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RESUMO 

No Brasil, os casos de malária humana concentram-se na região amazônica. 

Entretanto, casos autóctones da doença têm sido relatados em diferentes 

regiões de Mata Atlântica. Sugere-se que a manutenção destes casos envolva 

a presença de macacos infectados. Nas regiões sul e sudeste do país circula o 

parasito de primatas Plasmodium simium, semelhante ao parasito de humanos 

P. vivax. No entanto, pouco se conhece sobre o parasito simiano e a sua 

proximidade morfológica, imunológica e genética com o P. vivax dificulta sua 

caracterização. Diante da necessidade de uma melhor compreensão da 

malária simiana, propôs-se neste trabalho realizar um levantamento da doença 

do ponto de vista clínico, molecular e imunológico em primatas de Mata 

Atlântica, dos estados Santa Catarina, Paraná e Mato Grosso do Sul. Em SC, 

foi observada uma taxa de infecção malárica pelo PCR de 35% em animais de 

vida livre e 4% em animais de cativeiro. Todos os animais do PR e MS foram 

negativos. Entretanto, em todos os estados foi identificado por meio do ELISA, 

uma reatividade de anticorpos contra as proteínas recombinantes PvDBPII, 

PvMSP-119 e PvAMA-1. Ainda, anticorpos presentes no soro de bugios foram 

capazes de bloquear a interação PvDBP-DARC, com uma relação positiva 

entre a reatividade no ELISA e presença de anticorpos bloqueadores. Além 

disso, a interação específica PvDBP-DARC em amostras de bugios ruivos 

sugere que o parasito P. simium possui uma proteína ortóloga a PvDBP e 

dessa forma, compartilhe a mesma via de invasão que o P. vivax. A análise de 

microssatélites demonstrou alelos novos e exclusivos, trazendo perspectivas 

para a diferenciação das populações do parasito. Através da análise da 

diversidade genética das sequências obtidas de P. simium foi possível 

caracterizar polimorfismos conservados, sendo alguns deles nunca descritos 

em P. vivax. Contudo, apesar destes polimorfismos, a reconstrução da filogenia 

baseada nos genes DBP, MSP-1 e 18S não permitiu a separação das 

espécies, o que reforça a proximidade genética entre os parasitos e aponta 

para uma transferência de hospedeiros recente. Finalmente, a presença de 

símios infectados em áreas de Mata Atlântica sugere que os primatas possam 

atuar como reservatórios da doença, uma vez que casos humanos já foram 

descritos nas cidades estudadas. 
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ABSTRACT 

In Brazil, human malaria is concentrated in the Amazon region. However, 

autochthonous cases of the disease have been reported in the Atlantic Forest 

region. It has been hypothesized that these cases occurs due to accidental 

transmission from infected primates. Plasmodium simium is a parasite that 

circulates amongst primates in the southern and southeastern regions of Brazil. 

Critically, due to morphological, immunological and genetic similarities, it has 

not been possible to differentiate them. Faced with the need to obtain a deeper 

understanding of the relationship between human and simian Plasmodia, in this 

study we conducted a survey of plasmodia infection in the primates of regions 

of rainforest in Santa Catarina, Paraná and Mato Grosso do Sul states. In SC 

we identified plasmodia infection in 35% of wild animals, and in 4% of animals 

in captivity. However, for animals from all states, we successfully identified 

antibodies against the recombinant proteins PvDBPII, PvAMA-1 and PvMSP119 

using ELISA. Moreover, antibodies in the serum of red howler monkeys blocked 

the interaction of PvDBP and its receptor DARC, with a correlation between a 

positive ELISA result and the presence of blocking antibodies. Furthermore, the 

specific interaction between DARC-PvDBP suggested that the simian parasite 

protein, an ortholog of PvDBP, was able to bind to the DARC receptor and thus, 

probably shares the same route of invasion as the P vivax merozoite in the 

human reticulocyte. The genotyping analysis of the simian parasites uncovered 

new and unique alleles for each host, furthering prospects for differentiation 

between populations of the human and simian parasites. By analyzing the 

genetic diversity between the P. vivax and P. simium variants of this protein nd 

also MSP-1, it was possible to characterize conserved polymorphisms in P. 

simium, some of them never described for P. vivax. However, despite these 

polymorphisms, the reconstruction of phylogeny based on DBP, MSP-1 and 

18S genes did not allow for separation between the two species, confirming the 

high degree of genetic similarity between the parasites and also suggesting a 

recent host transfer, as previously hypothesized. Finally, the presence of 

infected primates in the Atlantic Forest highlights the likelihood that these 

animals could act as a reservoir for malaria, as human cases have been 

reported in the cities studies during this work. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

1.1 Malária no Mundo e no Brasil 

A malária é a mais importante doença parasitária do planeta, atingindo 

108 países das regiões tropicais e subtropicais do mundo habitadas por cerca 

de três bilhões de pessoas. Somente no ano de 2010, foram registrados 216 

milhões de casos e 655.000 mortes (WHO, 2011). Cerca de 40% da população 

mundial encontra-se em áreas de risco de transmissão, particularmente nos 

países em desenvolvimento e subdesenvolvidos. A doença apresenta, além da 

alta mortalidade, uma intensa morbidade, ocasionando grandes perdas sociais 

e econômicas (Alonso & Tanner, 2013; Hawkes & Kain, 2007). 

A doença é causada por protozoários do gênero Plasmodium e 

transmitida a seus hospedeiros vertebrados de forma generalizada, por 

mosquitos culicídeos. Existem mais de cem espécies de plasmódios que 

parasitam desde répteis e aves a mamíferos. Todos os plasmódios são 

transmitidos por insetos da Ordem Diptera, família Culicidae, exceto o 

Plasmodium mexicanum (Thompson and Huff, 1944), parasito natural de 

répteis, que tem como inseto vetor os flebotomíneos (Diptera:Psychodidae) 

(Ayala & Lee, 1970). Cada espécie de parasito interage de forma específica 

com seus respectivos hospedeiros vertebrados e invertebrados em um 

processo refinado de coevolução (Ollomo et al., 2009). As espécies que 

habitualmente parasitam o homem são: Plasmodium falciparum (Welch, 1897), 

Plasmodium vivax (Grassi & Feletti, 1890), Plasmodium malariae (Laveran, 

1881) e Plasmodium ovale (Stephens, 1922), sendo este último restrito ao 

continente africano, regiões da Ásia e Ilhas do Pacífico (Greenwood et al., 

2005). 

Cerca de 90% de todos os casos descritos de malária humana 

concentram-se na África subsaariana, também responsável pelo alto número 

de mortes, principalmente em crianças menores de cinco anos de idade e 

grávidas. Estima-se que 200.000 pessoas morram por dia na África em 

decorrência da malária (Sachs & malaney, 2002; WHO, 2011). Os demais 

casos da doença estão distribuídos nas Américas do Sul e Central, sudeste 
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asiático e ilhas da Oceania (Figura 1). A alta mortalidade da doença na África 

está condicionada a espécie do parasito mais prevalente na região, o P. 

falciparum, um parasito associado às formas mais graves da doença; 

juntamente com a presença do vetor Anopheles gambiae, inseto transmissor de 

maior competência vetorial para a malária. Estes fatores se somam a uma 

realidade desumana de completa ausência de infraestrutura em saúde, 

descontinuidade das medidas de controle e a não disponilização gratuita de 

drogas antimaláricas (Collins & Jeffery, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

Figura 1. Distribuição da malária no mundo e estágios de eliminação segundo estratégias de 
controle. Fonte: modificado de Alonso & Tanner, 2013. 

 

Estudos recentes no continente asiático têm levantado novas 

possibilidades sobre a epidemiologia da malária. Infecções em humanos 

causadas pelo Plasmodium knowlesi, um parasito que infecta naturalmente 

macacos do Velho Mundo, reforçam que a proximidade do homem com regiões 

de mata possibilita com que doenças que circulam naturalmente entre os 

animais em caráter silvestre, circulem também entre os humanos (Chin et al., 

1965; White, 2008; Galinski & Barnwell, 2009). A malária acidental causada 

Baixa mortalidade  

Alta mortalidade  Eliminação ou pré eliminação 

Livre de malária 
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pelo P. knowlesi no homem é altamente virulenta, tendo muitas vezes curso 

fatal. Já em seus hospedeiros naturais, Macaca fascicularis, Macaca 

nemestrina, Presbytis melalophos e Trachypithecus obscuras, a infecção é 

branda e crônica, o que sugere certa especificidade e um processo ajustado de 

coevolução da espécie de plasmódio com seus hospedeiros naturais (Galinski 

& Barnwell, 2009; Moyes et al., 2014). Casos humanos de malária pelo P. 

knowlesi já foram relatados na Malásia (Vythilingam et al., 2008; Bronner et al., 

2009), Filipinas (Luchavez et al., 2008), Myanmar (Zhu et al., 2006), Tailândia 

(Jongwutiwes et al., 2011), Singapura (Ng et al., 2008) e Vietnã (Van den Eede 

et al., 2009). No entanto, assumir que o P. knowlesi seja a quinta espécie 

causadora de malária em humanos ainda é considerado precoce. Embora 

tenham sido descritos casos de infecção grave em humanos onde os macacos 

atuaram como reservatórios da doença, ainda não há relatos de circulação do 

parasito através da sequência homem-anofelino-homem (Yamasaki et al. 

2011). Contudo, essa questão precisa ser mais bem investigada, uma vez que 

casos de malária knowlesi e também de outras malárias simianas são 

completamente passíveis de disseminação em larga escala, uma vez que os 

hospedeiros simianos coabitam com os anofelinos vetores (Figura 2). Além 

disso, o parasito e seus hospedeiros podem se adequar ao longo da evolução 

de maneira que o homem seja incluído como hospedeiro/reservatório da 

doença, além do símio. 
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Figura 2. Distribuição sobreposta dos reservatórios simianos e vetores anofelinos na Ásia, com 
os casos humanos descritos de malária simiana. Distribuição de anofelinos do grupo 
Leucosphyrus e vários reservatórios simianos naturalmente infectados pelo P. knowlesi na 
Ásia. Fonte: modificado de Coatney et al., 1971 e CDC,2008. 

 

No Brasil, a malária é um dos principais problemas de saúde pública, 

sendo registrados anualmente em torno de 300.000 casos (SVS, 2009). Apesar 

do principal mosquito vetor da malária, o Anopheles darlingi, estar presente em 

80% do território nacional (Tauli & Daniel-Ribeiro, 1998), a grande maioria dos 

casos da doença (99,8%) encontra-se restrita à região da Amazônia legal.  A 

principal espécie responsável pela malária no Brasil é o P. vivax (84%), 

seguida pelo P. falciparum (16%) e uma reduzida porcentagem causada pelo 

P. malariae (<0,1%) (SVS, 2009). Apesar do P. vivax não estar associado à 

alta mortalidade como o P. falciparum (Hemmer et al., 2006), estudos recentes 

tem questionado o paradigma de que seja uma espécie benigna, pois casos de 

malária grave por P. vivax têm sido descritos em diferentes partes do mundo, 

incluindo o Brasil, com uma frequência cada vez maior (Phoas et al., 2006; 

Lacerda, 2007; Genton et al., 2008; Rodriguez-Morales et al., 2009; Alexandre 

et al., 2010). 

 

Casos humanos pelo P. knowlesi 

Ásia * 

Anofelinos vetores 

Reservatórios simianos



Introdução 
 

30 
 

1.2  Malária em primatas não humanos (PNHs)  

O gênero Plasmodium compreende protozoários adaptados, capazes de 

infectar todos os grupos de vertebrados terrestres, incluindo os primatas. 

Tamanha adaptação reflete uma longa e antiga jornada evolutiva que envolve 

todos os componentes do ciclo, desde hospedeiros vertebrados, a 

invertebrados, bem como o próprio parasito. Além disso, este gênero ilustra 

uma adaptação de sucesso parasitário, tendo em vista o ciclo complexo, 

envolvendo sua sobrevivência e multiplicação em hospedeiros tão díspares, o 

que depende conjuntamente da combinação de fatores bióticos e abióticos bem 

ajustados (Coatney et al., 1971; Nishimoto et al., 2008).  

Dentre as espécies de primatas não humanos descritas, um vasto 

número é altamente suscetível à infecção malárica no Velho Mundo e em uma 

menor proporção no Novo Mundo. Em um levantamento recente realizado por 

Cormier (2010), foram relatadas 65 espécies de primatas naturalmente 

vulneráveis à infecção pelos plasmódios. Com relação aos parasitos, já foram 

descritas 28 espécies de plasmódio capazes de infectar PNHs. Destas, três 

infectam chimpanzés e gorilas na África Central e do Oeste, duas capazes de 

infectar orangotangos na Indonésia e Malásia, quatro parasitam gibões no 

sudeste asiático, onze infectam macacos do Velho Mundo na África e Ásia, seis 

parasitam lêmures em Madagascar e apenas duas parasitam macacos do 

Novo Mundo das famílias Cebidae e Atelidae na América do Sul (Leclerc et al., 

2004; Gysin, 1998; Deane et al., 1992) (Tabela 1). Estudos que envolvam os 

mais variados aspectos da malária simiana no Brasil e no mundo são ainda 

escassos, o que sugere a possibilidade de um número ainda maior de espécies 

de parasito e também de hospedeiros simianos suscetíveis. 
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Tabela 1. Espécies de plasmódios descritas em primatas não humanos do Velho Mundo e do 

Novo Mundo, seus respectivos hospedeiros naturais e distribuição geográfica.  

Fonte: Adaptado de Deane et al. 1992; Gysin, 1998; Leclerc et al., 2004; Cormier, 2011. 

LOCAL GRUPO ESPÉCIE PRIMATAS NÃO HUMANOS 

África central, sul 
e sudeste da Ásia 
 

Macacos do Velho 
Mundo 

 

Plasmodium coatneyi Macaca fascicularis (Malásia e Filipinas) 

Plasmodium cynomolgi Macaca spp., Presbytis cristatus, Prebytis entellus (sudeste da Ásia) 

Plasmodium fieldi Macaca nemestrina (Malásia) 

Plasmodium fragile Macaca sínica, Macaca radiata (Sri Lanka) 

Plasmodium gonderi Cercocebus spp. , Mandrillus leucophaeus (Congo e Camarões) 

Plasmosdium inui 
Cynopithecus Níger, Macaca spp., P. cristatus,, Presbytis obscurus 

(sudeste da Ásia) 

Plasmodium knowlesi M. fascicularis, M. nemestrina, Presbytis malalophus (sudeste da Ásia) 

Plasmodium shortti M. radiata (sul da Índia) 

Plasmodium simiovale M. sinica (Sri Lanka) 

Plasmodium georgesio Cercocebus albigena, Cercocebus galeritus (Quênia) 

Plasmodium petersi C. albigena (Uganda) 

África central e 
oeste 

 

Macacos do Velho 
Mundo: Chimpanzés e 

Gorilas 
 

Plasmodium reichenowi Pan troglodytes, Gorila gorila 

Plasmodium rodhaini 
Pan troglodytes, Gorila gorila 

Plasmodium schwetzi 

Indonésia e 
Malásia 

 

Macacos do Velho 
Mundo: Orangotangos 

 

Plasmodium pitheci Pongo pygmaeus 

Plasmodium silvaticum Pongo pygmaeus 

Sudeste da Ásia 
 

Macacos do Velho 
Mundo: Gibões 

 

Plasmodium eylesi Hylobates lar 

Plasmodium jefferyi 

Hylobates lar, Hylobates moloch Plasmodium youngi 

Plasmodium hylobati 

Madagascar 

Macacos do Velho 
Mundo: Lêmures 

 

Plasmodium foleyi Lemur fulvus fulvus, Lemur fulvus rufus 

Plasmodium girardi 
Lemur fulvus fulvus, Lemur fulvus rufus, L. fulvus fulvus 

Plasmodium uilenbergi 

Plasmodium percygarnhami Lemur macaco macaco 

Plasmodium coulangesi 
Lemur macaco macaco 

Plasmodium bucki 

América do Sul 
Macacos do Novo 

Mundo 
 

Plasmodium simium Alouatta spp, Brachyteles arachnoides 

Plasmodium brasilianum 
Alouatta spp., Ateles spp,  Aotus vociferans, Brachyteles arachnoides,  

Cacajao calvus,  Callicebus spp., Cebus spp.,  Chiropotes satanas,  
Lagothrix spp.,  Saguinus midas, Pithecia pithecia 
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1.3 Malária extra-Amazônica: a “malária de bromélias” 

Além do grande número de casos de malária na Bacia Amazônica, 

casos da doença têm sido reportados fora da área de transmissão ativa. Entre 

eles, casos importados caracterizados por indivíduos que viajaram para áreas 

endêmicas e casos autóctones de malária mantida em pequenos focos ou 

surtos, com características específicas, como os reportados em áreas de Mata 

Atlântica (revisado em Oliveira-Ferreira et al., 2010). Os casos de malária 

autóctone descritos nos estados que fazem parte do bioma de Mata Atlântica 

(Tabela 2 e Figura 3) são caracterizados por baixa parasitemia, sintomatologia 

branda ou em alguns casos assintomática e, geralmente, diagnosticados como 

malária vivax (Curado et al., 1997; Curado et al., 2006; Gomes et al., 2008; 

Marques et al., 2008). A transmissão nessas áreas ocorre, em geral, de forma 

isolada ou em pequenos surtos (Carréri-Bruno et al.,1995; Costa et al., 2010). 

