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APRESENTACAO

No ramo da medicina veterinaria € de grande importancia a utilizagao das tecnologias
e inovacgéo, trazendo contribui¢cdes significativas e impactando de maneira positiva os
diagnosticos, prognosticos, exames, fazendo com esses procedimentos sejam cada vez
mais assertivos.

Essas inovagdes tecnologicas sdo promissoras e melhoram o desenvolvimento
e 0 desempenho dos profissionais. Profissionais estes que atuam em diversas areas da
medicina veterinaria, visto a amplitude do mercado atual.

Os profissionais buscam constantemente adquirir informacées de forma segura e
confiavel e essa obra traz em seus capitulos técnicas, relatos de casos, levantamento,
revisbes de literatura, abordando diversos problemas enfrentados e abordando assuntos
novos e recorrentes pelos profissionais da clinica veterinaria no dia a dia de atuagéo.

Assim com essas inovagdes tecnolbgicas crescentes, o livro “Referéncias, Métodos e
Tecnologias Atuais na Medicina Veterinaria” aborda conteidos amplos que visam melhorias
na area clinica. Contendo 22 trabalhos, que abordam sobre analises, técnicas, praticas,
revisbes, relatos e inovacdes que sdo fundamentais para o desenvolvimento da medicina
veterinaria. Nesse contexto, busca-se proporcionar ao leitor informacdes técnicas, atuais e
cientificas que contribuam para o desenvolvimento, formacgéo e entendimento. Desejamos
uma excelente leitura.

Alécio Matos Pereira
Cledson Gomes de Sa
Danrley Martins Bandeira
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RESUMO:A estreita relagéo filogenética entre
humanos e primatas nao humanos pode favorecer
que espécies de Plasmodium, protozoario
causador da maléaria, que parasitam primatas
ndo humanos (PNH) possam infectar humanos
por meio da quebra da barreira biolégica.
Dessa forma, o monitoramento da positividade
para Plasmodium em anofelinos vetores e
PNH, principalmente na Regido Amazbnica, é
de grande interesse. Objetivou-se identificar
Plasmodium em primatas neotropicais de vida
livre que coexistem com humanos e coletar
anofelinos no municipio de Rolim de Moura-
RO. Foram capturados nove Sapajus apella por
meio de armadilhas tomahawk para colheita de
sangue para pesquisa de Plasmodium spp. por
hemoscopia e qPCR. A coleta de diptero para
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pesquisa de anofelinos ocorreu por meio de armadilhas HP luminosa e atracdo humana
protegida no mesmo local de passagem nos PNH e proximo a colegbes de agua. Foram
coletados 445 artrépode dipteros. A pesquisa de campo ocorreu nos meses de maio e
junho de 2019. Nenhuma amostra sanguinea de PNH foi positiva por hemoscopia ou
gPCR. Os mosquitos capturados foram identificados como Aedes sp., Aedes aegypti, Culex
quinquefasciatus. Nao foi identificado nenhuma espécie de anofelino. Assim, ndo ha circulagao
do protozoario na regido estudada. No entanto, o conhecimento da fauna culicidiana local é
importante para monitoramento de doencas e a vigilancia deve permanecer, visto que as
alteragcdes ambientais na qual o municipio de Rolim de Moura - RO vem sofrendo podem
favorecer a reemergéncia local da doenga.

PALAVRAS-CHAVE: Zoonose, primatas do novo mundo, malaria simiana, Anopheles.

SEARCH FOR Plasmodium spp. IN NEOTROPICAL PRIMATES THAT COEXIST
WITH HUMANS IN THE MUNICIPALITY OF ROLIM DE MOURA, RONDONIA,
BRAZIL

ABSTRACT: The close phylogenetic relationship between humans and non-human primates
may favor Plasmodium species, a protozoan that causes malaria, which parasitize non-
human primates (NHP) can infect humans through the breakdown of the biological. Thus, the
monitoring of Plasmodium positivity in anopheline vectors and NHP, mainly in the Amazon
region, is of great interest. The objective was to identify Plasmodium in free-living Neotropical
primates that coexist with humans and to collect anophelines in the city of Rolim de Moura-RO.
Nine Sapajus apella were captured using tomahawk traps for blood collection for the research
of Plasmodium spp. by haemoscopy and qPCR. Diptera collection for anopheline research
occurred using light HP traps and protected human attraction in the same passageway in
the NHPs and close to water collections. A total of 445 dipteran arthropods were collected.
A field survey took place in May and June 2019. No NHP blood samples were positive by
hemoscopic or qPCR. The captured mosquitoes were identified as Aedes sp., Aedes aegypti,
Culex quinquefasciatus. No species of anopheline was identified. Thus, there is no circulation
of the protozoan in the studied region. However, knowledge of the local Culicidae fauna is
important for monitoring diseases and surveillance must remain, as environmental changes in
the municipality of Rolim de Moura - RO has been suffering may favor the local re-emergence
of the disease.

