
Yamasaki et al., 2011; de Assis et al., 2021). The positive
correlation observed in IgM levels against all the studied antigens
for each Plasmodium species suggests that there is cross-reactivity
in the immune response against CSP of different Plasmodium
species, as previously demonstrated (Hope et al, 1984; Hall
etal., 2019).

Free-living animals showed a higher frequency of IgM
antibodies against Pb/PmCSP and PCSP and higher levels of IgM
against PvCSP compared to captive animals. These findings may be
due to the closer proximity between free-living animals and infected
maosquitoes. Similar results were previously observed by our group
for 1gG antibodies in the same individuals (de Assis et al, 2021).
Overall, these data suggest that the seroprevalences of IgM and
IgG for Plasmodium CSP are good markers of exposure to the

transmission of malaria.
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Additionally, the detection of antibodies against erythrocytic

stage Pl dizm anti was ed to characterize immune
responses in individuals with established blood-stage Plasmodium
infections. Recombinant proteins of P. vivax blood-stage surface
proteins, which are involved in parasite-host interactions and are
leading vacdine candidates, were used to evaluate the IgM response of
NP from the Atlantic Forest due to the similarity between P. vivax
and P. simium. Here, the highest IgM antibody levels were observed
against PvAMA-1 in three studied areas, and high seroprevalences
against PvAMA-1 and PvEBP-2 were also detected in some areas.
This is the first study to evaluate IgM antibodies against PvEBP-2 in
non-human primates. Recently, PvEBP-2 has been suggested as a
novel ligand for a potential alternative invasion pathway of Duffy-
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positive reticulocytes (Hester et al, 2013; Ntumngia et al,, 2016). A
high seroprevalence of anti-PvEBP-2 IgGG was shown in humans from
Papua New Guinea, and also for the same NP individuals in our
previous study (Franca et al, 2017; He et al, 2019 de Assis et al,
2021). An IgM response against PvAMA-1 was also previously shown
in human individuals recently exposed to P. vivax malaria in Brazil
(rate of 48.5% responders) (Rodrigues etal, 2005). The low frequency
of IgM against PvDBPII was shown here in all three of the studied
areas. Medeiros et al. detected anti-PvDBPII IgM in approximately
40% of long-term P. vivax-exposed humans in the Amazon
(Medeiros et al,, 2020). The low immunogenidty of DBPII might
be due to the fact that this antigen is only exposed by the merozoite at
the time of the reticulocyte invasion, resulting in a short time of
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FIGURE 7
Heatrmap of IgM antibody levels against Plasmodium antigens
among diferert families of Neotropical primates. IgM antibody
levels against CSP repeats from diferent Plsmodium species and P
vivax erythrocytic stage antigens among NP families from
Guapimirim/RJ are indicated in different intensities of red. The igM
antibody response was expressed as Logl0 (Reactivity Index +1).
PvCSP, P wivax CSP repeats (VK210, Vi247, and/or Puivax-like); Pb/
PmCS, CSP repeats of P. brasilianumy/P. rmalariae; PFCSP, CSP
repeats of P. falciparum; PuAMA-1, P. vivax Apical Membrane
Arttigen 1; PvEBP-2, P. vivax Erythrocyte Binding Protein 2; PvDBPII,
domain || of the P. vivax Duffy Binding Protein. Different NP families
are indicated by the colors in the first column, and PCR results for
Flasmodium are indicated in the second, light green: PCR-positive
for P simium (de Alvarenga et al. 2018): dark green: PCR-positive
for P. brasilianumy/P. malariae (Snounou etal, 1993); and grey: PCR
negative for Phsmodium The PCR results shown in this figure were
previously published by our group (Costa et al, 2014; de Alvarenga
etal, 2015; Alvarenga et al, 2017, de Alvarenga et al, 2018; Nunes
etal, 2020).

contact with the immune system of the host (Adams et al,, 1990).1gG
antibodies against PvAMA-1 and PvDBPII were previously detected
by our group in the same NP individuals studied here (Costa et al,
2014; de Assis et al,, 2021).