Os mosquitos do grupo Kerteszia, Anopheles (Kerteszia) cruzii e Anopheles 

(Kerteszia) bellator têm sido incriminados como vetores potenciais da malária 

nessas regiões (Azevedo,1997). A infecção em regiões de resquício de Mata 

Atlântica é conhecida como “malária de bromélias” (termo introduzido por 

Pittendrigh, 1948) devido à associação de sua ocorrência em matas ricas neste 

tipo de vegetal, dentro das quais se desenvolvem as formas imaturas do 

mosquito vetor (Deane, 1992; Portes et al., 2010). 
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Tabela 2. Casos autóctones de malária registrados como P. vivax em regiões não endêmicas, 
no período de 2010 a 2013. 
 
 

UF de notificação Anos 
 

 

 2010 2011 2012 2013* Total 

Piauí 36 25 16 5 84 
Ceará 1 6 3 0 10 
Rio Grande do Norte 4 2 2 1 9 
Paraíba 1 0 0 0 1 
Pernambuco 2 1 1 0 5 
Alagoas 4 2 1 0 7 
Bahia 2 2 4 0 8 
Minas Gerais 4 2 5 1 12 
Espírito Santo 45 34 26 19 125 
Rio de Janeiro 9 3 4 5 21 
São Paulo 20 11 26 9 67 
Paraná 55 16 5 6 83 
Santa Catarina 3 1 3 4 11 
Rio Grande do Sul 0 2 4 2 8 
Mato Grosso do Sul 1 2 1 1 5 
Goiás 15 5 2 0 22 
Distrito Federal 0 5 1 1 7 
Total 202 119 104 54 485 

*Dados parciais. 
Fonte SINAN, <acesso em 24/01/2014 
http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/tabnet/tabnet?sinannet/malaria/bases/malabrnet.def. 
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Figura 3. Bioma de Mata Atlântica. A. Mapa do Brasil representando o domínio do bioma de 
Mata Atlântica e sua extensão compara aos demais biomas. B. Mata do Brasil apresentando o 
domínio da Mata Atlântica e o remanescente da mata (verde). Fonte: Sistema Integrado de 
Gestão Ambiental, 2009. 
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No estado de São Paulo, Wanderley e colaboradores (1994) realizaram 

um levantamento epidemiológico de malária entre os anos de 1983 e 1992. 

Durante este período, foram notificados 20.200 casos de malária no estado, 

dos quais 410 foram autóctones. O grupo discute sobre uma área bem definida 

no estado, recoberta por Mata Atlântica, com predomínio de casos por P. vivax, 

de baixa parasitemia e onde estão presentes anofelinos do subgênero 

Kerteszia. A área de transmissão mais importante, responsável por 90% dos 

casos, envolve os municípios do litoral norte, baixada Santista, Vale do Ribeira 

e Grande São Paulo, todos eles associados ao bioma de Mata Atlântica 

(Carréri-Bruno et al., 1995). Marques e colaboradores (2008) realizaram um 

estudo epidemiológico no litoral norte do estado de São Paulo, em série 

temporal (1985 a 2006), de casos de malária autóctone na região. Em todos os 

83 casos identificados pela microscopia neste período, o único agente 

etiológico envolvido na infecção foi o P. vivax. Por meio da busca ativa de 

casos, foram caracterizados quatro casos assintomáticos durante o estudo. 

Nas coletas entomológicas, a espécie predominante foi o Anopheles 

(Kerteszia) cruzii (76% ou 171/226). Carréri-Bruno e colaboradores (1995), no 

ano de 1993, descreveram no município de São Vicente, localizado na baixada 

santista, um pequeno surto de malária autóctone. O município apresenta 

desmatamentos, com áreas habitadas por agricultores ou indivíduos que 

realizam cultivos de subsistência (áreas de posse), bem como funcionários da 

empresa ferroviária FEPASA (Ferrovias Paulistas S.A.) que faz o acesso de 

Santos a São Paulo. Além desses indivíduos, a região é também ocupada por 

indígenas, extrativistas clandestinos e pessoas que buscam lazer nos finais de 

semana. O parasito identificado nas lâminas dos sete casos descritos no surto 

foi o P. vivax. Do total de casos do estudo, três deles foram descritos entre 

funcionários da SUCEN, após atividade entomológica para o controle da 

malária na região. A equipe utilizou armadilha de Shannon e capturou em três 

dias, por três horas, 1.170 exemplares de uma única espécie de anofelino, o 

Anopheles (Kerteszia) cruzii. Não houve levantamento de infecção malárica 

entre a população de símios da região durante este estudo. Este trabalho cita 

ainda que existiam outros relatos de malária entre funcionários da SUCEN na 

região, porém nenhum deles havia sido oficialmente reportado para a 

comunidade científica, reforçando que tais casos são extremamente 
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subestimados. No município de Ilha Comprida, ainda no estado de São Paulo, 

foram realizadas capturas entomológicas com armadilha do tipo CDC entre os 

meses de setembro de 2001 a setembro de 2002. Do total de 55.226 mosquitos 

coletados, 2,4% eram An. bellator (do total de Culicidae) e 11% An. cruzii, 

sendo a maioria capturada na copa das árvores. Apesar do caráter 

acrodendrofílico das duas espécies (maioria presente na copa das árvores), a 

presença de espécimes coletadas próximas ao solo é preocupante uma vez 

que casos de malária autóctone foram descritos na região (Ueno et al., 2007). 

Mais recentemente, Neves e colaboradores (2012) caracterizaram uma taxa de 

infecção equivalente a 0,24% de anofelinos infectados (n=506) por P. malariae 

e P. vivax nas proximidades da tribo indígena Guarani, na reserva Curucutu, no 

município de Intanhém, São Paulo. O trabalho também discute a possibilidade 

de um ciclo zoonótico nesta região. Ainda no estado de São Paulo, foi 

caracterizada a infecção pelo P. vivax (diferentes variantes VK210 e VK247) 

em anofelinos do grupo Kerteszia. A infecção, apesar de baixa, foi 

demonstrada nos municípios São Vicente e Juquitiba, no estado de São Paulo 

(Branquinho et al., 1997; Duarte et al., 2008).  

Cerutti-Junior e colaboradores (2007) realizaram um levantamento 

epidemiológico no estado do Espírito Santo, onde foi possível caracterizar pela 

microscopia ótica a infecção por P. vivax em 51 pacientes sem histórico de 

viagens para áreas endêmicas. Dos 51 casos, 48 foram testados pela PCR, 

sendo 45 positivos para P. vivax, 1 positivo para P. malariae e 2 resultados 

negativos. Ainda neste estudo, soros de 50 pacientes foram testados no ELISA, 

onde 50% dos indivíduos apresentaram anticorpos contra a proteína 

circumsporozoíta (CSP) de P. vivax e P. malariae. Na captura entomológica, 

foram detectados 785 anofelinos e um “pool” de sete espécimes amplificou 

para P. vivax. Foi avaliada a presença de plasmódio em quatro bugios do 

cativeiro do Centro de reintrodução do estado e em um animal de vida livre 

acidentado que fora recepcionado. Foi possível confirmar a infecção pela 

microscopia e pelo PCR com a presença do P. brasilianum/P. malariae em dois 

animais, um de cativeiro e no animal de vida livre. Finalmente, o estudo aponta 

para uma possível zoonose, baseando-se nas evidências de símios infectados 

na região. 
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Em regiões de Mata Atlântica do sul do país, casos autóctones foram 

descritos por Bértoli & Moitinho (2001). Neste estudo, um levantamento 

epidemiológico foi realizado no estado do Paraná de 1994 a 1999, onde foi 

possível caracterizar 2.366 infecções maláricas, sendo que destas, 15,5% 

(367) correspondia a casos autóctones da doença em resquícios de Mata 

Atlântica. Em Santa Catarina, apesar de a malária ter sido eliminada na década 

de 80, casos autóctones e esporádicos tem ocorrido desde então. Portes e 

colaboradores (2010) realizaram um levantamento entomológico em 48 

municípios do estado e identificaram dentre os culicídeos coletados (n=12.310), 

93,7% pertencentes ao gênero Anopheles, agrupados em três subgêneros e 13 

espécies, sendo 21% An. (K.) cruzii. Embora esta espécie apresente 

preferência por picar nos níveis elevados das florestas, nas copas das árvores 

(acrodendrofilia), todas as coletas foram realizadas ao nível do solo, o que 

reforça o caráter oportunista e eclético deste vetor, que já havia sido 

demonstrado por outros autores (Ueno et al., 2007). Os autores discutem a 

importância desses culicídeos na manutenção da malária autóctone no estado, 

uma vez que entre 1996 e 2003, dos 366 casos notificados em Santa Catarina, 

8 eram autóctones distribuídos entre os municípios de Indaial, Garuva, Barra 

Velha, Gaspar e Rodeio. Entre os anos de 1980 a 1982 foram descritos casos 

de malária em dois municípios do estado de Santa Catarina causados pelo P. 

vivax (Gadelha, 1994). Ainda em Santa Catarina, Machado e colaboradores 

(2003) apresentaram o perfil epidemiológico da malária no estado segundo os 

dados da Fundação Nacional de Saúde (FUNASA), relativos ao período de 

1996 a 2001. Das 4.707 lâminas examinadas, 5,5% eram positivas. As 

infecções pelo P. vivax foram equivalentes a 69%, 25,6% por P. falciparum, 5% 

de infecções mistas por ambas as espécies e somente 0,4% por P. malariae. 

Foram observados 32,6% de casos autóctones. Os municípios de Blumenau, 

Joinville, São Francisco do Sul e Florianópolis foram responsáveis pelo maior 

número de autoctonia no biênio 1996/97. O trabalho reforça a necessidade de 

monitoramento desses municípios uma vez que a reemergência da doença é 

contínua. 

Nas décadas de 60 e 70, foram adotadas medidas para o controle da 

malária na região da Serra do Mar, que se estende desde o estado do Rio de 
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Janeiro até Santa Catarina. As medidas incluíram a destruição das bromélias e 

aplicação de larvicidas e inseticidas nas matas (Deane, 1988). No entanto, as 

espécies do subgênero foram capazes de persistir na região. Ueno e 

colaboradores (2007) discutem que se diante de medidas tão intensas os 

anofelinos foram capazes de se reestabelecer na região, é possível que um 

controle específico desses mosquitos não seja viável. A região da Serra do Mar 

é hipoendêmica de malária, cuja epidemiologia dos casos autóctones tem sido 

debatida, existindo evidências de circulação de variantes de P. vivax em 

plasmódios simianos (P. simium/P. vivax) na população (Branquinho et al., 

1997). Essa malária residual e persistente deve ser levada em consideração, já 

que as investigações citadas ainda são subestimadas (Ueno et al., 2007).  

Todos estes casos autóctones reportados na Mata Atlântica reforçam a 

importância de maiores estudos, uma vez que o risco de reintrodução da 

doença nessas áreas é grande, devido à presença abundante do anofelino 

vetor. Além disso, a alta mortalidade associada ao diagnóstico tardio é 

frequente em áreas não endêmicas, de forma que somente em 2011, a 

letalidade da malária fora da região amazônica foi 108 vezes maior do que na 

área endêmica (SVS, 2013). 

O professor Leônidas M. Deane sugeriu na década de 80 que as duas 

espécies de plasmódio simianas descritas no Brasil poderiam ser responsáveis 

pela ocorrência destes casos autóctones em áreas de Mata Atlântica (Deane, 

1992). Na Mata Atlântica brasileira, coabitam macacos dos gêneros Allouata e 

Cebus nas copas das árvores, juntamente com os anofelinos vetores 

Anopheles (Kertezia) cruzii e Anopheles (Kertezia) bellator em coleções de 

águas formadas dentro das bromélias. Estes dois vetores tem ampla 

distribuição ao longo da costa Atlântica brasileira, sendo conhecidos como 

transmissores de P. vivax e também de P. simium e de P. brasilianum, estas 

últimas duas espécies parasitos de primatas não humanos. O A. (Ker.) cruzii é 

antropofílico, com atividade ao longo das 24 horas do dia com picos 

crepusculares. Nestas regiões, os macacos dos gêneros Allouata e Cebus se 

apresentam comumente infectados com P. brasilianum e P. simium. Em tribos 

indígenas da Amazônia, Arruda e colaboradores (1989), identificaram o 

parasito P. brasilianum em macacos domesticados e selvagens distribuídos 
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entre os gêneros Alouatta e Cebus, e também Ateles, Saimiri e Chiropotus  

(Deane et al., 1984; Ferreira-Neto et al., 1970; Lourenço-de-Oliveira & Deane, 

1995).  Plasmodium brasilianum foi descoberto em 1908 por Gonder e 

Berenberg-Gossler (Ferreira-Neto et al., 1970) em um macaco de circo, o 

Cacajao calvus, da cidade de Hamburgo, na Alemanha, que havia sido 

importado da região Amazônica brasileira. Plsmodium simium foi descrito por 

Fonseca (Fonseca, 1951; Collins et al., 1969) em bugios da espécie Alouatta 

fusca, no estado de São Paulo. Apesar dos hospedeiros vertebrados naturais 

das espécies P. simium e P. brasilianum serem primatas não humanos, 

infecções na população humana já foram descritas na literatura científica 

(Deane, 1992; Cerutti-Junior, 1995; Arruda et al., 2007). 

Plasmodium brasilianum e o P. simium infectam naturalmente macacos 

das famílias Cebidae e Atelidae. O P. brasilianum apresenta uma ampla 

distribuição geográfica sendo que relatos de primatas não humanos infectados 

por este espécime já foram descritos no Panamá, Venezuela, Peru e Brasil. 