KEYWORDS: Zoonosis, new world primates, simian malaria, Anopheles.

11 INTRODUCAO

As doencas zoondticas sdo uma ameaga continua para as populagées humanas e de
animais em todo o mundo. Produzindo ndo s6 encargos financeiros na tentativa de controle
(vacinas e combate aos vetores), também mortes humanas e perdas da diversidade animal
(KING, 2004). Esse desequilibrio é gerado como consequéncia do crescimento socio-
econémico que aproxima o ser humano do ambiente silvestre e vice-versa, implicando em
mudancas ecoepidemiolbgicas que representam um risco para a Saide Publica (DHIMAN
et al., 2014). Por essa razao, cerca de 75% das doengas humanas emergentes nos Ultimos
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anos, foram ocasionadas por agentes patogénicos provenientes de animais (WHO, 2014).

O Brasil apesar de possuir a maior diversidade de primatas neotropicais do mundo e
ter uma vasta distribuicdo desses animais nos seus diversos biomas, possui apenas duas
espécies de plasmddio que infectam primatas neotropicais, P. brasilianum e P. simium. Esta
Ultima, ja foi reportada em um humano, naturalmente infectado em area de Mata Atlantica,
com presenca de primatas neotropicais positivos para essa espécie de plasmédio (DEANE,
DEANE; FERREIRA NETO, 1966) e em recentes surtos no Rio de Janeiro (BRASIL et al.,
2017).

Primatas neotropicais infectados com P. brasilianum sao considerados reservatérios
da maléria quartd humana em areas de Floresta Amazdnica (ARRUDA et al., 1989; CURADO
et al., 1997; VOLNEY et al., 2002). Inclusive pesquisa realizada na Amaz6nia Venezuelana
descreve a infecgdo natural por plasmodio geneticamente idéntico a P. brasilianum em
12 indios da tribo Yanomami, sugerindo-se a circulagdo dessa espécie entre humanos e
primatas neotropicais (LALREMRUATA et al., 2015).

Ao mesmo tempo, o conhecimento da entomofauna na Regido Amazbnica vem
avancando, de forma muito lenta, pois o Ultimo estudo sistematico sobre a distribuicdo
dos mosquitos nessa regiao foi realizado em 1961 (CONSOLI; LOURENGO-DE-OLIVEIRA,
1994). Acentua-se ainda a esse fato, as escassas pesquisas com mosquitos de habitos
acrodendrofilicos (LOPES et al., 1983; SOUTO, 1994), que desempenham importante
funcdo na maléaria simiana. No entanto, trabalhos nessa regido tém fornecido valiosas
informacgdes a respeito desse grupo de mosquitos (SEGURA; CASTRO, 2007) apesar das
dificuldade do trabalho de campo.

Rondbnia, apesar de ser um dos estados da Amazodnia Legal com menores indices
de casos registrados de malaria, vem aumentando consideravelmente os registros nos
Ultimos trés anos, a saber, em 2016 foram notificados 4.582 casos, em 2017 foram 7.804 e
nos trés primeiros meses do ano de 2018 ja foram 1.192 casos (PORTAL SAUDE, 2018).

Dessa forma, o monitoramento da salde de populagdes de primatas neotropicais e
de mosquitos anofelinos na Regidao Amazénia € importante para evitar que desequilibrios
ambientais provoquem altera¢gdes no comportamento natural de hospedeiros e vetores
proporcionando o surgimento de surtos de doengas zoonoticas.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de estudo

O trabalho foi realizado em uma propriedade particular (11°34.976’ S, 61°46.255’ W)
localizada na linha 188 Sul, Km 10, zona rural do municipio de Rolim de Moura - RO (Figura
1). A propriedade tem area preservada composta por mata de segunda sucessao ecoldgica
de Floresta Ambrofila Aberta, temperatura média de 24°C e umidade relativa do ar de 80%.
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Figura 1. Local da pesquisa de Plasmodium spp. com capturas de primatas neotropicais e anofelinos.
A - propriedade particular localizada na zona rural do municipio de Rolim de Moura - RO; B - areas (1,
2, 3) onde foram capturados Sapajus apella e dipteros culicideos.