Furthermore, in order tobetter characterize the IgM response of
NP with established PCR-detectable malaria infection, we used
highly immunogenic antigens, the well-characterized MSP1,5 of
P. vivax, P. falciparum, and P. malariae (Soares et al,, 1997; Ricdo
et al, 2013; Uplekar et al, 2017; Kale et al, 2019). A high
seroprevalence was observed for both PmMSP1 s and PYMSP1,,
and antibody levels were higher for these antigens compared to the
other antigens from the same Plasmodium species. These findings
confirm the high immunogenicity of MSP 1,4, which is already well -
known for humans (Soares et al, 1997; Riccio et al., 2013; Pires et
al., 2018; Kale et al, 2019), and NP in areas with circulation of both
P. simi and P. brasili /P.malariae of the Atlantic Forest
(Duarte et al., 2006; Yamasaki et al., 2011; Monteiro et al, 2020). A
high seroprevalence of IgG against PvMSP 1,5 was also reported in
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NP from the Atlantic Forest in the states of Sio Paulo and Santa
Catarina (Yamasaki et al, 2011; Costa et al., 2014; Monteiro et al.,
2020). Overall, these findings corroborate the hypothesis of high
circulation of Plasmodium spp. between NP in the Atlantic Forest in
Brazl (Deane, 1992; de Pina-Costa et al, 2014; Brasil et al,, 2017).
The significant positive correlations between the IgM responses
against pre-erythrocytic and erythrocytic stage antigens found here
have also been described in human and non-human primates
(Franga et al,, 2017; He et al., 2019; de Assis et al., 2021).

IgM antibodies against PIMSP1,, had a lower frequency of
responders (60%) compared to MSP1,y specific for other
Plasmodium species, while antibody levels were similar to other
Pf antigens (PfCSP). A similar frequency of individuals showing
IgG against PIMSP1 5 (approximately 50%) was reported in human
populations in the Amazon region (Braga et al, 200 Ladeia-
Andrade et al, 2007). The IgG seroprevalence against P.
falciparum antigens in NP and humans and P. falciparum
infection in humans and mosquitoes have been described in the
Atlantic Forest areas of other states in Brazl (Duarte et al., 2006;
Cerutti et al.,, 2007; Marrelli et al., 2007; Yamasaki et al, 2011;
Maselli et al, 2014; Laporta et al, 2015; Monteiro et al., 2020).

However, NP infection by this species of Plasmodium has only been
rarely reported in the Atlantic Forest areas (Duarte et al, 2008;
Bueno, 2012). Moreover, these findings reinforce the need to
investigate the circulation of this Plasmodium species or P.
falciparum-like parasites in this area (Sallum et al,, 2014).

Adult NP showed a higher seroprevalence against PvEBP-2 than
non-adult animals, suggesting that the IgM response depends on
repetitive cydes of erythrocytic stage infection. A primary P. vivax
infection was not sufficient to induce significant IgM and IgG
antibodies o EBP-2 in individuals of a malada outbreak in the state
of Minas Gerais state in Brazil, which is a non-endemic area of malaria
transmission (Lima et al, 2022). IgG responses against different
erythrocytic stage antigens increase with age due to repeated
exposure to Plasmodium sp., mainly occurring only in endemic areas
(Kano et al, 2012; Griffin et al, 2015; Stanisic et al., 2015; Franca et al,,
2016; Franga et al, 2017; He et al,, 2019; Kale et al, 2019). Longley et al.
suggest the use of antibodies against PVEBP-2 as a possible serological
marker to detect recent infection by P. vivax (Longley et al, 2020). This
data reinforces the notion that NP is constantly exposed to malaria
transmission in the Atlantic Forest in Brazl.