Além da vasta distribuição geográfica, o P. brasilianum apresenta uma grande 

plasticidade com relação ao número espécies de primatas neotropicais que é 

capaz de infectar (Tabela 3). Em um levantamento realizado por Deane no 

Brasil (1992) por meio da gota espessa, dos 46 macacos da família Cebidae 

examinados, 28 foram encontrados positivos para P. brasilianum e 2 para P. 

simium. Em duas regiões do estado de Rondônia, Balbina e Samuel, foram 

detectados em 15,8% e 9,9% de macacos infectados com P. brasilianum, 

respectivamente (Lourenço-de-Oliveira & Deane, 1995). Em contrapartida, o P. 

simium apresenta uma distribuição geográfica e uma capacidade de infectar 

primatas neotropicais extremamente restritas. Esta espécie foi encontrada 

infectando apenas macacos dos gêneros Alouatta (bugios) e Brachyteles 

(muriquis), na Mata Atlântica brasileira (Deane, 1992). Embora a distribuição 

destes dois macacos suscetíveis seja relativamente ampla (Figura 4 – espécies 

com asterísco), o P. simium foi encontrado apenas nas regiões sul e sudeste 

do Brasil. 
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 Tabela 3. Espécies de plasmódio que infectam naturalmente PNHs do Velho Mundo e do 

Novo Mundo e as espécies que parasitam humanos com as quais apresentam similaridade 

morfológica.  

Fonte: modificado de CDC, 2008 e Coatney et al. 1971. Em negrito, espécies com relatos de 

infecção em humanos. 

 

 

Plasmódios 
de PNHs 

Plasmódios 
de humanos 

Distribuição geográfica dos plasmódios 
de PNHs 

Casos descritos 
em humanos 

  
 

Velho Mundo 
 

 

P. coatney P. falciparum Malásia, Filipinas - 
    

P. cynomolgi P. vivax Índia, Indonésia, Malásia, Siri lanka, Taiwan Eyles et al., 1960 
    

P. eylesi P. vivax Malásia - 
    

P. fragile P. falciparum Índia, Sri Lanka - 
    

P. hylobati P. vivax Indonésia - 
    

P. inui P. malariae Índia, Indonésia, Malásia, Filipinas, Sri Lanka, 
Taiwan 

- 

    

P. jeffreyi P. vivax Indonésia, Malásia - 
    

P. knowlesi P. falciparum, 
P. malariae 

China, Indonésia, Malásia, Filipinas, 
Singapura, Tailândia, Taiwan  

CDC, 2008 

    

P. pitheci P. vivax Malásia - 
    

P. simiovale P. ovale Sri Lanka - 
    

P. silvaticum P. vivax Malásia - 
    

P. youngi P. vivax 
 

Malásia - 

    

   
Novo Mundo 

 

 

P. brasilianum P. malariae Brasil, Colômbia, México, Panamá, Peru, 
Venezuela 

Arruda et al. 1989 

    

P. simium P. vivax Brasil (floresta atlântica – sul e sudeste) Deane, 1992 
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Figura 4. Distribuição geográfica dos gêneros Alouatta e Brachyteles na América do Sul e 
espécies de primatas suscetíveis ao P. simium. A. Distribuição do gênero Alouatta. B. 
Distribuição do gênero Brachyteles. * Espécies suscetíveis ao P. simium. Fonte: adaptado de 
Banco de Dados Georreferenciado das Localidades de Ocorrência de Primatas Neotropicais, 
ICB-UFMG. Acesso em: 28/01/14 
http://www.icb.ufmg.br/zoo/primatas/home_bdgeoprim.htm e Deane 1992. 
 

 

A descoberta do P. simium está vinculada a uma interessante história na 

literatura científica. Apesar da espécie não ter sido oficialmente descrita pelo 

respeitável professor Deane, tal pesquisador teve uma contribuição importante 

na descoberta deste parasito (Deane et al. 1969). Em 1939, o pesquisador 

Flávio da Fonseca trabalhava no Instituto Butantan com o vírus da febre 

amarela em primatas não humanos da floresta de Itapecerica da Serra, 

próxima da cidade de São Paulo. Acompanhando os animais continuamente, 

ele observou uma temperatura incomum em um dos bugios ruivos que o levou 

a confeccionar lâminas de esfregaços sanguíneos deste animal. Ao analisar as 

lâminas sob microscópio óptico, foram identificadas formas do parasito dentro 

das hemácias associadas à infecção por Plasmodium sp., onde em uma 

análise mais minuciosa foi caracterizado como P. brasilianum, descrevendo 

assim o primeiro relato de P. brasilianum no país. Dez anos depois, em 1963, o 

professor Leônidas Deane, que havia sido convocado pela Organização 

Distribuição geográfica do gênero Alouatta Distribuição geográfica do gênero Brachyteles

A  B

*
*

*
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Mundial de Saúde (OMS) para trabalhar com malária simiana no Brasil após o 

primeiro caso de infecção humana por um plasmódio de PNHs nos Estados 

Unidos (o P. cynomolgi, em 1960), solicitou mais detalhes da investigação de 

Fonseca. Finalmente, no momento em que Fonseca reavaliava as lâminas, 

para sua surpresa, percebeu que não se tratava de P. brasilianum, mas sim de 

uma nova espécie que foi por ele denominada Plasmodium simium, em 1951.  

A correta e precisa caracterização dos parasitos simianos é considerada 

um problema de saúde pública. Na microscopia ótica, as características que 

diferenciam os parasitos simianos dos parasitos que infectam os humanos 

(Tabela 3) são extremamente sutis e mesmo microscopistas de excelência, 

apresentam dificuldades na identificação. Tanto o P. brasilianum quanto o P. 

simium são muito semelhantes aos parasitos P. malariae e P. vivax, 

respectivamente. Tal similaridade ocorre em nível morfológico, por meio da 

microscopia óptica; imunológico, por meio da análise da resposta de 

anticorpos, e ainda do ponto de vista genético, através de técnicas moleculares 

(Collins et al., 1969; Leclerc et al., 2004). 

A microscopia, apesar de ser a técnica padrão-ouro para o diagnóstico 

de malária, apresenta uma série de limitações. Uma delas é a dificuldade de 

diferenciar certos plasmódios de primatas não humanos dos parasitos que 

infectam humanos e a baixa sensibilidade em baixas parasitemias. Entretanto, 

as atuais ferramentas de biologia molecular que facilitaram a identificação do P. 

knowlesi no continente asiático não tem tido o mesmo sucesso para o 

diagnóstico diferencial dos plasmódios humanos e simianos no Brasil (CDC, 

2008; Yamasaki et al., 2011). A caracterização apropriada dos parasitas de 

primatas não humanos seria crucial para elucidar a epidemiologia da malária 

na Mata Atlântica brasileira, no que tange ao papel de primatas neotropicais 

enquanto reservatórios da doença (Collins et al., 1987; Collins et al., 1979). 

Apesar das limitações anteriormente citadas com relação à diferenciação 

dos parasitos humanos e simianos, dois trabalhos descreveram a infecção em 

humanos por parasitos de primatas neotropicais no Brasil (Tabela 3, Figura 5). 

O primeiro deles foi descrito por Leônidas Deane e colaboradores (1966), em 

um de seus empregados, um guarda do Horto Florestal da Cantareira em São 
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Paulo. Enquanto o guarda realizava coletas entomológicas para a pesquisa de 

malária simiana apresentou três paroxismos maláricos (com intervalos de 48 

horas), caracterizados por tremores, dores de cabeça e febre. Após o terceiro 

paroxismo, o paciente evoluiu para cura espontânea. Acredita-se que os 

vetores envolvidos neste caso sejam do grupo Kerteszia, da espécie A. cruzii, 

abundante nas capturas entomológicas e sabidamente conhecido como vetor 

para os macacos em São Paulo, Paraná e Santa Catarina (Deane et al. 1966).  

O segundo caso foi descrito por Arruda e colaboradores (1989) em 

quatro tribos indígenas da Amazônia, compreendendo os estados do Pará e 

Mato Grosso, sendo as tribos estudadas: Arara, Parakana, Asurini e Metuktire. 

Apesar da parasitemia identificada pela análise das lâminas dos indivíduos das 

tribos ter sido muito baixa (<0,02%), anticorpos contra a proteína 

Circumesporozoíta (CSP) de P. brasilianum/P. malariae foram detectados em 

56% dos indivíduos estudados (218/390). De um total de 13 macacos 

domesticados nas tribos e 28 selvagens analisados durante o estudo 

conduzido na Amazônia, quatro animais domesticados apresentaram lâmina 

positiva para P. brasilianum e 56% destes animais apresentavam anticorpos 

contra a CSP P. brasilianum/P. malariae. Dos animais de vida livre investigados 

100% deles exibiam anticorpos contra a mesma proteína. Além de humanos e 

reservatórios simianos infectados na mesma área, o grupo avaliou a resposta 

de anticorpos contra a CSP em mosquitos A. darlingi, de um total de 755 

mosquitos analisados, três deles eram positivos. Estes resultados levaram a 

conclusão que a malária se comportou como zoonose nas tribos amazônicas 

do estudo. 
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Figura 5. Distribuição sobreposta dos reservatórios simianos e vetores anofelinos na América 
do Sul e casos humanos de malária simiana já descritos no Brasil. Distribuição de anofelinos e 
vários reservatórios simianos naturalmente infectados pelo P. simium e P. brasilianum na 
América do Sul. O caso humano pelo P. simium foi descrito em São Paulo (Deane et al., 1966) 
e os casos por P. brasilianum foram descritos no Pará e Mato Grosso (Arruda et al. 1989).  
Fonte: modificado de CDC, 2008. 

 

 

1.4 Ciclo biológico dos parasitos da malária 

A forma infectante do parasito no hospedeiro vertebrado é o esporozoíto, 

que penetra na pele pela probóscide do inseto anofelino no momento do 

repasto sanguíneo. Estima-se que entre 15 a 200 parasitos sejam depositados 

sob a pele do hospedeiro durante a alimentação sanguínea (Coatney et al., 

1971). Os esporozoítos não atingem a circulação sanguínea logo que são 

injetados, podendo permanecer por horas na pele (Mota & Rodriguez, 2004; 

Sinnis & Zavala, 2008; Amino et al.,2006). As formas que escapam do sistema 

imunológico e atingem a circulação sanguínea migram para o fígado e 

penetram nas células hepáticas (Amino et al., 2006; Yamauchi et al., 2007). No 

fígado, inicia-se o ciclo exoeritrocítico, onde os esporozoítos podem migrar 

ativamente nos hepatócitos, até finalmente se estabelecer em uma célula 

específica. Esta migração trans-celular é importante, provavelmente, para a 

América do Sul

Anofelinos vetores

Reservatórios simianos 

Caso humano pelo P. simium 

Casos humanos pelo P. brasilianum 
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indução da exocitose de organelas apicais do parasito, tornando-os aptos a 

infectar o hepatócito e se desenvolver dentro do vacúolo parasitóforo (Mota et 

al., 2002; Mota & Rodriguez, 2004; Amino et al., 2006).  

No caso dos parasitos humanos P. vivax e P. ovale, e dos parasitos 

simianos P. cynomolgi, P. fieldi e P. simiovale, os esporozoítos podem 

diferenciar-se em formas latentes no interior do fígado, os denominados 

hipnozoítos, que são responsáveis pelas recaídas da doença meses ou anos 

após a infecção (Krotoski, 1985).  

Ao se estabelecerem no hepatócito, os esporozoítos se diferenciam e 

multiplicam assexuadamente resultando na formação dos merozoítos. Os 

merozoítos são liberados gradativamente na circulação sanguínea sob a forma 

de estruturas denominadas merossomas, dando assim, continuidade ao ciclo 

(Sturm et al. 2006). Na circulação sanguínea, os merozoítos invadem os 

eritrócitos por meio de interações específicas entre a membrana do parasito e 

os receptores presentes na superfície dessas células (ver item 1.4.1). 

Dentro das hemácias, os parasitos continuam a se multiplicar de forma 

assexuada, sendo o ciclo eritrocítico responsável por toda a sintomatologia 

clínica da doença. Dentro dos eritrócitos os merozoítos se transformam em 

trofozoítos jovens, trofozoítos maduros e finalmente em esquizontes. 

Dependendo da espécie, cada esquizonte gera cerca de 10 a 30 merozoítos 

que penetrarão em outras células sanguíneas, reiniciando o ciclo eritrocítico. A 

duração da esquizogonia sanguínea pode ser de 24 horas (febre cotidiana), 48 

horas (febre terçã) ou 72 horas (febre quartã), de acordo com a espécie 

envolvida na infecção. Apenas uma espécie tem ciclo de 24 horas, o P. 

knowlesi, sendo que a grande maioria das espécies apresenta ciclo de 48 

horas (febre terçã). Após um período que varia de 3 a 10 dias, conforme a 

espécie do parasito, alguns merozoítos se diferenciam em gametócitos 

masculinos e femininos (Coatney et al., 1971). 

As fêmeas dos anofelinos, ao se alimentarem do sangue de um 

indivíduo infectado, ingerem os gametócitos e é nessa fase que se inicia o ciclo 

sexuado, no intestino médio do inseto vetor. Esses gametócitos se diferenciam 

em gametas masculinos e femininos, que em seguida são fecundados 
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produzindo zigotos. O zigoto se torna alongado e móvel sendo denominado 

oocineto. Os oocinetos completam sua maturação ainda no bolo alimentar, no 

intestino do hospedeiro invertebrado. Após a maturação, os oocinetos estão 

aptos a realizarem o processo de invasão (Mueller et al. 2009). A primeira 

barreira enfrentada pelo parasito ao sair do intestino médio, é a matriz 

peritrófica (MP), estrutura acelular que recobre o intestino. Após atravessar a 

MP, o oocineto sai das células epiteliais e entra em contato com a lâmina 

basal. Esse contato induz a transformação do oocineto em oocisto, uma forma 

séssil. Em cada oocisto, são ativadas as maquinarias de replicação do DNA e 

de síntese de proteínas para a multiplicação assexuada gerando a produção de 

milhares de esporozoítos. Consequentemente, a cápsula do oocisto se torna 

mais fina e fragmentada, possibilitando o aparecimento de perfurações, por 

onde os esporozoítos escapam (Meis et al., 1992). Ao caírem na hemolinfa, os 

esporozoítos conseguem invadir as glândulas salivares, podendo, num próximo 

repasto sanguíneo, inocular as formas infectantes no hospedeiro vertebrado 

(Figura 6). A fase sexuada no hospedeiro invertebrado apresenta grande 

importância evolutiva para o parasito, uma vez que é neste momento que 

ocorre a recombinação meiótica.  
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Figura 6. Desenho esquemático do ciclo de vida do Plasmodium vivax no hospedeiro humano. 
Fonte: modificado de Mueller et al., (2009). 
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1.4.1 Invasão do eritrócito pelo P. vivax 

 O processo de invasão dos eritrócitos pelo merozoíto do P. vivax é 

complexo e envolve uma série de etapas. Inicialmente, ocorre o processo de 

reconhecimento e adesão reversível do merozoíto à superfície do eritrócito. Em 

seguida, o parasito reorienta sua porção apical voltando-a para a membrana 

plasmática do eritrócito. Logo após o processo de reorientação, ocorre a 

formação de uma junção irreversível entre o cone apical do plasmódio e a 

membrana da célula hospedeira. Finalmente, ocorre a invaginação da 

membrana plasmática do eritrócito até que o parasito se encontre dentro da 

célula, totalmente envolto pelo vacúolo parasitóforo (Aikawa et al., 1978; Miller 

et al., 1976). Durante todo o processo de invasão, ocorre uma interação 

específica entre proteínas do parasito e da célula hospedeira. Esta 

especificidade celular e molecular foi primeiramente sugerida nos trabalhos de 

McGhee em 1953, onde observou que os merozoítos do Plasmodium lophurae, 

um parasito de aves, invadiam preferencialmente eritrócitos de patos ao invés 

galinhas. Desde então, passou-se a estudar proteínas de superfícies 

envolvidas no processo de invasão do parasito. A invasão dos merozoítos da 

maior parte das cepas de P. vivax e do P. knowlesi no eritrócito dependem da 

interação entre a proteína de ligação do antígeno Duffy (DBP) e o próprio 

antígeno Duffy (Duffy Antigen/receptor for Chemokines - DARC) na superfície 

do eritrócito (Hadley, 1986; Miller et al., 1988). Em contrapartida, a invasão pelo 

P. falciparum envolve pelo menos cinco vias, apresentando diferentes 

alternativas para invadir o eritrócito, ao contrário do P. vivax e P. knowlesi que 

parecem ter uma única via predominante (Adams et al., 1992; Gaur et al., 

2004). 