2.2 Captura, contencéo e colheita de sangue de primatas neotropicais

Antes de colocar as armadilhas a equipe fez o reconhecimento das trilhas usadas
pelos PNT com o acompanhamento de um morador da propriedade. Nas armadilhas foram
colocadas isca de frutas, mas sem estarem armadas para captura, para que 0s animais
perdessem o medo e assim passassem a frequentar a gaiola para forrageamento durante
3 dias. Os primatas neotropicais de vida livre (in situ) foram capturados por armadilhas tipo
“Tomahawk”, que possuem sistema de trampa, que se fecha quando acionada pelo peso
do animal. Os animais foram atraidos por iscas como frutas (manga, banana e mamao)
colocadas no fundo da gaiola (FIGUEIREDO et al., 2017).

Os animais foram observados e, assim que capturados pela armadilha tipo
“Tomahawk”, foram transferidos para gaiola de parede moével para proceder a contencéo
quimica (Figura 2). Para esta, foi utilizado injec&o intramuscular da associagéo de Cloridrato
de Zolazepam e Cloridrato de Tiletamina (Zoletil®) na dose indicada para cada espécie
estudada. Apds a colheita de sangue os animais foram microchipados e foi aplicado tinta
vermelha (Figura 3C) de longa duracéo (Raidex®, Alemanha) no dorso, para identificar a
distancia aqueles que ja foram capturados.

Apds total recuperacdo do estado anestésico os animais foram liberados. Os
procedimentos de colheita de amostras sanguineas, exame clinico e microchipagem, foram

realizados com média de 18 minutos.
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Figura 2. Captura de primatas neotropicais. A -Armadilha tipo “Tomahawk montada com isca (maga),
em cima de uma arvore a trés metros do solo; B- Sapajus apella em gaiola de contencéo de parede
movel.

A colheita de sangue foi realizada por puncédo na veia jugular, femoral ou braquial
(Figura 3A), utilizando-se seringa descartavel de 3 mL com agulha 25 mm x 7 mm. O
sangue foi armazenado em tubos com EDTA, para diagndstico molecular. As amostras
foram armazenadas a -20°C até o momento do processamento.

Foi colhido sangue digital por meio de perfuragdo com lanceta da polpa digital (Figura
3B), para confecg¢ado de laminas de gota espessa e esfregago sanguineo para diagnostico
microscopico e analise morfoldgica.

Figura 3. Colheita de sangue e marcacéo. A - colheita de sangue da veia braquial em Sapajus apella;
B- confecgédo de lamina de gota espessa através da venopuncéo da polpa digital; C — aplicagdo de tinta
vermelha de longa duragéo no dorso do animal apés a finalizagédo do procedimento.

2.3 Confeccao de laminas de esfregaco sanguineo e gota espessa

Para a confeccédo das laminas de gota espessa, as amostras de sangue foram
espalhadas em forma de quadrado (dois por lamina) e, para as laminas de esfregacos
sanguineos, as amostras de sangue foram distendidas. Depois de secas, as laminas foram
coradas:

«  Esfregago sanguineo: foram fixadas pelo metanol (Synth®) por dois minutos
e coradas, de forma invertida, com Giemsa (Sigma-Aldrich®) diluido em agua

tamponada por 35 minutos. As laminas foram lavadas em agua corrente e, ap6s
secarem, foram observadas em microscépio de luz com objetiva de imerséo
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(100x) (BRASIL, 2005).

+  Gota espessa: foram imersas em solugéo azul de metileno tamponado fosfata-
do para desemoglobinizagdo por 5 segundos. Em seguida, foram lavadas deli-
cadamente em agua destilada e coradas por sete minutos com Giemsa (Sigma-
-Aldrich®) diluido em agua tamponada (3 gotas/mL). Em seguida, foram lavadas
em agua corrente e, apds estarem secas, foram observadas em microscépio de
luz com objetiva de imersao (100x) (BRASIL, 2005).

2.4 qPCR para deteccao de Plasmodium spp. em amostras de sangue dos
primatas neotropicais

2.4.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA de amostras de sangue total dos primatas neotropicais foi
realizada com o QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen®), de acordo com as recomendagbes do
fabricante. A eluicéo final do DNA extraido foi de 50 pL.

O DNA extraido foi eluido em volume final de 50 uL. As amostras foram entdo
armazenadas a -20°C para a realizacao da PCR.

2.4.2 Identificacdo molecular (QqPCR) de Plasmodium spp. em amostras
de sangue de primatas neotropicais

A técnica de gPCR foi realizada no Laboratério de Malaria da Superintendéncia
de Controle de Endemias de Sao Paulo (SUCEN), pela Dra. Silvia Di Santi, colaboradora
da pesquisa, para amplificacdo género-especifica da subunidade ribossomal menor
(ssrBRNA) de Plasmodium utilizada foi a descrita por descrita por LIMA et al. (2011), a saber:
oligonucleotideos M60 e M61, sonda M62 marcada com FAM™ (5-carboxifluoresceina) e
TAMRA™ (N, N, N, N-tetrameil-6-carboxirrodamina) (Applied Biosystems).