P di imium-infected NP had a high seroprevalence of
IgM against PvCSP, PvAMA- 1, and PvDBPII, as well as high levels of
IgM antibodies against PvEBP-2 and PvDBPIL. A positive correlation
was previously reported for antibody responses (either IgM or IgG)
against PvAMA -1 and malaria positivity (Rodrigues et al, 2005; Kale
et al, 2019). The absence of a correlation between anti-PvDBPII and
PvEBP-2 IgM in acute malaria infections was observed in humans
from the Amazon and areas outside the Amazon areas (Medeiros
et al, 2020; Lima et al, 2022). Significant differences were not
observed in either the seroprevalence or the levels of IgM between
the different sexes of NP. In general, there are no great differences in
the behavior of male and female brown howler monkeys in the wild,
such as mobility, which would imply that both have the same
exposure to malaria parasites (Crockett and Eisenberg, 1987;
Neville et al,, 1988 Rudman and Fernandez-Duque, 2003).
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Overall, here, we observed a high frequency of NP from each
taxonomic family responding to CSP peptides, but most of them
showed only low levels of antibodies. Conversely, almost all animals
showed IgM against the studied erythrocytic stage antigens, many
with high levels, regardless of their taxonomic family. Previous
studies have shown the presence of IgG antibodies against CSP and
different erythrocytic stage antigens of P. vivax, P.malariae/P.
brasilianum, and P. falciparum mainly in Alouatta guariba
clamitans of the Atelidae family, from the Atlantic Forest areas of
the states of Sdo Paulo, Rio de Janeiro, and Santa Catarina (Duarte
et al., 2006; Yamasaki et al,, 2011; Costa et al., 2014; Monteiro et al.,
2020; de Assis et al, 2021). Our group previously reported IgG
antibodies against CSP peptides and erythrocytic stage antigens
among NP of the Cebidae and Callitrichidae families from the state
of Rio de Janeiro state; however, similar results could not be shown
for these NP families from the Atlantic Forest in the states of Sio
Paulo (Duarte et al., 2006; Yamasaki et al, 2011; Monteiro et al.,
2020; de Assis et al, 2021). Nevertheless, the IgG profile was the
opposite of the IgM profile for these families, with high response
against CSP peptides for all families, but high IgG levels for
erythrocytic stage antigens mainly for the Atelidae family (de
Assis et al, 2021). Overall, the IgM and IgG results suggested that
all NP families have similar frequencies of both IgM and IgG,
suggesting that all of them have been constantly exposed to infected
mosquito bites. However, the intensity of responses (as measured by
the reactivity index) shows differences among NP families, with the
Atelidae family having the highest levels of anti-CSP IgG, and high
IgM and IgG against erythrocytic stage antigens, suggesting that
well-established Plasmodium infections frequently and mostly
occur in this NP family. However, we are aware of the limitations
of this condusion due to the small sample size per family.

Interestingly, generalized linear models allowed us to
demonstrate that the major variables (age, sex, free-living NP,
and PCR positivity) responsible for the IgM response identified
here were the presence of PCR-detectable Plasmodium infection
and being free-living animals. NP with active infection showed
more chances of having IgM against CSP peptides compared to
uninfected animals, mainly IgM against PvCSP. No difference was
observed in the seroprevalence against CSP in infected and
uninfected humans from malaria endemic area (Pereira et al,
2018). Free-living NP also showed a higher chance of having IgM
against Plasmodium CSP, especially PfCSP. Moreover, free-living
animals showed more chances of an IgM response against
erythrocytic stage antigens, mainly PvAMA-1, compared to
captive animals. PvAMA-1 was highly immunogenic in humans
exposed to multiple malaria infections in Brazil and India
(Rodrigues et al., 2005; Kale et al., 2019). Overall, these findings
suggest that IgM response against PvCSP and PvAMA-1 may be
predictors of the potential reservoirs of malaria in the Atlantic
Farest. In comparison, free-living NP was more likely to have 1gG
against both pre-erythrocytic, mainly PvCSP, and erythrocytic stage
proteins, mainly PvDBPII (Supplementary Figure 7).

We observed a higher frequency of IgM in NP with PCR-
detectable malaria infection compared to uninfected individuals, in
addition to an association between IgM response to PvCSP and
PVAMA-1 and active infection. This raises the question of whether
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the IgM antibodies in these NP were recently acquired or not. Recent
studies demonstrate that IgM-expressing memory B cells are
expanded in humans living in malaria-endemic areas
(Krishnamurty et al., 2016). Additionally, parasite-specific IgM was
recently shown to persist for a long time in patients exposed to P.
vivax transmission (Patgaonkar et al, 2018; Medeiros et al., 2020).
Boyle et al. detected P. falcipanim-specific IgM antibodies more than
6 months after Plasmodium infection in Australians returning from
malaria-endemic areas (Boyle et al, 2019). All these findings of long-
term IgM responses emphasize the need to better understand the
meaning of specific IgM antibodies in malaria infection. In non-
human primates, both specific and total TgM antibodies against
infected red blood cells (IRBC) were shown to increase and remain
elevated during and after the peak of primary infection in the
ium cy lgi-rh macaque model (Joyner et al, 2019).
Moreover, an inverse association between specific IgM antibodies and
parasitemia during relapse has suggested that these antibodies may

P, 1
F

play a role in neutralizing blood-stage parasites. One limitation of the
current study is our focus only on seroepidemiology based on ELISA
results, not including functional assays, such as merozoite invasion
and cellular lysis. Nonetheless, a follow-up study on IgM in non-
human primates naturally-exposed to Plasmodium sp. is still required
to confirm these findings and evaluate the dynamics of acquisition
and persistence of this antibody class.