 A proteína PvDBP possui 140kDa e faz parte da superfamília de 

proteínas homólogas que se ligam ao eritrócito (Erythrocyte Binding Protein – 

EBPs). Esta proteína apresenta um domínio rico em cisteína que caracteriza 

um domínio funcionalmente importante, conhecido como DBL (Duffy Binding 

like), característico de todas as proteínas desta superfamília. Como exemplo de 

outras EBPs, é possível citar as EBPs α, β e γ de P. knowlesi (Adams et al., 

1992). A EBP Alfa de Plasmodium knowlesi (Pk α) apresenta diferentes sítios de 

ligação, o que explica sua capacidade de se ligar a diferentes receptores no 
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eritrócito. No entanto, a interação específica entre esta proteína e o antígeno 

DARC não requer a dimerização do domínio DBL (Duffy Binding like) (Howell et 

al., 2006; Singh et al., 2006). Eritrócitos humanos que não expressam a 

proteína DARC na superfície do eritrócito são resistentes à invasão pelo 

merozoíto de P. knowlesi, o que sugere que o grupo sanguíneo Duffy está 

relacionado ao processo de internalização do parasito no eritrócito, assim como 

na invasão por P. vivax. Contudo, dois determinantes eritrocíticos são 

necessários neste processo. O primeiro deles está presente tanto nos 

eritrócitos Duffy negativos quanto Duffy positivos e é responsável pela adesão 

do merozoíto à membrana celular. O segundo determinante está presente 

apenas nos eritrócitos Duffy positivos, sendo crucial para a formação da junção 

irreversível, necessária para a invasão (Hadley et al., 1986). Além do P. 

knowlesi e P. vivax compartilharem a mesma via de invasão, ambos são 

capazes de infectar um grande número de espécies de primatas do Novo 

Mundo (Miller et al., 1975; Miller et al., 1977). 

A PvDBP se localiza na porção apical do merozoíto, mais 

especificamente nos micronemas, sendo liberada apenas no momento da 

invasão (Wertheimer & Barnwell, 1989). A região funcional, PvDBPII, 

corresponde ao domínio DBL, que compreende 330 aminoácidos contendo 12 

resíduos de cisteínas (Adams et al., 1992). 

Além da região II, a proteína está subdividida em outras seis regiões, 

classificadas segundo similaridade da estrutura gênica e sequência de 

aminoácidos com os outros membros da família EBP (Figura 7). A região I 

contém o pepídeo sinal, as regiões II e VI são ricas em cisteínas amino e 

carboxiterminal, as regiões III, IV e V são hidrofílicas e finalmente a região VII, 

apresenta um domínio transmembrana e um curto segmento citoplasmático 

(Adams et al., 1992). 

A proteína PvDBP, segundo características já citadas, é um interessante 

alvo para uma vacina contra a malária causada pelo P. vivax. Entretanto, uma 

série de estudos tem sugerido que os polimorfismos ao longo da proteína 

podem modificar o seu caráter antigênico e interferir no bloqueio da ligação 

PvDBP-DARC (VanBuskirk et al., 2004). A região II da PvDBP, que se liga ao 
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antígeno DARC no eritrócito é a que apresenta maior variabilidade genética 

(Gosi et al., 2008). 

.  

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema dos domínios estruturais da PvDBP, sendo as seis primeiras regiões 
domínios extracelulares e a última região um domínio transmembrana. Em destaque o domínio 
II, região do ligante localizada entre as cisteínas 4 e 7 (adaptado de VanBuskirk et al. 2004). 

 

O Receptor Antigênico Duffy para Quimiocinas (Duffy Antigen Receptor 

for Chemokines - DARC) está presente em várias células, como eritrócitos, 

células endoteliais de vênulas, células do cerebelo e células de Purkinje 

(Hadley & Peiper, 1997). A proteína Duffy (Fy) é uma glicoproteína cuja 

sequência atravessa a membrana plasmática por sete vezes, possuindo um 

domínio extracelular amino-terminal e um domínio intracelular carboxi-terminal 

(Figura 8). A proteína DARC é homóloga ao receptor IL-8 de humanos e 

coelhos, sendo codificada por um pequeno gene de cópia única (1.5Kb) que 

apresenta dois éxons e está localizado no cromossomo 1, 1q22-q23 (Neote et 

al., 1994; Langhi & Bordin, 2006; Demogines, et al. 2011). A unidade de 

transcrição do gene compreende 1781 nucleotídeos, com o primeiro éxon de 

21 nucleotídeos, um íntron de 480 nucleotídeos e o segundo éxon de 990 

nucleotídeos (Iwamoto et al., 1996). O gene Duffy é caracterizado por três 

alelos: Fy*A, Fy*B e Fy*BES (ES, erythroid silent; silenciado na linhagem 

eritróide). O polimorfismo antigênico que define os alelos Fy*A e Fy*B ocorre 

em função de uma mutação pontual na posição 125G>A, sendo co-

dominantes. A mudança do aminoácido glicina por um ácido aspártico nesta 

posição (42) é que define os antígenos Fy, a glicina (Gly42) define o antígeno 

Fya e o ácido aspártico (Asp42) define o Fyb (Chaudhuri et al., 1993).  A 

Sinal             Ligante 
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mutação que define o alelo Fy*BES presente em abundância na população 

negra, está localizada na posição -67 T>C da região promotora do alelo Fy*B. 

Esta mutação bloqueia o síto de ligação do fator de transcrição GATA-1, 

afetando sua transcrição em células sanguíneas (Chaudhuri et al., 2000). A 

mutação no alelo FyA gerando o alelo FyAES também já foi descrita, mas 

apenas na Papua Nova Guiné (Zimmerman et al., 1999). Na população 

caucasiana foi identificado outro alelo, o Fy*X, que reduz a densidade da 

proteína na superfície celular levando a um fenótipo Fy negativo atenuado. 

Este fenótipo é causado por duas mutações no éxon 2, nas posições 265 C > T 

e 298 G > A (Olsson et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 8. Esquema da proteína DARC com sete α hélices. Os primeiros sete aminoácidos N-
terminais pertencem ao primeiro éxon e os aminoácidos restantes pertencem ao segundo éxon. 
Na figura, está representada a mutação que caracteriza os antígenos Fya e Fyb, além de 
indicar os dois principais epítopos da proteína Fy6 e Fy3. Os retângulos em rosa representam 
os domínios transmembrana (Hadley & Peiper, 1997). 
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Foi demonstrado por Miller e colaboradores (1975) que humanos que 

apresentavam o fenótipo negativo para DARC Fy(a-b-) eram altamente 

resistentes à invasão pelo P. knowlesi. Além disso, este grupo observou o 

bloqueio da invasão em eritrócitos Fy(a+ b-) e Fy(a- b+), pelos anticorpos anti-

Fya e anti-Fyb, respectivamente. Posteriormente, foi demonstrado que os 

merozoítos de P. vivax eram incapazes de invadir reticulócitos Fy(a- b-) 

(Barnwell et al., 1989).  

A ausência de P. vivax na África está correlacionada com a ampla 

distribuição do fenótipo DARC negativo, sendo que a quase totalidade da 

população (95%) apresenta o fenótipo Fy(a- b-) (Miller et al., 1976; Miller et al., 

1979). A ausência do antígeno Duffy foi fixada na população africana, enquanto 

a presença do antígeno é quase universal em outras populações do mundo, em 

uma proporção bem menor (Cavalli-Sforza et al., 1994). 
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2 JUSTIFICATIVA 

A alta similaridade morfológica, imunológica e genética entre o parasito que 

infecta primatas neotropicais brasileiros, o P. simium e sua espécie 

correspondente que infecta a população humana, o P. vivax, têm dificultado o 

diagnóstico específico da malária em regiões de Mata Atlântica. A dificuldade 

da diferenciação molecular destas duas espécies, além da proximidade 

evolutiva entre as mesmas, se deve ao limitado número de sequências de 

plasmódios de primatas não humanos disponíveis em bancos de dados 

públicos. A limitação de informação genômica, somada a um número também 

limitado de estudos sobre plasmódios de primatas brasileiros nos motivou a 

estudar a infecção malárica na Mata Atlântica brasileira a fim de 

compreendermos melhor questões ainda não respondidas, tais como: Existe 

variabilidade genética entre os parasitos humanos e simianos? É possível 

desenvolver um diagnóstico para estas espécies tão semelhantes? A via de 

invasão pelo merozoíto dos parasitos simianos é a mesma que a dos parasitos 

humanos? Como se deu a evolução dos parasitos brasileiros? 

Compreender a história evolutiva dos plasmódios e seus hospedeiros é 

de grande relevância biológica para o entendimento da relação 

parasito/hospedeiro, estabelecimento da infecção e patogenia da doença 

(Martinsen et al., 2008; Rich et al., 2009). Estudos de filogenia molecular têm 

se concentrado, principalmente, na determinação da origem do P. falciparum 

sugerindo que esta espécie tenha se originado dos parasitos de grandes 

macacos africanos, como o Plasmodium reichenowi, um parasito comum de 

chimpanzés (Duval et al., 2010; Krief et al., 2010; Prugnolle et al., 2010). 

Poucos dados se encontram disponíveis sobre a história evolutiva do P. vivax, 

no entanto, estudos filogenéticos têm demonstrado uma proximidade entre esta 

espécie e as espécies que infectam primatas asiáticos (Cornejo & Escalante, 

2006; Escalante et al., 2005; Krief et al., 2010; Mu et al., 2005). A descoberta 

da alta similaridade genética entre o P. vivax e o P. simium, um parasito de 

macacos do Novo Mundo, levantou a possibilidade de que a transferência de 

hospedeiro tenha ocorrido entre humanos e macacos do Novo Mundo num 

tempo evolutivo recente (Escalante et al., 2005). Outro estudo sugeriu que pelo 

menos duas transferências de hospedeiro ocorreram entre humanos e 
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macacos do Novo Mundo, com razões alternativas para as duas possíveis 

direções da transferência de hospedeiro (Lim et al., 2005). Recentemente, Liu e 

colaboradores (2014), demonstraram que gorilas e chimpanzés da África 

Central naturalmente infectados por parasitos geneticamente relacionados 

como o P. vivax que infecta humanos. A partir das análises do sequenciamento 

de DNA foi possível observar que as amostras dos primatas africanos 

apresentavam uma diversidade genética maior que o P. vivax humano, 

indicando que o P. vivax tem uma origem africana e todos os isolados deste 

parasito foram originados de um ancestral comum que saiu da África (Liu et al., 

2014). Assim, grande parte da história evolutiva dos plasmódios ainda 

permanece não resolvida, o que se deve também à escassez de informação 

sobre as espécies de plasmódios de primatas não humanos como o P. simium, 

principalmente informações genômicas (Tazi & Ayala, 2011).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Estudar a infecção malárica pelo Plasmodium vivax/ Plasmodium simium em 

primatas não humanos da Mata Atlântica brasileira. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Descrever a infecção malárica natural e sintomática por P. simium/ P. 

vivax em Alouatta clamitans de cativeiro (Indaial, SC), do ponto de vista clínico 

e molecular. 

Determinar a prevalência da infecção por Plasmodium em primatas não 

humanos de Indaial (SC), Porto Rico (PR) e Taquarassu (MS) utilizando a 

Reação em Cadeia da Polimeirase (PCR). 

Estudar a variabilidade de genes codificadores de antígenos e 

microssatélites em isolados de P. vivax/P. simium da Mata Atlântica brasileira.  

Identificar potenciais marcadores moleculares capazes de distinguir os 

parasitos humanos dos não humanos. 

Avaliar a reatividade humoral contra os antígenos PvDBP, PvAMA e 

PvMSP em primatas neotropicais da Mata Atlântica brasileira. 

Estudar aspectos do processo de invasão dos eritrócitos pelo P. vivax/P. 

simium via DBP-DARC. 

Avaliar a variabilidade das moléculas envolvidas no processo de 

interação do P. vivax/P. simium com os eritrócitos via DBP-DARC. 

  
Estabelecer as relações fenéticas entre P. vivax/P. simium e as 

diferentes espécies de Plasmodium a partir de diferentes alvos moleculares.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

Foram coletadas amostras de sangue e soro de primatas não humanos 

(PNHs) no estado de Santa Catarina (SC), no município de Indaial,  em 

colaboração com o veterinário Msc. Júlio César Souza Junior e nos estados do 

Paraná (PR), município de Porto Rico e Mato Grosso do Sul (MS), município de 

Taquarassu em colaboração com o veterinário Dr. Walfrido Kühl Svoboda. Em 

Santa Catarina, foi coletado sangue total e sangue em papel de filtro dos 

animais desta região. No Paraná e no Mato Grosso do Sul foram obtidas 

apenas amostras de sangue total e soro. Na figura 9 estão representados os 

municípios onde foram realizadas as colheitas biológicas nos primatas 

neotropicais incluídos no estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Municípios onde foram capturados os primatas neotropicais do estudo. 

(Fonte: Google Earth, acesso em 22/01/2014). 
 

4.1  Descrição da área de colheita em Santa Catarina 

A área de colheita no estado de Santa Catarina compreende o município 

de Indaial, que faz parte do Vale do Itajaí-Açú. Este município é atravessado 

pelo Rio Itajaí-Açú, apresentando o bioma Mata Atlântica. Localiza-se a uma 

latitude 26º 53' 52" sul e a uma longitude 49º 13' 54" oeste, estando a uma 

altitude de 64 metros. Sua população, segundo dados do IBGE, estimada em 

Legenda: 
 

    Porto Rico – PR 
    Taquarassu – MS 
     Indaial – SC 
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2011 era de 60.433 pessoas e apresenta área equivalente a 431km2. As 

amostras de Alouatta guariba clamitans foram obtidas de animais que residem 

no Centro de Pesquisas Biológicas de Indaial – CEPESBI, de capturas 

realizadas na mata ao redor deste cativeiro em animais de vida livre e também 

de animais resgatados pela equipe do CEPESBI (Figura 10). O CEPESBI foi 

criado por meio da Lei Municipal n. 2099, de 20 de março de 1992, sendo 

mantido por um convênio entre a Prefeitura Municipal de Indaial e a Fundação 

Universidade Regional de Blumenau – FURB. O objeto de estudo do CEPESBI 

é a subespécie Alouatta guariba clamitans e as pesquisas realizadas visam 

tanto à conservação in situ quanto ex situ. Com relação aos estudos in situ, são 

realizadas pesquisas de ecologia e comportamento de populações em 

fragmentos de Mata Atlântica na região do Vale do Rio Itajaí-Açu, 

principalmente no Morro Geisler, região de mata atrás do CEPESBI (Figura 10 

B e C). Já as pesquisas ex situ, envolvem a recepção, reabilitação e 

manutenção de espécimes em cativeiro. Além das pesquisas descritas, o 

CEPESBI recebe com frequência animais atropelados, mordidos por cães ou 

eletrocutados de Indaial e região, devido à grande proximidade dos centros 

urbanos a regiões de mata e consequentemente dos animais que nela habitam. 