A reagédo de qPCR foi preparada com 2,5uL de DNA gendémico adicionado a um
volume de 22,5uL por reagdo contendo 12,5uL de TagMan® Universal PCR Master Mix 2x,
500nM de cada primer género-especifico M60 e M61, e 300nM da sonda M62 marcada
FAM™ e TAMRA™. Amplificacdo e deteccdo foram realizadas nas seguintes condigdes:
50°C por 2 minutos, 95°C por 15 minutos seguidos de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos e
60°C por 1 minuto. As amostras foram colocadas em duplicata no equipamento ABI PRISM
7500 (Applied Biosystems). O valor de Cycle Treshold (Ct), utilizado como ponto de corte
(cut-off) da reagéo definido por curva ROC (Receiver Operating Characteristic), realizado
com os resultados dos controles positivos e negativos. O limite de detecg¢éo deste protocolo
€ de 1 parasito/uL. Para o protocolo positivos da qPCR foram utilizadas amostras de P.
falciparum de cultura, com parasitemias exatas calculadas com estagios em trofozoitos,

para realizac&o de curva padréo.
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2.5 Coleta e identificacao de culicideos

As capturas de culicideos foram realizadas com uma média de trés horas/dia
utilizando trés armadilhas tipo HP luminosa e iscas humana protegida.

Os mosquitos capturados foram colocados vivos em uma gaiola e transportados
cuidadosamente para que ndo houvesse perda das escamas até o Laboratorio de
Parasitologia do Curso de Medicina Veterinéria da Universidade Federal de Rondénia, para
identificagdo conforme chave de Consoli e Lourengo-de-Oliveira (1994). Sendo identificado
alguma espécie de anofelino, este seria colocado em alcool para realizagéo de técnica de
PCR para identificacao de Plasmodium.

2.6 Etica

As atividade e os protocolos de pesquisa foram aprovados a aprovag¢ao da Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Rondénia, campus Rolim
de Moura, n° 004/2018, foi submetido ao Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBIo), n° 6256.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Captura de primatas neotropicais e pesquisa de Plasmodium spp.

Foram realizados 58 dias de buscas nos meses de maio e junho/2019, utilizando
trés armadilhas Tomahawk, armadas com frutas por 12 horas (6-18 horas), perfazendo um
esfor¢o amostral total de 2.088 horas, 696 horas/armadilha.

Foram capturados nove espécimes do género Sapajus apella, destes 5 eram
machos e 4 eram fémeas, e foram confeccionados 18 laminas de sangue (nove de gota
espessa e nove de esfregago sanguineo). Todos os animais ap6s colheita de sangue foram
microchipados.

As nove amostras de sangue total triada pela qPCR forma negativas. As amostras
testadas ficaram abaixo do “threshold”, somente os controles positivos de Plasmodium
falciparum de cultura amplificaram.

Nesse estudo de triagem de malaria simiana optou-se por usar umatécnica tradicional
e considerada padrao-ouro para amostras sanguineas de humanos (gota espessa) e uma
técnica mais sensivel e mais utilizada em amostras de primatas ndo humanos (QPCR). Em
ambas as técnicas ndo houve amostras positivas. O que tem se observado é que devido a
baixa carga parasitaria, quando as amostras sao positivas os Cgs da qPCR sé&o acima de
35 (FIGUEIREDO, 2015).

Em geral, a PCR é mais sensivel e especifica do que as técnicas hemoscopicas,
como o exame de gota espessa ou esfregacos de sangue, particularmente em casos de
baixas parasitemias ou infecgées mistas (RUBIO et al., 1999).

Quando se pesquisa patégenos com potencial zoonético em amostras de animais
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devem se atentar para o comportamento de sentinela chamado de zooprofilaxia. Que € a
presenca e circulacédo de patdgenos entre animais e vetores, mas sem ocorréncia de casos
humanos. Ou seja, se na area pesquisada algum primatas estivesse com positividade para
Plasmodium e sem presenca de casos humanos, isso significaria que os mosquitos vetores
estdo realizando comportamento zoofilico ao invés do antropofilico.

Ao mesmo tempo, uma anélise do equilibrio ambiental pode ser realizada. Pois,
alteragcdes no ambiente podem alterar o comportamento alimentar sanguineo de vetores,
na histéria natural das doencas (GIGLIOLI, 1963).