Our findings suggest that NP from distinct Atlantic Forest areas
have had natural exposure to sporozoites and often developed
erythrocytic stage infections with different spedes of Plasmodium.
For the first time, the humoral [gM immune response was evaluated in
naturally infected NP. IgM had significant associations with free-living
animals and established malaria infection, mainly for antibodies
against PvCSP and PvAMA-1. Thus, the presence of IgM antibodies
against these antigens could be used as predictors of NP potentially
acting as reservoirs of malaria in the Brazilian Atlantic Forest.
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Supplementary Figure 1 — Seroprevalence of IgM antibodies against Plasmodium antigens of
neotropical primates from all three studied areas. Seroprevalence of IgM antibodies against (A)
circumsporozotte protein (CSP) peptides and (B) Plasmodium vivax erythrocytic stage antigens. Pyc:
Pyivay CSP classic VK210 variant (light grey); Pyk: P. vivax CSP VK247 variant (grev); Pyl: CSP
P.yivay-like vaniant (black); Pb/Pm: P. brasilianum/P. maglarige CSP (blue); Pf: P. falciparum CSP
(green); NR: Non-responder (white); PvAMA-1: P. vivax Apical Membrane Antigen 1 (yellow):
PvEBP-2: P. vivax Erythrocyte Binding Protein 2 (Orange); ByDBPII: domain II of the P. vivax Duffy
Binding Protein (blue). (*P = 0.05; **P < 0.01; ***P = 0.001; ****P < 0.0001).
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Supplementary Figure 2 - Seroprevalence and levels of antibodies against Plasmodium
antigens in Free-living and Captive animals from Indaial/SC. Seroprevalence and reactivity
index (RI1) of IgM antibodies against (A) circumsporozoite protein (CSP) peptides and (B) P.
vivax erythrocytic stage antigens. Rl > 1 was considered positive (dotted line). The filled bars
indicate the percentage of NP with Rl > 1. Data expressed as individual RI values (dots) and
median with the interquartile range (boxes). PvCSP: P. vivax CSP variants (VK210, VK247,
and/or P. vivax-like); Pb/PmCSP: CSP repeat of P. brasilianum/P. malariae; PfCSP: CSP
repeat of P. falciparum; PvAMA-1: P. vivax Apical Membrane Antigen 1; PVEBP-2: P. vivax
Erythrocyte Binding Protein 2; PvDBPII: domain Il of the P. vivax Duffy Binding Protein
region. Free-living: purple; Captive: pink. Differences statistically significant were indicated
by asterisk (*P < 0.05).
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Supplementary Figure 3 - Seroprevalence and levels of IgM antibodies against
Plasmodium antigens according to the age of Neotropical primates from Indaial/SC and
Joinville/SC. (A) Seroprevalence and reactivity index (RI) of IgM antibodies against
circumsporozoite protein (CSP) peptides. (B) Seropositivity and RI of IgM antibodies against
Plasmodium vivax erythrocytic stage antigens. Rl > 1 was considered positive (dotted line). The
filled bars indicate the percentage of NP with Rl > 1. Data expressed as individual RI values
(dots) and median with the interquartile range (boxes). Age estimated according to Carpenter,
1965, and categorized in non-Adult (blue) and Adult (orange). PvCSP: P. vivax CSP variants
(VK210, VK247, and/or P. vivax-like); Pb/PmCSP: CSP repeat of P. brasilianum/P. malariae;
PfCSP: CSP repeat of P. falciparum; PvAMA-1: P. vivax Apical Membrane Antigen 1; PvEBP-
2: P. vivax Erythrocyte Binding Protein 2; PvDBPII: domain Il of the P. vivax Duffy Binding
Protein. Differences statistically significant were indicated by asterisk (*P < 0.05).
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Supplementary Figure 4 - Association between IgM antibody responses and sex in free-