Os animais recebidos são tratados e posteriormente devolvidos para a área 

onde foram capturados, de forma a serem reintroduzidos em seu habitat 

natural. O criadouro científico de animais silvestres do CEPESBI (registro 

IBAMA nº. 1/42/98/000708-90) é o único no Brasil especializado na subespécie 

e ao longo de 20 anos de atividade já recepcionou mais de 100 exemplares de 

bugios. 
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Figura 10. Área de colheita biológica em Santa Catarina. Em A, mapa do Estado de Santa 
Catarina, com a projeção do município de Indaial e as coordenadas do CEPESBI. Em B e C, 
foto do município de Indaial, mostrando a localização do CEPESBI (setas) e o Morro Geisler 
atrás (Fonte: Hirano, 2004). 
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Os animais mantidos no Criadouro Conservacionista CEPESBI vivem em 

recintos de aproximadamente 30 m2 sozinhos, em casais ou em grupos, de 

acordo com o comportamento dos indivíduos. Eles recebem alimentação seis 

vezes ao dia, composta por frutas e verduras diversas, ração comercial para 

roedores (Nuvilab CR-1®) e folhas de Cecropia sp. (embaúba) e Sechium 

edule (chuchu), além de serem acompanhados periodicamente por médico 

veterinário. Neste estudo, foram realizadas colheitas biológicas nos animais 

que residem no CEPESBI, animais coletados no Morro Geisler, bem como em 

animais recepcionados no Hospital Verinário da FURB que foram resgatados 

em Indaial e região (Figura 11). As Tabelas 4 e 5 apresentam as características 

dos animais de Santa Catarina incluídos no estudo. 
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Figura 11. Alouatta clamitans de cativeiro e de vida livre do município de Indaial, SC. A. 
Animais do cativeiro CEPESBI. B. Animais de vida livre do Morro Geisler. C. Animal resgatado 
vítima de atropelamento. Fonte: Junglos, 2010; Camargos-Costa, 2012; Michels, 2013. 
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Tabela 4. Descrição das amostras obtidas dos animais de cativeiro do CEPESBI-Indaial (SC). 
 

 N° de 
identificação 

Apelido FSEa 
Data da colheita das 

amostras 
Origem/ Procedência do animal 

Tempo de 
cativeirob 

1 BL01 Gasper MA 26.10.10 Gaspar/vida livre 1 
2 BL02* Maitai MA 26.10.10/09.05.12 Indaial/vida livre 4 
3 BL09 Teka FA 31.03.11 Blumenau/vida livre 2 

4 BL10* Coquinho MA 
04 e 07.04.11; 

10/07/13 
Blumenau/vida livre 8 

5 BL11* Cris FA 04.04.11/18.10.12 Lages/vida livre 4 
6 BL12* Pingo MA 09.04.11/18.10.12 Indaial/desconhecida 12 
7 BL13 Joana FA 09.04.11 São Bento do Sul/vida livre 2 
8 BL14 Sharon MA 09.04.11 Brusque/vida livre 8 
9 BL15 Ozzy MJ 09.04.11 Timbó/vida livre 3 

10 BL16 Madu MA 09.04.11 Laguna/vida livre 9 
11 BL17 Ibirama FA 09.04.11 Ibirama/cativeiro ilegal 5 
12 BL18 Gucki MA 09.04.11 São Bonifácio/vida livre 10 
13 BL22 Bambino MAS 09.04.11 Rodeio/cativeiro ilegal 4 
14 BL25 Lion MA 11.04.11 Blumenau/vida livre 8 
15 BL26d Sorriso FJ 12.04.11 Blumenau/vida livre 3 
16 BL27d Anita I 12.04.11 Blumenau/vida livre 3 
17 BL28d Roni I 12.04.11 Blumenau/vida livre 3 
18 BL30 Panduva FA 12.04.11 Panduva/cativeiro ilegal 9 
19 BL31* Laguna FA 12.04.11/18.10.12 Laguna/desconhecida 10 
20 BL32 Vitoria FA 12.04.11 Rodeio/vida livre 7 
21 BL33 Rodi FA 12.04.11 Pomerode/zoológico 11 
22 BL34 Bimbo MA 12.04.11 Ascurra/cativeiro ilegal 10 
23 BL35 Kalvin MA 12.04.11 Lages/desconhecida 8 
24 BL36 Ibirama FA 12.04.11 Ibirama/cativeiro ilegal 7 
25 BL37 Hit MA 06.07.11 Blumenau/vida livre 2 
26 BL38 Kali MA 06.07.11 Massaranduba/cativeiro ilegal 11 
27 BL39 Nino MA 06.07.11 Desconhecida/desconhecida 12 
28 BL40 Maçon MA 06.07.11 Indaial/vida livre 3 
29 BL41 Frida FA 06.07.11 Blumenau/desconhecida 7 
30 BL42* Tedy MA 06.07.11/18.10.12 Indaial/vida livre 8 
31 BL43 Jack MA 06.07.11 Campo Alegre/desconhecida 11 
32 BL44 Sol FA 06.07.11 Blumenau/vida livre 7 
33 BL45 Scoby MA 06.07.11 Indaial/desconhecida 8 
34 BL46 Pepe MA 07.07.11 Garuva/desconhecida 8 
35 BL47 Michael MJ 07.07.11 Indaial/nasceu em cativeiro 3† 
36 BL48* Menina FA 07.07.11/18.10.12 Lages/desconhecida 9 
37 BL49 Cacau FA 07.07.11 Blumenau/desconhecida 12 
38 BL50 Nicki MA 07.07.11 Joinville/desconhecida 11 
39 BL51* Lili FA 07.07.11/04.12.12 Joinville/desconhecida 5† 
40 BL62* Quity FJ 26.06.12 Blumenau/vida livre 3 
41 BL71 d Karu MJ 26.06.12 Indaial/nasceu em cativeiro 3 
42 BL74 d Zinha FJ 17.08.12 Blumenau/vida livre 1 
43 BL85 Raissa FA 07.03.10 Pomerode/cativeiro 6† 
44 BL88 d Autona FA 12.04.13 ND ND 
45 BL89e, d Toby MA 2013 São Joaquim/cativeiro 10 
46 BL90c João MAS 24.08.08 Jaraguá do Sul/cativeiro 2,5† 

aFaixa Sexo Etária. MA: macho adulto; MSA: macho subadulto; MJ: macho juvenil; MI:macho 
infante; FA: fêmea adulta; FSA: fêmea subadulta; FJ: fêmea juvenil; FI: fêmea infante.  
b Tempo em anos 
†Óbito. 
ND: não declarado - sem informação. 
*duas coletas *seis coletas 
c somente soro, sem DNA 
d somente DNA, sem soro 
e Alouatta caraya (bugio preto), os outros animais são Alouatta clamitans (bugio ruivo) 
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Tabela 5. Descrição das amostras obtidas dos bugios de vida livre capturados no estado de 
Santa Catarina. 
 

 
N° de 

identificação 
Número de 

controle 
FSEa 

Data da 
colheita das 

amostras 
Origem Tipo de busca/ocorrência 

1 BL03 c Animal 001 FA 05.03.11 Morro Geisler/Indaial Busca ativa 
2 BL04 c Animal 002 FJ 05.03.11 Morro Geisler/Indaial Busca ativa 
3 BL05 c Animal 003 FA 06.03.11 Morro Geisler/Indaial Busca ativa 
4 BL06 c Animal 004 FA 06.03.11 Morro Geisler/Indaial Busca ativa 
5 BL07 c Animal 005 FA 08.03.11 Morro Geisler/Indaial Busca ativa 

6 BL08 c 
Itoupava 

rega 
FA 18.03.11 Testo Rega/ Blumenau Busca passiva/ 

7 BL29 Animal 006 ND 12.04.12 Massaranduba Busca passiva 
8 BL58 c ND ND 03.02.12 Morro Geisler/Indaial Busca ativa 
9 BL59 c 230 ND ND km43 SC474 BNV Busca passiva 

10 BL 60 c ND ND ND ND Busca passiva 
11 BL61 c 231 ND 10.03.12 Pomerode Busca passiva/atropelamento 
12 BL63 c 232 FA 11.04.12 Indaial Busca passiva 
13 BL64 233 (Deane) MA 18.04.12 Pomerode Busca passiva/atropelamento 
14 BL68 234 FA 12.05.12 Blumenau Busca passiva 
15 BL69 235 FS 18.05.12 Blumenau Busca passiva/atropelamento† 
16 BL75 c Fa FA 17.08.12 ND Busca passiva 
17 BL82 c 236 ND 04.12.12 ND Busca passiva 
18 BL83 Grupo 13 FA ND Morro Geisler/Indaial Busca Ativa 
19 BL84b 247 MA 15/07/13 Pomerode Busca passiva 
20 BL86 c 200 FA 06.04.11 Blumenau Busca passiva/† 
21 BL87 b ND FA ND Massaranduba Busca passiva/eletrocução 
22 BL91 239 FA 15.01.13 Blumenau Busca passiva 
23 BL92 238 FA 15.08.12 Blumenau Busca passiva 

aFaixa Sexo Etária. MA: macho adulto; MAS: macho subadulto; MJ: macho juvenil; MI:macho 
infante; FA: fêmea adulta; FSA: fêmea subadulta; FJ: fêmea juvenil; FI: fêmea infante.  
†Óbito. 
ND: não declarado - sem informação. 
b somente soro, sem DNA. 
c somente DNA, sem soro. 
 

 

4.2 Descrição da área de colheita no Paraná e no Mato Grosso do Sul 

A área de colheita do estado do Paraná compreende o município de 

Porto Rico. Porto Rico está localizado no noroeste do estado, divisa com os 

municípios de Taquarussu e Bataiporã, Estado do Mato Grosso do Sul, a 230m 

de altitude, no Terceiro Planalto Paranaense, formação Arenito Caiuá. Esta 

região compreende o segmento entre a foz do Rio Paranapanema e a primeira 

ligação do Rio Ivinhema com o Rio Paraná. Apresenta população de 2.530 

habitantes, área de 218 km2 e o bioma caracterizado como de Mata Atlântica. A 

região possui importante população de primatas e as florestas encontradas na 

região são classificadas como Floresta Estacional Semidecidual com formação 

submontana ocorrendo principalmente ao lado esquerdo do rio Paraná e 

formação aluvial (florestas de inundação) principalmente nos diques marginais 
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da margem direita e nas ilhas. A tabela 6 apresenta as características dos 

animais incluídos no estudo desta região. 

No Mato Grosso do Sul, foram coletadas amostras de PNHs do 

município de Taquarassu, próximo à região da colheita principal, Porto Rico 

(Figura 9). A cidade apresenta população estimada em 2013 de 3.570 

indivíduos e área de 1.041,121km2 (IBGE, 2013). As características 

biogeográficas e de ecossistema do município são similares as já descritas 

para Porto Rico. A Tabela 6 apresenta as características dos animais coletados 

nesta área. 
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Tabela 6. Número da amostra, espécie, faixa sexo etária e data da colheita dos primatas de 
vida livre capturados nos estados do Paraná e Mato Grosso do Sul. 
 

aEspécies: AC: Alouatta caraya; CN: Cebus nigitus; CC: Cebus cay. 
bFaixa Sexo Etária. MA: macho adulto; MAS: macho subadulto; MJ: macho juvenil; MI:macho 
infante; FA: fêmea adulta; FSA: fêmea subadulta; FJ: fêmea juvenil; FI: fêmea infante. 
c sangue e soro (sendo as demais apenas de sangue) 
 

 
Amostra Espéciea FSEb UF da Colheita Data da colheita 

1 19 CN MA PR 30/08/2004 
2 21 CN FA PR 30/08/2004 
3 23c CN MJ PR 01/09/2004 
4 24 c CN MA PR 01/09/2004 
5 26 CN FSA PR 01/09/2004 
6 27 c CN MJ PR 01/09/2004 
7 29 CN FA PR 02/09/2004 
8 30 CN FJ PR 02/09/2004 
9 31 CN FA PR 02/09/2004 

10 62 c CN MA PR 12/03/2005 
11 63 c CN MAS PR 12/03/2005 
12 64 c CN MJ PR 12/03/2005 
13 65 CN FA (IDOSA) PR 13/03/2005 
14 66 CN MI PR 13/03/2005 
15 97 AC MA PR 14/08/2005 
16 110 CN MA PR 18/09/2005 
17 111 CN MA PR 18/09/2005 
18 112 CN FA PR 18/09/2005 
19 113 CN MAS PR 18/09/2005 
20 114 CN M PR 18/09/2005 
21 115 CN MA PR 18/09/2005 
22 118 CN FA(PRENHE) PR 15/10/2005 
23 119 CN FA PR 15/10/2005 
24 120 CN MA PR 15/10/2005 
25 122 AC FA PR 18/10/2005 
26 125 AC MAS PR 19/11/2005 
27 126 CN MA PR 20/11/2005 
28 128 CN MA PR 20/11/2005 
29 131 CN MAS PR 22/11/2005 
30 132 CN FSA PR 22/11/2005 
31 133 CN MA PR 22/11/2005 
32 3 CC FSA MS 18/06/2004 
33 4 CC MA MS 18/06/2004 
34 71 CC MA MS 14/05/2005 
35 73 CC MA MS 15/05/2005 
36 74 c CC MA MS 15/05/2005 
37 75 CC FA MS 15/05/2005 
38 76 c CC FJ MS 16/05/2005 
39 77 c CC FJ MS 16/05/2005 
40 78 c CC ND MS 17/05/2005 
41 79 CC MA MS 17/05/2005 
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4.3 Colheita de material biológico nos estados de Santa Catarina, Paraná 
e Mato Grosso do Sul 
 

As capturas realizadas nos animais de Santa Catarina, Paraná e Mato 

Grosso do Sul foram aprovadas pelo SISBIO (licenças n° 28953-1 e n° 28953-2 

– Anexos I e II), IBAMA (licença 104/04) e pelos Comitês de Ética em 

Experimentação Animal da Fundação Universidade Regional de Blumenau 

(FURB, SC - registro n° 003/12 – Anexo III) e da Universidade Estadual de 

Londrina (registro n° 34/05 – Anexo IV). 

As colheitas de sangue e plasma em Indaial foram realizadas pelo 

veterinário colaborador Msc. Júlio César de Souza Junior. Os animais foram 

contidos fisicamente com auxílio de puçás para posterior administração 

intramuscular de 3,9 mg/kg da associação de Tiletamina e Zolazepam 

(Zoletil®). Parâmetros fisiológicos como frequência cardíaca e respiratória, 

reflexos oculares e temperatura foram monitorados até o retorno da anestesia. 