3.2 Coleta e identificacao de dipteros

As coletas de culicideos foram iniciadas no dia 04/05/2019 e finalizadas em 30 de
junho, ao todo, foram realizados 26 dias de coletas, com trés armadilhas tipo HP luminosa
armada das 18:00 horas e retiradas as 6 horas (12 horas consecutivas), perfazendo 312
horas/cada armadilha (Figura 4A, B, C). Também durante os 26 dias foram usadas duas
iscas humanas com uma média de trés horas/dia, totalizando em 78 horas/cada por
pessoa (Figura 4D). Foram capturados 445 artropodes dipteros em trés pontos de captura
georreferenciados. Dos mosquitos capturados 87 eram culicideos identificados Aedes sp.,
Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus. Nao foi identificado nenhuma espécie de anofelino.
Logo, nao foi realizado pesquisa de comportamento alimentar ou de Plasmodium.

Figura 4. Captura de diptero. A-B - armadilhas tipo HP luminosa sendo armadas; C - coletor da
armadilha tipo HP luminosa com centena de dipteros; D- coleta de mosquitos hematéfagos usando isca
humana e capturados tipo Castro.

Uma das principais técnicas, e questionada, para a coleta de vetores antropofilicos
€ a que utiliza isca humana como atrativo. No caso da coleta de Anopheles spp., somente
as fémeas realizam repasto sanguineo e sé@o transmissoras da malaria (WHO, 1995).
Entretanto, apesar dos risco para o capturador, atualmente néo estéo disponiveis métodos
mais eficientes que a atragdo humana para coleta de anofelinos (OPAS, 1999).

Na regido Amazonica ocorrem 99% dos casos de malaria registrados no Brasil, as
espécies do subgénero Nyssorhynchus séo responsaveis pela transmissao, tendo como
vetor principal a espécies Anopheles darlingi. Essa espécie, até o momento, foi o unico
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anofelino no Brasil identificado naturalmente com tripla infecgdo concomitante por P. vivax,
P. falciparum e P. malariae (RACHOU, 1958; DEANE, 1989; ARRUDA et al., 1989; KLEIN
et al., 1991).

Estudar o comportamento dos vetores e suas preferencias alimentares pode
indicar a possivel circulagcdo de patdogenos. Sendo a preferéncia zoofilica em ambientes
com presenga de humanos, pode ocorrer zooprofilaxia, que € a presenca e circulacéo
de patégenos entre animais e vetores, mas sem ocorréncia de casos humanos. Ao
mesmo tempo, uma analise do equilibrio ambiental pode ser realizada. Pois, altera¢bes
no ambiente podem alterar o comportamento de vetores, na histéria natural das doencas
existem diversos relatos.

Na América o mais bem relatado caso de zooprofilaxia, mesmo sem usar essa
terminologia, foi o ocorrido na Guiana, descrito como uma alteragdo ambiental devido
a mecanizagcdo de uma fazenda de arroz. As perturba¢cdes ambientais ocasionaram o
desaparecimento de bufalos na regido, resultando numa mudang¢a de comportamento
alimentar sanguineo de mosquitos Anopheles aquasalis, o qual passou a ter os humanos
como sua principal fonte de alimento sanguineo (GIGLIOLI, 1963).

Os métodos de protecéo ou zooprofilaxia € um desvio de picadas de humanos para
0s animais podendo interferir duas vezes na transmissao, primeiro reduzindo a transmissao
do humano para o vetor e depois reduzindo a transmissdo do vetor para o humano
(GIGLIOLI, 1963).

As espécies identificadas neste trabalho também foram observada se alimentado
em sapos (Aedes aegypti). Sabe-se que essa espécie € responsavel pela transmisséao de
Plasmodium de aves (SA, 2011).

Dentre os hospedeiros vertebrados temos as aves, os répteis e diversos mamiferos,
que sdo considerados hospedeiros finais de espécies de Plasmodium que infectam
humanos. Ou seja, quando um anofelino infectado com plasmédio de humanos realiza
repasto sanguineo e inocula os esporozoitos em uma ave ou em um roedor, essas formas
evolutivas ndo sobrevivem nesses hospedeiros para infectar outro mosquito (BRUCE-
CHWATT, 1965).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Nao foram identificadas amostras positivas de primatas neotropicais e ndo foram
capturados anofelinos, demonstrando que ndo ha circulagdo do protozoario na regido
estudada, apesar das condicdes ambientais favoraveis. No entanto, a vigilancia deve
permanecer, visto que as alteragcdes ambientais na qual o municipio de Rolim de Moura -
RO passa favorecem a reemergéncia local da maléria.
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