living animals from Joinville/SC. (A) Seroprevalence and reactivity index (RI) of IgM
antibodies against circumsporozoite protein (CSP) repeats. (B) Seroprevalence and RI of IgM
antibodies against Plasmodium vivax erythrocytic stage antigens. RI>1 was considered positive
(dotted line). The filled bars indicate the percentage of NP with RI>1. Data expressed as
individual RI values (dots) and median with the interquartile range (boxes). PvCSP: P. vivax
CSP variants (VK210, VK247, and/or P. vivax-like); Pb/PmCSP: CSP repeat of P.
brasilianum/P. malariae; PfFCSP: CSP repeat of P. falciparum; PvVAMA-1: P. vivax Apical
Membrane Antigen 1; PVvEBP-2: P. vivax Erythrocyte Binding Protein 2; PvDBPII: domain 11
of the P. vivax Duffy Binding Protein. Male: blue; Female: red. No comparison showed a
statistically significant difference.
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Supplementary Figure 5 - Association between IgM responses according to active
Plasmodium infection of animals from all three studied areas. (A) Seroprevalence and
reactivity index (RI1) of IgM antibodies against P. brasilianum/P. malariae circumsporozoite
protein (CSP) peptide in monkeys with PCR positive for P. brasilianum/P. malariae
(Pb/PmPCR+, red) or negative (Pb/PmPCR-, blue). (B) Seroprevalence and RI of IgM
antibodies against P. vivax CSP and erythrocytic stage antigens in monkeys with PCR positive
for P. simium (PSPCR+, salmon) or negative (PSPCR-, light green). Rl > 1 was considered
positive (dotted line). The filled bars indicate the percentage of NP with Rl > 1. Data expressed
as individual R1 values (dots) and median with the interquartile range (boxes). Pb/PmCSP: CSP
repeat of P. brasilianum/P. malariae; PvCSP: P. vivax CSP repeats (VK210, VK247, and/or P.
vivax-like); PvAMA-1: P. vivax Apical Membrane Antigen 1; PVEBP-2: P. vivax Erythrocyte
Binding Protein 2; PvDBPII: domain Il of the P. vivax Duffy Binding Protein. Differences
statistically significant were indicated by asterisk (*P < 0.05; **P < 0.01; ****P < 0.0001).
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Supplementary Figure 6 - Odds ratio for IgM antibody responses of Neotropical primates
against circumsporozoite protein (CSP) and/or AMA-1 of Plasmodium vivax according to
PCR positivity. PvCSP: P. vivax CSP variants (VK210, VK247, and/or P. vivax-like);
PVAMA-1: P. vivax Apical Membrane Antigen 1. The data shown are only the significant
values for the odds ratios (logistic Regression, P<0.05).
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Supplementary Figure 7 — Odds ratios for IgG antibody responses of Neotropical
primates against different Plasmodium antigens according to different sampling
parameters. Comparison of the odds ratio for seroprevalence of 1gG against various
circumsporozoite protein (CSP) peptides from different Plasmodium species and P. vivax
erythrocytic stage antigens according to NP age (adult or non-adult) and whether sampled
individuals were either free-living or captive. PvCSP: P. vivax CSP variants (VK210, VK247,
and/or P. vivax-like); Pb/PmCSP: CSP repeat of P. brasilianum/P. malariae; PfCSP: CSP
repeat of P. falciparum; PvAMA-1: P. vivax Apical Membrane Antigen 1; PVEBP-2: P. vivax
Erythrocyte Binding Protein 2; PvDBPII: domain Il of the P. vivax Duffy Binding Protein. The
data shown are only the significant values for the odds ratios (logistic Regression, P<0.05). The
free-living versus captive comparison was performed only for the group of NP from Indaial/SC.
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5. 3 Padronizagdo da imunofenotipagem de Células T de Primatas Neotropicais
naturalmente exposto ao Plasmodium sp.