As amostras foram obtidas após desinfecção local e punção da veia femoral ou 

braquial. O sangue foi coletado com auxílio de seringas e agulhas compatíveis 

com o porte do animal e calibre do vaso. Foram coletados aproximadamente 5 

mL de sangue de cada animal em tubos estéreis com ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) e sem EDTA, submetidos à refrigeração (4°C) 

até serem encaminhados para Laboratório de Análises Clínicas e Laboratório 

de Bioquímica da Fundação Universidade Regional de Blumenau – FURB. No 

laboratório, do material coletado de cada um dos animais, foram separados 1 

mL de sangue em tubos individuais para a extração a partir de sangue total, 

duas gotas de sangue foram adicionadas em papel de filtro comum, do tipo 

xaroposo (previamente embrulhados em papel alumínio e autoclavados 

individualmente) e o soro foi obtido por centrifugação (5 minutos, 3000 rpm). Em 

cada coleta, o material era enviado para o Laboratório de Malária (FIOCRUZ 

MINAS) segundo especificações legais. 

Os animais provenientes do Paraná e Mato Grosso do Sul foram coletados 

pelo veterinário Dr. Walfrido Kühl Svoboda e equipe. Foram utilizadas 

armadilhas especialmente projetadas para cada espécie. Os animais foram 

contidos e as amostras coletadas segundo os mesmos critérios acima descritos 

para os animais de Santa Catarina. Alíquotas das amostras de sangue (1mL) e 
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soro foram enviadas ao laboratório de Malária (FOCRUZ MINAS) para posterior 

extração do DNA. 

 

4.3.1 Colheita de material e exames realizados em um dos animais do 

CEPESBI sintomático com suspeita para malária 

Em um dos animais do CEPESBI, foram coletadas duas amostras (05 e 

07 de abril de 2011) de sangue com intervalos de 72 horas cada com e sem 

anticoagulante (EDTA) a partir da punção da veia femoral. No mesmo momento 

da primeira coleta de sangue, coletou-se urina em frascos plásticos 

apropriados. O sangue coletado foi utilizado para confecção dos esfregaços 

sanguíneos e extrações de DNA, e para os exames hematológicos e 

bioquímicos. Os valores hematológicos foram determinados utilizando-se o 

contador eletrônico Celldyn 1400®, onde foi possível obter o número de 

hemácias, hematócrito, hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM), 

hemoglobina corpuscular média (HCM), concentração de hemoglobina 

corpuscular média (CHCM), linfócitos e neutrófilos. O soro foi obtido por 

centrifugação (5 minutos a 3000 r.p.m.).  As dosagens bioquímicas foram 

realizadas com kits comerciais BIOSYSTEMS® (Barcelona, ES) e submetidas 

ao analisador BTS 310 (BIOSYSTEMS®). Os testes incluíram a pesquisa de 

albumina, proteínas totais, uréia, creatinina, alanina amino transferase (TGO), 

transaminase glutâmico pirúvica (TGP) e amilase. O exame rápido de urina foi 

realizado com as tiras de teste Combur-Test® da Roche Diagnostics em uma 

única amostra. 

 

4.4 Extrações de DNA 

4.4.1 Extração a partir de sangue total  

 A extração do DNA genômico dos indivíduos foi realizada utilizando-se o 

kit QIAGEN (PUREGENE®, Gentra Systems, Minneapolis, USA) de acordo 

com as especificações do fabricante. Resumidamente, para cada 1 mL de 

sangue total foram acrescentados 3 mL de solução de lise para eritrócitos. 

Após lise visível (± 10 minutos), a mistura foi centrifugada a 2000 x g, por 10 

minutos, a 25ºC. O sobrenadante foi então removido e o material 
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ressuspendido em 1mL de solução de lise celular. Em seguida, foram 

adicionados 300μL de solução de precipitação de proteína, sendo o material 

submetido por 30s em agitador de tubos (vórtex), e centrifugado a 2000 x g, por 

10 minutos, a 25ºC. O sobrenadante contendo o DNA solúvel foi precipitado em 

um tubo contendo 1 mL de isopropanol P.A. (Merck) a 4ºC. Em seguida, o DNA 

foi centrifugado a 2000 x g, por 3 minutos, a 25ºC, sendo o sobrenadante 

descartado. Foi adicionado 1mL de etanol 70% para a lavagem do DNA 

seguido de centrifugação a 2000 x g, por 1 minuto, a 25ºC. O sobrenadante foi 

novamente descartado e após a completa evaporação do etanol por 

aproximadamente 15 min, o DNA foi hidratado com 330μL de solução de 

hidratação (Tris-hidrometil aminometano, EDTA) e incubado por 1 hora, a 65ºC 

e o DNA extraído foi armazenado a -20ºC até o seu uso. As composições das 

soluções utilizadas em cada um dos kits não são disponibilizadas pelo 

fabricante. 

 

4.4.2 Extração de DNA mediante sangue total em papel de filtro 

Para a extração do DNA genômico mediante sangue em papel de filtro 

foi utilizado o kit QIAGEN QIAamp® DNA mini kit (PUREGENE®, Gentra 

Systems, Minneapolis, USA), que apresenta grande eficiência na extração para 

esse tipo de amostra. A extração foi realizada de acordo com as especificações 

do fabricante. Resumidamente, os círculos de sangue em papel de filtro (dois 

círculos: ±60µL de sangue/papel) foram cortados e colocados em tubos de 

microcentrífuga de 1,5mL. Foram adicionados 180μL de tampão de lise celular 

ao tubo, que foi incubado a 85ºC, por 10 minutos. Foram acrescentados 20μL 

da solução de proteinase K e a mistura homogeneizada por 30s em agitador de 

tubos (vórtex) e incubadas a 56ºC, por uma hora. Em seguida, foram 

adicionados 200μL de tampão de lise, os tubos homogeneizados novamente 

por 30s em agitador de tubos e incubados a 70ºC, por 10 minutos. Foram 

adicionados 200μL de etanol P.A. (gelado) e o material homogeneizado.  

Posteriormente, todo o material (± 500μL de eluato) foi colocado em uma 

coluna QIAamp spin (agregada ao tubo de coleta de 2mL). Os tubos foram 

centrifugados a 800 x g, por 1 minuto, a 25ºC, em seguida, os tubos contendo o 
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filtrado foram descartados e as colunas colocadas em um novo tubo de 2 mL. 

Adicionou-se 500µL de tampão para a lavagem do DNA e o material foi 

centrifugado a 800 x g, por 1 minuto, a 25ºC. Em seguida, a coluna foi colocada 

em um novo tubo de 2mL e o tubo contendo o filtrado foi descartado. Foram 

adicionados 500µL de tampão para uma segunda lavagem do material e cada 

tubo foi centrifugado a 1500 x g, por 3 minutos, a 25ºC. Cada coluna foi 

colocada em novos tubos de 1,5 mL. Foram acrescentados 150µL de água 

destilada para eluir o DNA, em seguida o material foi incubado a temperatura 

ambiente, por 1 minuto e centrifugado a 800 x g, por 1 minuto, a 25ºC. 

Finalmente as colunas foram descartadas e o DNA armazenado a -20ºC até 

seu uso. 

 

4.4.3 PCR de citocromo B de mamíferos 

A fim de averiguar se as extrações de DNA foram realizadas com 

sucesso e se os DNAs obtidos eram de qualidade satisfatória para a PCR, as 

amostras de DNA foram submetidas a uma PCR pra amplificar o gene 

citocromo B de mamíferos (iniciadores apresentados na Tabela 1). As amostras 

de DNA dos primatas não humanos deste estudo foram amplificadas através 

da PCR baseando-se na metodologia descrita por Kocher et al. 1993, com 

modificações. Este protocolo amplifica o gene citocromo B de mamíferos 

gerando um fragmento de 350 pb para primatas neotropicais. A reação foi 

realizada em volume de 20L utilizando-se: 50-100 ng de DNA, 0,625µM de 

cada um dos iniciadores, 0,125M de cada um dos dNTPs,  1,875mM de 

MgCl2, 1 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, California, USA) e o tampão da 

Taq DNA polimerase 10 X. As amplificações foram realizadas no termociclador 

Mastercycler® personal – Eppendorf, sendo as condições da PCR para a 

reação: 95°C por cinco minutos, 35 ciclos com 95°C por trinta segundos, 58°C 

por trinta segundos, 72°C por um minuto, após estes ciclos um passo de 

extensão a 72º C por seis minutos e 4°C por tempo ilimitado.  
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4.5 Diagnóstico específico de plasmódios 

4.5.1 Microscopia óptica 

O diagnóstico microscópico para malária foi realizado utilizando-se a técnica de 

esfregaço sanguíneo, corado com Panótico. O corante Panótico rápido 

(LABORCLIN) é utilizado na rotina do CESPESBI devido à sua praticidade no 

preparo de esfregaços sanguíneos. Após confecção dos esfregaços a lâmina 

seca foi rapidamente colocada por cinco vezes em cada um dos frascos de 

coloração do kit comercial. Em cada uma das etapas, a lâmina foi devidamente 

colocada em papel absorvente para retirar o excesso de corante no verso da 

lâmina. Finalmente, o verso da lâmina foi colocado sobre um filete de água 

corrente, para retirar o excesso de corante. Após este processo, a lâmina foi 

lida em microscópio óptico. 

 

4.5.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

4.5.2.1  Nested-PCR 

Amostras de DNA obtidas dos primatas neotropicais foram amplificadas 

através da Nested-PCR baseando-se na metodologia descrita por Snounou et 

al. 1993, com modificações. A Nested-PCR amplifica na primeira reação um 

fragmento de 1200 pb (sequência gênero-específica) e na segunda reação 

sequências espécie-específicas são amplificadas. As reações foram realizadas 

em volumes de 20L utilizando-se: 100-200 ng de DNA, 0,25 µM de cada um 

dos iniciadores, 10µL de Master Mix (PROMEGA-0,3 U Taq DNA Polimerase, 

200M de cada um dos dNTPs e 1,5mM de MgCl2). As amplificações foram 

realizadas no termociclador PTC-100 Version7.0 - MJ Research e as 

condições da PCR foram, para a primeira reação: um ciclo de 95°C por cinco 

minutos, 58°C por dois minutos, 72°C por dois minutos, 24 ciclos de 94°C por 

um minuto, 58°C por dois minutos, 72°C por cinco minutos, 4°C por tempo 

ilimitado. A segunda reação foi realizada nas mesmas condições, porém com 
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29 ciclos, utilizando-se 0,8 µL do produto amplificado da primeira reação como 

DNA molde. 

4.5.2.2 PCR em Tempo Real  

O Protocolo de PCR em Tempo Real utilizado neste trabalho foi baseado 

no descrito por Mangold et al., 2005, com modificações. As reações foram 

realizadas em volumes de 20µL, utilizando-se de 100 - 200 ng de amostra de 

DNA, 0,5 µM de cada iniciador (BioSynthesis), 2,5mM de MgSO4 e 10µL de 

SYBR Green PCR master mix 1x (Applied Biosystems, Califórnia, USA). As 

amplificações e a detecção da fluorescência foram conduzidas no ABI PRISM® 

7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Califórnia, USA). As 

condições da PCR foram um ciclo de 95ºC por 10 minutos, 40 ciclos em 90ºC 

por 20 segundos, 50ºC por 30 segundos e 60ºC por 30 segundos. Os 

tamanhos de fragmentos para cada espécie são: 205 bp, para P. falciparum, 

120 bp, para P. vivax e 144 bp para P. malariae. Uma pequena variação entre 

as amplificações determinam que o intervalo das temperaturas de “melting” 

para cada espécie seja: 74 a 76°C para P. vivax, 71 a 73°C para P. falciparum 

e 70 a 72°C para P. malariae. 

 

4.5.2.3 Amplificação de outros alvos moleculares 

As amostras de DNA foram também amplificadas por meio da reação em 

cadeia da polimerase utilizando-se outros alvos moleculares com o intuito de 

confirmar os macacos positivos pelo 18SSU rRNA (dois protocolos anteriores). 

Foram utilizados como alvo a região II da proteína de ligação ao antígeno Duffy 

(DBP - Duffy Binding Protein), os blocos 2 e 10 da proteína de superfície do 

merozoíto 1 (MSP-1 blocos 02 e 10), a citocromo oxidase I (Cox1) e a proteína 

CSP (circunsporozoíta). Os alvos DBP, MSPs e CoxI foram desenhados e 

padronizados por nosso grupo. Os demais iniciadores foram obtidos na 

literatura científica (Tabela 7). 
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Tabela 7. Variantes da PCR, alvos, sequências dos iniciadores, tamanho dos fragmentos 

amplificados e referências das reações de PCR utilizadas no estudo para amplificação do DNA  

do parasito e dos primatas. 

 

 

 

 

 

 

 

PCR Alvo Iniciadores Sequência de nucleotídeos (5’ – 3’) Tamanho 
do 
fragmento

Referência

Nested 1ª 
Reação 

Gene 18S de 
Plasmodium 
sp 

rPLU5           
rPLU6 

5’CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 3’ 
5’TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG3’ 

1200pb Snounou 
et al. 1993 

                           
Nested 2ª 
Reação 

Gene 18S de 
P.vivax, 
P.falciparum e  
P. malariae 

rVIV1             
rVIV2 
rFAL1 
rFAL2 
rMAL1 
rMAL2 

5’CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC3’ 
5’TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT3’  
5’TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT3 
5’ACACAATGAACTTCAATCATGACTACCCGTC3’  
5’ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATACCGC 3’ 
5’AAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA3’   

120 pb 
                   
205 pb 
 
144 pb 

Snounou 
et al. 1993 

PCR em 
Tempo Real 

gene 18S de 
Plasmodium 
sp 

P1                 
P2 

5' TAA CGA ACG AGA TCT TAA 3'                       
5' GTT CCT CTA AGA AGC TTT 3' 

 Mangold et 
al. 2005 

PCR 
Convencional 

dbpII P. vivax NDBP2F       
NDBP2R 

5’ ATGTATGAAGGAACTTACGAAT 3’                  
5’ ACCTGCCGTCTGAACCTTTT 3’ 

650 pb Sousa et 
al. 2010 

PCR 
Convencional 

Gene CSP de 
P. vivax 

CSF              
CFR 

5' GCAGAACCAAAAAATCCACGTGAAAATAAG3' 
5' CCAACGGTAGCTCTAACTTTATCTAGGTAT 3' 

500 pb Patil et al. 
2010 

PCR 
Convencional 

Gene MSP-
1BL10 de P. 
vivax 

MSP1bl10F 
MSP1bl10R 

5’ CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAA 3’        
5’ATTACTTTGTCGTAGTCCTCGGCGTAGTCC 3’ 

260 pb de Araujo 
et al. 2012 

PCR 
Convencional 

Gene MSP-
1BL 2 de P. 
vivax 

MSP1bl2F  
MSP1bl2R 

5’ GACGATATTGGAAAATTGGA 3’                       
5’CTCCTTCAGCACTTTCACGCGCTT 3’ 

444 pb de Araujo 
et al. 2012 

PCR 
Convencional 

Citocromo B 
de mamíferos 

cyBF             
cyBR 

5’ CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 3´           
5’ CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA 3’ 

350 pb Kocher et 
al. 1989 

PCR 
Convencional  

Citocromo 
Oxidase I de 
P. vivax 

COI1             
COI2 

5' CGCTGGGACTGTATGGAT 3'                    
5'ACCAAATAAAAATGAAAACCATA 3' 

143 pb Este 
estudo 

PCR 
Convencional  

gene DARC 
de primatas 
neotropicais 

KAT035R      
KAT031F      
AD501R     
DARCP5F 

5’GGAACTGAGTCAAAGGCAAAGG 3’ 
5’CTTCGGTAAAATGCCCACTTTCTGG 3’            
5’ CATACCAGACGCAGTAGCC 3’                         
5’ ACTGCCCTTCTTCATCCTC 3’ 

500pb         
 
231pb         
 

 
Demogines 
et al. 2011 
Oliveira et 
al. 2011 
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dbpII : a PCR utilizada para amplificar a região II do gene que codifica o 

antígeno Duffy (DBP- Duffy Binding Protein) amplifica um fragmento de 675 

pares de bases e foi realizada de acordo com o protocolo de Souza et al. 2010, 

com modificações. Para cada reação foi utilizado um volume de 10 µL 

contendo 100-200 ng de DNA, 0,5M de cada iniciador, 1,25 mM dNTPs 

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,75mM de MgCl2, 1U da enzima Taq DNA 

polimerase (Invitrogen, California, USA) e o tampão da enzima. As 

amplificações foram conduzidas no termociclador automático PTC-100 

Version7.0 - Programmable Thermal Controler (MJ Research Inc., 

Massachusetts, USA). As condições da PCR foram um ciclo 94ºC por três 

minutos, 35 ciclos com 94ºC por trinta segundos, 61ºC por trinta segundos e 

72ºC por 2 minutos. Após estes ciclos um passo de extensão a 72ºC por 5 

minutos e 4ºC por tempo indeterminado.   

        msp-1 (blocos 02 e 10): as PCRs utilizadas para amplificação dos blocos 

mais polimórficos da MSP-1  (BL2 e BL10) foram baseadas nos protocolos de 

Araujo 2012, com modificações. Para cada reação foram utilizados dois pares 

de iniciadores, um mais externo e outro interno. A primeira reação foi realizada 

em um volume de 10µL utilizando-se de 100-200 ng de DNA, 0,5 µM de cada 

iniciador (um par de iniciadores para a MSP-1 BL02 e outra para o BL10), 

0,125 mM de dNTPs, 0,75 mM de MgCl2, 1 U de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen, California, USA) e o tampão da enzima. As amplificações foram 

realizadas no termociclador Veriti® (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) e as 

condições da PCR foram, para a reação do MSP-1 BL02 externo: 94°C por 

quatro minutos, 30 ciclos de 94°C por um minuto, 55°C por um minuto, 72°C 

por trinta segundos, após estes ciclos um passo de extensão a 72º C por cinco 

minutos e 4°C por tempo ilimitado. As condições para a reação da MSP-1 BL10 

externo foram as mesma descitas para o bloco 02, sendo apenas a 

temperatura de anelamento alterada para 63°C. A segunda reação de PCR 

para os dois blocos foi realiza em um volume final de 20L utilizando-se 1L de 

DNA da primeira reação diluído 1:100 para a MSP-1 BL10 e 1:50 para a MSP-1 

BL02, 0,5 µM de cada iniciador 0,125 mM de dNTP, 3 mM de MgCl2, 1 U de 

Taq DNA polimerase (Invitrogen, California, USA) e o tampão da enzima. As 

amplificações foram realizadas no mesmo temociclador da primeira reação e as 
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condições da PCR foram, para a reação do MSP-1 BL02 interno: 94°C por 

quatro minutos, 25 ciclos com 94°C por quarenta segundos, 63°C por um 

minuto, 72°C por quarente segundos, após estes ciclos um passo de extensão 

a 72º C por dez minutos e 4°C por tempo ilimitado. Já para a MSP-1 BL10 

interno, as condições foram idênticas ao BL02 interno, exceto para a 

temperatura de anelamento que foi de 60°C. 

cox1: para amplificação de um fragmento da citocromo oxidase 1 foi 

realizado um protocolo PCR convencional que amplifica um fragmento de 143 

pb. Os iniciadores foram desenhados através do programa Oligo 6.4 (Molecular 

Biology Insights, Colorado, USA). A reação foi padronizada em volume de 20L 

utilizando-se: 100-200 ng de DNA, 1 µM de cada um dos iniciadores, 0,125M 

de cada um dos dNTPs, 1,5 mM de MgCl2, 1 U de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen, California, USA) e o tampão da enzima. As amplificações foram 

realizadas no termociclador Veriti® (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) e as 

condições da PCR foram: 94°C por cinco minutos, 40 ciclos com 94°C por trinta 

segundos, 60°C por trinta segundos, 72°C por trinta segundos, após estes 

ciclos um passo de extensão a 72º C por cinco minutos e 4°C por tempo 

ilimitado. 

csp: a amplificação do gene CSP (circunsporozoíta) foi baseada no 

protocolo de Patil e colaboradores (2010) que amplifica um fragmento de 500 

pb. A reação foi realizada em volume de 20 L utilizando-se: 100-200 ng de 

DNA, 0,5 µM de cada um dos iniciadores, 0,125 M de cada um dos dNTPs, 

1,25 mM de MgCl2, 1 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, California, USA) e 

o tampão da enzima. As amplificações foram realizadas no termociclador 

Veriti® (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) e as condições da reação foram 

umciclo de 95°C por cinco minutos, 40 ciclos com 94°C por um minuto, 60°C 

por um minuto, 72°C por dois minutos, após estes ciclos um passo de extensão 

a 72º C por cinco minutos e 4°C por tempo ilimitado. 
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4.5.2.4 Amplificação do gene DARC de primatas neotropicais 

          Para amplificar duas regiões do receptor para quimiocinas DARC de 

primatas foram utilizados dois pares de iniciadores a partir dos protocolos 

descritos por Demogines e colaboradores (2011) e Oliveira e colaboradores 

(2012), com modificações. Todas as reações foram padronizadas no 

termociclador Veriti® (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). O primeiro par de 

iniciadores (KAT031 e KAT035) descrito por Demogines et al. (2011) amplifica 

um fragmento de 500 pb que compreende a região do primeiro exon e o 

promotor do gene. A reação foi realizada em um volume final de 20 L 

utilizando-se: 100-200 ng de DNA, 0,5 µM de cada iniciador, 0,125 mM de 

dNTP, 2 mM de MgCl2, 1 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, California, 

USA) e o tampão da enzima. As condições da PCR foram: 94°C por três 

minutos, 35 ciclos com 94°C por quarenta segundos, 64°C por quarenta 

segundos, 72°C por um minuto, após estes ciclos um passo de extensão a 72º 

C por cinco minutos e 4°C por tempo ilimitado. O segundo par de iniciadores foi 

utilizado para amplificar uma região do éxon 2, gerando um produto de 231 

pares de bases. O iniciador senso, denominado DARCP5 foi descrito por 

Oliveira et al. (2012) e o iniciador anti-senso AD501 foi descrito por Demogines 

et al. (2011). A última base deste último iniciador foi retirada para melhorar a 

estabilidade do mesmo. A reação foi realizada em um volume final de 20 L 

utilizando-se de 100-200 ng de DNA, 0,5 µM de cada iniciador, 0,125 mM de 

dNTP, 2 mM de MgCl2, 1 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, California, 

USA) e o tampão da enzima a 10 X. As condições da reação foram:  94°C por 

três minutos, 35 ciclos com 94°C por quarenta segundos, 56°C por quarenta 

segundos, 72°C por um minuto, após estes ciclos um passo de extensão a 72º 

C por cinco minutos e 4°C por tempo ilimitado. 

 

4.5.2.5 Visualização dos fragmentos por gel de agarose 

A visualização dos fragmentos amplificados foi feita em eletroforese em 

gel contendo 2% de agarose (Invitrogen) dissolvida em tampão TAE 1x (40mM 

Tris-acetato, 1mM EDTA), sendo adicionados 5 µg/mL de brometo de etídio 

(Invitrogen). As amostras de DNA foram misturadas ao tampão de amostra 
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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) e 

arquivado em sistema digital.  

 

4.5.2.6 Controles das reações de PCR e iniciadores utilizados 

Em todos os ensaios de PCR foram utilizados controles positivos e 

negativos nas reações. Como controles negativos foram utilizados DNAs de 

humanos não expostos a malária de região não endêmica, bem como de 

espécies de primatas neotropicais refratários ao P. simium/P. vivax. Como 

controles positivos foram utilizados: (i) DNA de P. falciparum, cepa 3D7 

mantida no Laboratório de Malária (CPqRR-FIOCRUZ MINAS); (ii) DNA de 

paciente com alta parasitemia para  P. vivax e DNA de P. vivax/P. simium 

obtido de símio com infecção aguda e parasitemia confirmada pela microscopia 

óptica; (iii) DNA de P. brasilianum do MR4 (Banco Internacional de Reagentes 

de Referência de Malária – ATCC, USA). Os iniciadores utilizados neste estudo 

estão demonstrados na Tabela 7. 

 

4.6 Amplificação e Genotipagem dos marcadores moleculares 

Os parasitos foram genotipados utilizando-se os marcadores polimórficos 

da MSP-1 (blocos 02 e 10) e 11 loci de microssatélites identificados pelo nosso 

grupo (Rezende et al. 2010). Os loci encontram-se amplamente distribuídos ao 

longo do genoma do P. vivax em diferentes cromossomos (cromossomos 2, 3, 

5, 6, 7, 8, 12, 13 e 14) e com baixo desequilíbrio de ligação entre eles  

(Rezende et al. 2010). Os microssatélites PvMS1, PvMS2, PvMS3 e PvMS4 

possuem repetições de dinucleotídeos, os microssatélites PvMS5, PvMS6 e 

PvMS7 possuem repetições de trinucleotídeos e os microssatélites PvMS8, 

PvMS9, PvMS10 e PvMS11 possuem repetições de tetranucleotídeos. 

Com estes marcadores moleculares buscou-se uma possível diferenciação 

entre os parasitos humanos e simianos. As análises de genotipagem se 
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baseiam na eletroforese capilar em sequenciador automático dos fragmentos 

amplificados por PCR dos loci de microssatélites e regiões polimórficas da 

proteína MSP1 para a determinação exata dos tamanhos dos alelos. A Tabela 

8 representa os marcadores testados no presente estudo e suas 

características. 

 

Tabela 8. Características dos marcadores moleculares de P. vivax. 

 
Marcador 
Molecular 

Cromossomo 
Unidade 

Repetitiva* 
PvMS1 12 GT9 
PvMS2 3 CA12 
PvMS3 8 TA18 
PvMS4 6 TA21 
PvMS5 3 CAT10 
PvMS6 14 TGA19 
PvMS7 2 TAA22 
PvMS8 13 TGTA7 
PvMS9 6 CATA11 
PvMS10 5 TATG14 
PvMS11 8 CATA49 
MSP1bl2 7 - 
MSP1bl10 7 - 

* os números representam quantas vezes aquela unidade está repetida. PvMS: microssatélites 
de P. vivax. MSP-1bl:Merozoite surface antigen 1 blocos 2 e 10. Marcadores descritos por 
Rezende e colaboradores (2010) e de Araujo e colaboradores (2012). 

 

 

Para cada reação de amplificação dos marcadores foi utilizado um 

volume de reação de 20 μL contendo 1μM de cada iniciador (senso e antisenso 

descritos na Tabela 5), 0,125 mM de dNTP (desoxiribonucletídeos), 1 U de Taq 

DNA polimerase (Invitrogen, California, USA) e o tampão da enzima a 10 X. A 

ciclagem para as reações de amplificação foram padronizados do seguinte 

modo: 94ºC por 2 minutos, 35 ou 40 ciclos com 94ºC por 30 segundos, 50ºC a 

60ºC por 20 segundos e 72ºC por 30 segundos. Após estes ciclos um passo de 

extensão final foi realizado a 72ºC por 2 minutos. Todas as especificações 

citadas foram utilizadas de acordo com os protocolos descritos por Rezende et 

al. 2010, com modificações. Para a amplificação de todos os marcadores foi 

utilizado o termociclador Veriti® (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). As 

especificações da amplificação da MSP1 blocos 2 e 10 já foram especificadas 
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anteriormente. Os iniciadores utilizados na genotipagem dos microssatélites 

estão especificados na Tabela 9 e dos blocos polimórficos da MSP-1 foram 

representados na Tabela 7. 

 

Tabela 9. Descrição dos iniciadores e condições de amplificação dos microssatélites. 

Microssatélite Senso (5’ - 3’) Anti-senso  (5’ - 3’) Tm [Mg+2] 

PvMS1 CTATCTGAGGAATGGGGA ATTTACTATGACGAAGGTGA 53,4ºC 1,50mM 

PvMS2 CATCATTTGGGTAAGTCGGG GCAGCCACAAAATCAACACC 60,0ºC 1,50mM 

PvMS3 GGGAAGCACAAAATCGTA TCAGCAGGGACAAAAACG 60,0ºC 1,50mM 

PvMS4 TTATTTCCCCCTTTGCC AAATGGATGTTCTTGTCAAA 55,7ºC 1mM 

PvMS5 TGCTATTTGCTCGTCTGT GAGCGTTATCATCATTAG 56,0ºC 1,50mM 

PvMS6 ACACATTTGACACAGTTCC ATGCCCTGGTCCCTACAA 58,6ºC 1,50mM 

PvMS7 GTATTCCCCGTCTTGTCC CTTTGTCCGTTCTTATTTCT 56,0ºC 1,50mM 

PvMS8 TCCGTTGTTTGTTGCCC CACTTGTTCGTTCCGCTC 60,0ºC 1,50mM 

PvMS9 TGTGGATAAGGGGAAAAA TTTTTTTCCTTGAGTTTACG 50,0ºC 0,75mM 

PvMS10 AAGTGTATTTTCCCGACG CTTTTGCTTGCTCCGTTT 54,7ºC 1,50mM 

PvMS11 CGATGCGTTCACTTGGAT TATTCTTCTCCCCTCGTG 54,0ºC 0,75mM 

 

 

A genotipagem dos marcadores foi realizada no sequenciador 

automático ABI 3730xl DNA Analyser (Applied Biosystems, Califórnia, USA). 

Para cada reação foram utilizados os produtos de PCR com iniciadores senso 

marcados com fluoresceína ET-ROX em placas de 96 poços do modelo 

“UltraampTM Skirted 96 PCR Plate” (marca Sorenson BioScience TNC). Em 

cada poço da placa foram adicionados 7,75 μL de Formamida HI-DITM 20 a 

0,1%, 0,25 μL do padrão de peso molecular MegaBACETM ET550-R Size 

Standard (GE Healthcare) e 2 μL do produto amplificado. As amostras foram 

homogeneizadas na placa, logo em seguida a placa foi centrifugada por um 

tempo suficiente para que as gotas na parede de cada poço baixassem. A 

placa foi então armazenada a 4ºC até que fosse analisada. Antes das amostras 

serem lidas no aparelho, elas foram desnaturadas a 94ºC por 1 minuto. Após a 

leitura das amostras, os resultados da eletroforese capilar foram analisados 

utilizando o programa GeneMapper®  Software versão 4.1 (Applied 

Biosystems, Califórnia, USA),  o qual possibilita a verificação dos picos na 

corrida e posterior identificação dos tamanhos dos fragmentos amplificados. 
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Para cada um dos marcadores moleculares, foi considerado apenas o pico com 

maior altura correspondente ao alelo predominante. 

 

4.7 Sequenciamento de DNA 

4.7.1 Purificação dos produtos de PCR 

Para o sequenciamento de DNA, cada amostra foi purificada a partir do 

produto de PCR em reações de 50 µL, utilizando-se o kit de purificação Qiagen 

(PUREGENE®, Gentra Systems, Minneapolis, USA). Inicialmente, foram 

adicionados 5 X do volume do tampão PB para cada do volume da reação de 

PCR, homogeneizando completamente. Em seguida, a mistura foi colocada na 

coluna QIAquick acoplada a um tubo de coleta de 2mL fornecido no kit e 

centrifugada a 12000 rpm por 60 segundos. Posteriormente, o filtrado foi 

descartado e a coluna foi recolocada no mesmo tubo. Foram acrescentados 

0,75 mL de tampão PE à coluna QIAquick, centrifugando por 60 segundos a 

12000 rpm, Em seguida o filtrado foi descartado e a coluna recolocada para 

mais um passo de centrifugação por um minuto, em rotação máxima. 