Amostras de PBMCs congeladas de neotropicais, obtidos no Centro de Pesquisas
bioldgicas de Indaial (CEPESBI), N=7, Centro de primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ), N=5,
sendo esses PN considerados 0 nosso grupo de exposto a transmissdo da malaria. O grupo nédo-
exposto foi composto por 3 animais da Fundagéo de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo
Horizonte (FPMZ) Amostras dos primatas neotropicais, foram submetidas a marcacdo de
receptores de superficie com um painel de anticorpos para subpopula¢6es de subpopulacGes de
celulas T para avaliagdo por citometria de fluxo. Pitcher e colaboradores (2002) previamente
descreveram marcadores, os quais foram usados como estratégia de analise.

Inicialmente as amostras de PBMC foram descongeladas rapidamente para entdo serem
submetidas a marcacdo. ApoOs constatarmos uma baixa viabilidade das células nos primeiros
ensaios, o protocolo de descongelamento foi modificado. No qual as amostras do PN passaram
a serem descongeladas delicadamente, para evitar mudangas bruscas de temperatura que
poderiam matar as células.

Resumidamente, ap6s a marcacdo, avaliamos a frequéncia de células T total viaveis
(CD3+), células T auxiliares (CD4+ CD8-), células T citotoxicas (CD8 + CD4-), células T
Naive (CD28+ CD95-), células T de memoria central (CD28+CD95+) e células T de memoria
efetora (CD28-CD95+).

Durante a padronizacdo do ensaio de citometria de fluxo as amostras de PBMC
apresentaram variacdes de viabilidade (marcadas com corante Live/Dead), entre 4% e 75%
(média 31,17%) indicando melhoras ap6s as modificacGes do protocolo de descongelamento
utilizado (TABELA 7). Posteriormente analisamos as frequéncias de células T totais (CD3+).
No qual também foram observadas um aumento na frequéncia de células T totais ao comparar
as espécies do género (Alouatta, Aotus) de duas regides antes da mudanca do protocolo e apds
(TABELA 8).
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Tabela 7 — Compara¢do da média de viabilidade das células totais de duas espécies de PNH em diferentes regies
antes da mudanca do protocolo e apos.

Viabilidade Média - Células totais ‘

Local de coleta Espécies Antes Apos

FPMZ (Belo Horizonte /IMG) Aotus nigriceps 35,90% 68,40%
FPMZ (Belo Horizonte /MG) Alouatta guariba clamitans 27,35% 51,50%
Indaial/SC Alouatta guariba clamitans 4,73% 17,85%

Tabela 8 — Comparacdo da média de viabilidade das células T totais (CD3+) de duas espécies de PNH em
diferentes regifes antes da mudanga do protocolo e ap6s.

Local de coleta Espécies Antes Apos

FPMZ (Belo Horizonte /IMG) | Aotus nigriceps 72,3% 83,6%
FPMZ (Belo Horizonte /IMG) | Alouatta guariba clamitans 59,1% 65,3%
Indaial/SC Alouatta guariba clamitans 3,06% 48,9%

A partir deste momento, usando o novo protocolo de descongelamento, foram selecionados
0s animais que apresentavam uma viabilidade acima de 10% (N= 3 grupo ndo-exposto e N= 7
grupo exposto). Sendo observadas médias de frequéncias de células T totais vivas de 76,50%
(£9,81) nos NP do grupo controle e 64,84% (+£14,06) nos NP do grupo exposto (FIGURA 13
A). As frequéncias das subpopulac@es de células T auxiliares (CD4+ CD8-) foram similares
entre 0s grupos, 34,33% no grupo nao-exposto e 32,07% no grupo exposto. As frequéncias de
células T citotoxicas (CD8 + CD4—) foram de 51,43% e 40,34%, no grupo ndo-exposto e
exposto, respectivamente (FIGURA 13 B e C).

Na avaliacdo das subpopulacdes de células T auxiliares (CD4+) de memdria Naive
(CD28+CD95-) e células T de memdria central (CD28+CD95+) observamos frequéncias de
72,53% e 47,10% no grupo ndo-exposto e frequéncias de 48,95% e 62,20% no grupo exposto,
respectivamente (Figura 13 D e F). Ao se avaliar as mesmas subpopulacGes em células T
citotoxicas (CD8+), se observou uma frequéncia de 52,80% (n=2) de células de memoria Naive
(CD28+CD95-) no grupo ndo-exposto e 42,50% no grupo exposto (n=1). Somente em um
exemplar (Aotus) se observou a populacdo celulas T de memdria central, isso pode ter ocorrido
pela marcacéo insuficiente do CD95 nos outros animais do grupo ndo-exposto e exposto (Figura
13 E e G). Nao foram observadas diferencas entre as frequéncias dos dois grupos testados

(Mann Whitney p> 0.05) e nem células de memoria efetora (CD28- e CD95 +).
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Figura 13 - Subpopulac@es de células T em primatas neotropicais ndo-expostos e expostos ao Plasmodium
sp.
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Legenda: Os graficos mostram a frequéncia relativa de subpopulagdes de células T a partir do total de células
T (CD3+) pela citometria de fluxo. As subpopulacGes de células T foram identificadas conforme as estratégias
mostradas na Figura 13 em: (A) Células T totais, (B) Células T auxiliares, (C) Células T citotéxicas, (D) Células
T auxiliares de Mémoria Naive, (E) Células T citotéxica de Memoria Naive, (F) Células T auxiliares de Memoria
Central e (G) Células T citotdxica de Memoria Central. Cada ponto no gréfico representa um primata neotropical;
as linhas horizontais indicam a média e desvio padrao.
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6. DISCUSSAO

A geracdo de uma resposta imune adaptativa contra o Plasmodium sp. é frequentemente
demorada e ndo esterilizante. Individuos que saem de areas endémicas perdem rapidamente
suas respostas de células T e B, sugerindo que a exposi¢do continua a antigenos de Plasmodium
€ necessaria ndo apenas para a inducdo de células efetoras e de memaoria, mas também para sua
manutencdo (Antonelli et al., et al., 2020). Entender melhor os principais mecanismos que
mantém a parasitemia submicroscopica em individuos assintomaticos e por que, em alguns
individuos, o sistema imunoldgico € incapaz de eliminar completamente o parasito pode
fornecer pistas importantes sobre os mecanismos de resisténcia a infeccdo mediados pelo
sistema imunoldgico e como projetar uma vacina eficaz para malaria (Antonelli et al., et al.,
2020).

Diante disso, de forma inédita foi iniciada a padronizacdo de um painel imunofenotipagem
para caracterizar subpopulacdes de células T de primatas neotropicais naturalmente expostos a
infecgdo por Plasmodium sp., baseado na experiéncia prévia da Dra. Cristiana Brito em modelo
Aotus experimentalmente infectados por P. vivax, utilizando sangue fresco. E no protocolo de
caracterizacdo de células T de memaria em PNH de Pitcher et al., 2002.

Nossa primeira limitacdo foi obter amostras com viabilidade celular alta, sendo necessario
mudar o procedimento de descongelamento para recuperar mais células vivas. Com maiores
viabilidades observadas nos exemplares do género Aotus, e aparentemente as células dos
animais do género Alouatta sdo mais sensiveis ao descongelamento, sendo necessario uma nova
otimizacdo do protocolo. Vale destacar que foram utilizados PBMCs armazenados no
nitrogénio liquido a pelo menos 3 anos. Existe uma falta de dados mostrando os reais efeitos
do processo de separacdo, transporte e tempo de armazenamento e seus impactos sobre a
viabilidade celular, recuperacdo e funcionalidade. No entanto, ja foi demonstrado que o
armazenamento de PBMC por menos de 15 meses em nitrogénio liquido ndo alterou a expressdo
génica das células (Yang et al., 2016). Varios trabalhos vém estudando a perda da viabilidade
e funcionalidade de células T humanas congeladas (Owen et al., 2007; German et al., 2013).
N&o se tem conhecimento se os PBMCs de PNH sdo mais sensiveis ao congelamento e
descongelamento.

N&o foram observadas diferencas nas frequéncias de células T e suas subpopulages, entre
0 grupo nao-exposto e exposto. Um segundo desafio enfrentado, foi a ndo observacéo de células
T de memdria efetora (CD28-CD95+). O que pode ser explicado pela marcacgéo insuficiente do

CD95, principalmente nos animais da familia Atelidae, necessitando de uma nova titulacdo
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desse anticorpo para esses animais. Esse € um grande fator limitante jA& demonstrado pela
literatura, a dificuldade de se obter anticorpos que funcionem em animais de todas as familias
de primatas neotropicais, uma vez que esses reagentes geralmente sdo bem caracterizados para
animais do velho mundo (Riccio et al., 2015; Lugli et al., 2013).

A similaridade entre as frequéncias células também podem ser decorrente da ndo utilizagéo
de estimulos com antigenos do parasito para especificar a resposta observado nos animais ndo-
exposto e expostos. Os resultados obtidos na citometria de fluxo séo preliminares e os ensaios
apresentam o nimero amostral como fator limitante, no entanto de forma inédita, foi iniciada a
padronizacdo de um painel de imunofenotipagem de célula T para primatas neotropicais da
mata atlantica brasileira. Sendo um avanco cientifico uma vez que se sabe do papel da célula T
na resposta a fase eritrocitica da malaria e inducéo e manutencéo anticorpos (Miller et al., 2002;
Mount et al., 2004; Antonelli et al., et al., 2020).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Cada area de estudo apresentam caracteristicas epidemiolégicas singulares, refletindo a
exposicao dos animais a infec¢do por Plasmodium sp.

Altos niveis de anticorpos IgM e 1gG contra peptideos pré-eritrociticos de Plasmodium sp. foram
detectados em primatas neotropicas da Mata Atlantica brasileira, compovando que esses animais
sdo expostos a picada de Anopheles infectado.

Niveis significantes de anticorpos IgM e 1gG contra diferentes antigenos eritrociticos de
Plasmodium sp. também foram detectados nos NP, comprovando o estabelecimento da fase
sanguinea da infeccdo em alguns animais.

Altos niveis de anticorpos IgM foram observados contra o antigeno PvAMA-1 e altos niveis de
IgG foram observados contra PVEBP-2.

A soropositividade e altos niveis de anticorpos foram associadas principalmente com as
covariaveis: vida livre e infeccdo ativa (PCR+).

Primatas neotropicais adultos apresentam maior prevaléncia e niveis de anticorpos comparados
com animais ndo-adultos, assim como ocorre com 0s humanos.

N&o houve associacgdo entre a resposta imune e o sexo do animal.

Foram observadas correlagcfes positivas entre os niveis de anticorpos dos diferentes antigenos da
mesma espécie de Plasmodium.

De forma inédita foram avaliadas a resposta de IgM e IgG contra PVEBP-2 em primatas nao
humanos. Sendo observado altos niveis de anticorpos, em NP adultos infectados por P. simium,
assim como demostrado em criancas mais velhas na Africa.

Pela primeira vez foram avaliados a presenca de anticorpos IgM contra as antigenos pré-
eritociticos e eritrociticos de Plasmodium brasilianum/ P. malariae e Plasmodium falciparum.
Demostrando que os NP sdo expostos e apresentam infeccdo sanguinea por esses parasitos. E
comprovando a circulacao dessas espécies de Plasmodium na Mata Atlantica.

Anticorpos contra antigenos do Plasmodium falciparum foram detectados nos NP, refor¢ando a
necessidade de se avaliar a circulacdo desse parasito ou do P. falciparum-like na regido de Mata
Atlantica.

Animais gque apresentam anticorpos IgM contra PvCSP e PvAMA-1 possuem maior chance de
terem infeccdo ativa (PCR+). Podendo esses marcadores sorologicos serem utilizados como

ferramenta de rastreio de animais infectados.
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e Primatas neotropicais das 5 familias estdo expostos a transmissdo da doenca, porém a infeccéo
eritrocitica se estabelece aparentemente apenas em algumas familias especificas.

e Primatas neotropicais da familia Atelidae apresentam altos niveis de IgM e IgG contra 0s
antigenos de Plasmodium sp., 0 que sugere que esses animais sdo 0s potenciais reservatorio da
malaria na Mata Atlantica Brasileira.

e Pela primeira vez foi iniciada a padronizacdo de um painel de imunofenotipagem de célula T

para primatas neotropicais da mata atlantica brasileira.
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8. CONCLUSAO

Primatas neotropicais naturalmente expostos a transmissdo de Plasmodium sp. apresentam
anticorpos IgM e 1gG contra diferentes antigenos pré-eritrociticos e eritrociticos. Os achados
deste trabalho demostram que a resposta imune naturalmente adquirida contra a malaria dos PN
é similar a dos humanos, sugerindo serem modelos de estudo interessante para a doenca. Além
de sugerir a alta circulacao de diferentes espécies de Plasmodium na Mata Atlantica brasileira,
onde esses hospedeiros sdo potenciais reservatorios da doenga. Adicionalmente, a
caracterizacdo da resposta imune celular dos primatas neotropicais, ira ajudar a compreender
melhor a infeccdo natural do Plasmodium sp. em seus hospedeiros naturais e seus impactos na

vida do animal.
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