Finalmente, a coluna QIAquick foi acoplada a um tubo de microcentrífuga de 

1,5 mL, onde foram adicionados 30 µL do tampão EB (Tris 10 mM, pH 8,5) ou 

água (pH 8,5) no centro da membrana para eluir o DNA. O material foi 

centrigudado por 1 minuto a 12000 rpm e armazenado a 4°C até o uso. Cada 

um dos produtos foram analisados em gel de agarose corado com brometo de 

etídio e dosados em espectofotômetro Nanodrop®. 

 

4.7.2 Reação de Sequenciamento 

Para a reação de sequenciamento, foi utilizado o kit Big Dye® Terminator v3.1 

cycle sequencing (Applied Biosystems, Califórnia, USA). As reações foram 

conduzidas com um volume final de 10 L utilizando-se em torno de 100 ng de 

DNA, 3,3 µM de iniciador (senso ou anti-senso), 1 L do mix Big Dye® 

Terminator e seu tampão. As reações foram realizadas no termociclador 

Veriti® (Applied Biosystems, Carlsbad, CA), sendo as condições da 

amplificação: 96°C por um minuto, 35 ciclos a 96°C por quinze segundos, 60º C 
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(variando de acordo com a temperatura do iniciador) por quinze segundos e 

após estes ciclos, um passo de extensão final a 60º C por quatro minutos.  

 

4.7.3 Reação de precipitação 

Para precipitação do DNA, em cada poço da placa MicroAmp 96-well 

Reaction plate (Applied Biosystems, Califórnia, USA) foram adicionados 1 µL 

de EDTA 125 mM, 1 µL de acetado de amônio 7,5 M e 50 µL de etanol 

absoluto P.A. gelado. Em seguida, a placa foi selada e vortexada brevemente. 

Logo após, a placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e 

centrifugada por 45 minutos a 3700 r.p.m. também em temperatura ambiente. A 

placa foi vertida e o sobrenadante foi descartado. Em cada poço foram 

adicionados 100 µL de etanol 70% gelado. A placa foi centrifugada por 15 

minutos a 3700 r.p.m. em temperatura ambiente e foi vertida de forma que o 

sobrenadante fosse descartado. Em seguida a placa foi centrifugada em 

posição invertida a 3700 rpm por dois minutos. Finalmente, o DNA foi 

ressuspendido com formamida HI-DITM (Applied Biosystems, Califórnia, USA). 

A placa foi novamente selada e vedada em papel alumínio e analisada pela 

plataforma de sequenciamento da FIOCRUZ MINAS, conforme procedimentos 

de rotina. 

 

4.8 Análise in silico das sequências de DNA 

Os dados brutos obtidos do sequenciador automático ABI foram 

inicialmente analisados no programa BLASTn (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), 

a fim de se confirmar o gene sequenciado e a espécie. Cada sequência foi 

também analisada individualmente pelo Chromas Lite versão 2.1.1 

(Technelysium 1998 – 2012), que fornece o “base-calling”, onde é possível 

avaliar a qualidade dos cromatogramas gerados pelo sequenciador automático, 

sendo considerado apenas um valor de Phred acima de 30. Os alinhamentos 

das sequências e a obtenção da sequência consenso foram realizados com o 

software de alinhamento múltiplo ClustalW (Thompson et al., 1994) e Contig 

Assembly Program (CAP) (Huang, 1992), dentro do pacote de programas 
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BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.9 (Hall, 1999). No BioEdit, quando 

necessário, foi realizada a edição manual do alinhamento dos genes 

sequenciados. O alinhamento também foi realizado utilizando o software 

Muscle, implementado no MEGA e as sequências de referência, como as 

obtidas da cepa Sal-1 de P. vivax retiradas do NCBI no formato FASTA, foram 

utilizadas para orientar os alinhamentos das sequências de Plasmodium. Cada 

amostra foi sequenciada pelo menos três vezes para confirmação dos 

polimorfismos do DNA. O mesmo procedimento foi feito para as duas regiões 

do gene DARC de primatas sequenciadas neste estudo. 

 

4.8.1 Análise da diversidade genética 

Para as análises de diversidade genética, o número de sítios 

segregantes (S), haplótipos (H), diversidade nucleotídica (π), diversidade 

haplotípica (Hd) e os desvios padrões correspondentes foram determinados 

utilizando o software DnaSP versão 5.10 (Librado & Rozas, 2009). A 

diversidade nucleotídica, ou seja, o número médio de diferenças nucleotídicas 

entre quaisquer duas sequências amostradas de maneira aleatória foi 

calculada de acordo com Nei (1987): 

 = n/(n − 1)Σpipjij 
                ij 

onde n é o número de sequências analisadas, pi e pj são as frequências das 

sequências i e j, respectivamente, na amostra e ij é a proporção de diferenças 

nucleotídicas entre as sequências i e j. A diversidade haplotípica, definida como 

a probabilidade de amostrar aleatoriamente dois haplótipos distintos em uma 

população, foi calculada de acordo com Nei (1987): 

                                                                               k 

Hd = [n/(n-1)][1 - Σpi
2] 

                                i=1 

onde n é o número de isolados do parasito analisados e pi é a freqüência do 

haplótipo i na amostra (Nei, 1987).  
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4.8.2 Visualização das estruturas proteicas 3-D 

Foi utilizado o software PyMol v1.0 (Wijeyesakere et al., 2007) para a 

visualização dos polimorfismos na estrutura tridimensional do dímero formado 

entre os domínios de ligação de duas proteínas PvDBP de P. vivax (3RRC- 

http://www.rcsb.org/).  

 

4.8.3 Análises Filogenéticas 

As análises filogenéticas foram realizadas no software MEGA versão 5.0 

(Tamura et al., 2011), utilizando o método probabilístico de Máxima 

Verossimilhança (Saitou & Nei, 1987) implementado no programa. A 

consistência dos padrões de agrupamento na árvore foi avaliada através do 

método de bootstrap com 5000 repetições. O modelo evolutivo para cada 

conjunto de dados foi selecionado pelo MEGA, que elege entre as matrizes de 

substituição canditadas, o modelo evolutivo que melhor se adequa para cada 

conjunto de dados para posterior construção da filogenia. O modelo evolutivo 

mais apropriado para cada conjunto de dados foi definido por análise de 

máxima verossimilhança realizada no software MEGA, que calcula a qualidade 

relativa de um modelo de substituição para um conjunto de dados estabelecido. 

Para as análises dos genes DBP, DARC e MSP-1 Bloco 2 (I) foi utilizado o 

modelo de substituição Hasegawa-Kishino-Yano (HKY85). Este modelo 

combina as diferenças nas taxas de transição e transversão com a frequência 

desigual das bases. Para as análises dos genes 18S RNA e MSP-1 bloco 10 

utilizou-se o modelo de substituição nucleotídica TN93 descrito por Tamura e 

Nei (1993). Esse modelo assume que a diferença na composição das bases 

reflete as diferenças nas taxas de transições e transversões e também nas 

taxas de transição entre as purinas e entre as pirimidinas. 

Todas as figuras das árvores filogenéticas foram geradas no software 

MEGA 5.0 a partir dos arquivos de saída no formato gráfico PNG. As 

sequências de genes ortólogos das espécies P. cynomolgi e P. knowlesi foram 

utilizadas como grupo externo na análise filogenética da DBP. Para as análises 



Material e Métodos 
 

82 
 

do 18S, foram utilizados ortólogos de P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. 

ovale. Já para o gene MSP-1 foram utilizadas apenas sequências de P. vivax. 

 

4.8.4 Sequências de DNA utilizadas 

Todos os alvos gênicos utilizados no presente estudo, bem como as 

informações das sequências obtidas estão listados abaixo. 

 

DBPII: para a região II da DBP, foram utilizadas as sequências de diferentes 

espécies, com seus respectivos números de acesso: P. cynomolgi 1 

(XM004221494), P. cynomolgi 2 (XM004220981), P. knowlesi alpha (M90466), 

P. knowlesi beta (M90694), P. knowlesi gamma (M90695). Para o P. vivax, foi 

utilizada uma sequência representaviva de cada haplótipo (frequência igual ou 

superior a 1%) gerado a patir de 511 sequências do mundo a partir de um 

trabalho anterior realizado por nosso grupo (ANEXO V). 

DARC: Para as análises de DARC, foram utilizadas sequências de diferentes 

espécies de PNHs, descritas com seus respectivos números de acesso nos 

ANEXOS VI e VII. 

MSP-1 blocos 02 e 10: Para as análises dos blocos polimórficos da MSP-1, 

foram utilizadas as sequências completas do gene da MSP-1 de P. vivax 

representadas no ANEXO VIII. 

18S: Para as análises do gene 18S, foram utilizadas sequências de espécies 

distintas representados no ANEXO IX. 
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4.9 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para detecção de anticorpos contra 

antígenos de P. vivax em soros de primatas de Mata Atlântica 

A detecção de anticorpos IgG anti-PvDBPII, anti-MSP1 e anti-AMA1 em 

soros de primatas não humanos foi realizada pela técnica de ELISA, 

modificado a partir de Cerávolo e colaboradores (2008). Resumidamente, as 

proteínas PvAMA-1 e PvMSP-119 recombinantes foram gentilmente cedidas 

pela colaboradora Irene Soares do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade de São Paulo - USP. A proteína PvDBPII foi produzida pelo nosso 

grupo segundo protocolo publicado previamente (Ceravolo et al., 2008). As 

proteínas foram utilizadas para sensibilizar placas de 96 orifícios nas 

concentrações de 3g/mL (DBPII), 1g/mL (MSP119), 1g/mL (AMA-1) e 

mantidas a 4oC por 12 - 16 horas em PBS 1 X. Posteriormente, as placas foram 

bloqueadas com tampão de bloqueio (PBS 1 x pH7,2 + 0,05% Tween 20 + 5% 

leite em pó desnatado) por 1 hora. Em seguida, soros diluídos 1:100 foram 

adicionados nas placas e incubados durante 1 hora a 37oC. Após a incubação, 

as placas foram lavadas e acrescentou-se 100L do conjugado anti-IgG de 

Macaca mulata ligado à peroxidase (Sigma-Aldrich) na diluição de 1:80.000. A 

revelação foi realizada com uma solução contendo 10 mg de OPD (o-

phenylenediamine dihydrochloride substrate - Sigma-Aldrich, USA) diluído em 

50 mL de tampão citrato de sódio (0,1M pH 5,0) na presença de 40 μL de 

peróxido de hidrogênio (H202) a 30% (Sigma-Aldrich). Paralelamente a PvDBP, 

a Glutationa S-Transferase de Schistosoma japonicum (GST - Sigma-aldrich) 

também foi utilizada nos ensaios de ELISA, uma vez que a PvDBP foi 

produzida fusionada à GST. Os valores de densidade óptica (DO492nm) de cada 

soro testado contra a PvDBP foram corrigidos do valor obtido para a proteína 

controle, GST. A PvMSP-119 e a Pv AMA-1 foram produzidas fusionadas à 

cauda de histidina (6xHis). O ponto de corte de positividade (cut off) para cada 

uma das proteínas foi determinado pela DO490nm dos soros de seis macacos 

bugios sabiamente negativos e não expostos à malária do cativeiro de São 

Paulo, gentilmente cedidos pela Dra. Rosely Malafronte (USP) acrescidos de 3 

desvios padrões. Os resultados foram expressos pelo índice de reatividade 

(OD492 dividida pelos valores do cut-off).  
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4.10 Ensaio funcional da interação ligante-receptor  

4.10.1 Ensaio de adesão entre a PvDBP e DARC de Alouatta clamitans  

As células COS-7 (American Type Culture Collection, Manassas, VA) 

foram transfectadas com a região II do gene que codifica a DBP da cepa Sal-1 

de P. vivax. A transfecção foi realizada utilizando-se lipofectamina e reagente 

Plus (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA), nas concentrações e 

protocolos indicados pelo fabricante. Resumidamente, as células COS-7 foram 

adicionadas às placas de cultura de seis poços (Nunc, Denmark) (1,5 x 105 

células/poço) e então transfectadas com 0,5μg/poço de DNA plasmidial (cepa 

Sal-1/P. vivax) e complexos de lipossomos (5% de reagente Plus e 3% de 

lipofectamina) em meio de cultura DMEM (Gibco-BRL Life Technologies, 

Rockville, MD) sem soro bovino fetal (SBF) (meio DMEM incompleto). Este 

meio incompleto contém 25 mM de bicarbonato de sódio, 2 mM de L-glutamina 

(Gibco, Invitrogen Corporation Rockville, MD, EUA) e 25 mM de Hepes 

(Sigma). Após 6h de incubação do complexo lipossoma-DNA (37°C, 5% de 

CO2 e 95% de umidade), o meio de transfecção foi substituído por meio DMEM 

contendo 10% SBF (Gibco), 2 mM de L-glutamina (Gibco), 25 mM de Hepes 

(Sigma-Aldrich), 25 mM de bicarbonato de sódio (Merck, Darmstadt, Germany), 

100UI/mL de penicilina e 100μg/mL de estreptomicina (Gibco), sendo as placas 

incubadas a 37°C. Após 24 h, o meio de cultura foi novamente substituído por 

meio DMEM completo, e a eficiência da transfecção verificada por meio da 

visualização das células em um microscópio invertido de fluorescência, uma 

vez que as células transfectadas expressam fluorescência verde. Quarenta e 

oito horas após a transfecção, as placas foram lavadas com meio DMEM 

incompleto, e as células incubadas com os eritrócitos de dois dos primatas não 

humanos do cativeiro CEPESBI (37ºC, 1h, 5% de CO2) diluídos em meio 

DMEM incompleto. Posteriormente, as placas foram incubadas a temperatura 

ambiente por 2h. Ao final da incubação as placas foram lavadas, três vezes 

com meio DMEM incompleto, para que os eritrócitos não aderentes fossem 

retirados. Logo após, cada placa foi analisada sob microscópio invertido de 

fluorescência para a contagem de rosetas. As rosetas formadas a partir da 

interação ligante-receptor foram quantificadas (20 campos/poço) em um 

microscópio estereoscópio de fluorescência invertido e com contraste de fase 
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(200x) (Nikon, Melville, NY, USA). As rosetas só foram quantificadas quando 

eritrócitos aderentes cobriram mais que 50% de sua superfície celular (Michon 

et al., 2000). 

 

 

4.10.2 Ensaio de inibição da interação entre a PvDBP e DARC de Alouatta 

clamitans 

Para o ensaio de inibição, foi utilizado mesmo protocolo de transfecção descrito 

acima. Porém, 48 horas após a transfecção, as placas foram lavadas com meio 

DMEM incompleto, e as células incubadas com soros de oito primatas não-

humanos (37ºC, 1h, 5% de CO2) diluídos em meio DMEM incompleto. 

Posteriormente, foram adicionados 200 μL/poço de uma solução a 10% de 

eritrócitos humanos O+/DARC positivos (FyaFyb) em meio DMEM completo e as 

placas incubadas à temperatura ambiente por 2h. Separadamente, foram feitos 

dois controles, um na ausência de soro e outro na ausência de soro e 

adicionando 200 μL/poço de uma solução a 10% de eritrócitos humanos 

O+/DARC negativo (Fy a- b-) em meio DMEM completo e as placas incubadas 

a temperatura ambiente por 2h. Ao final da incubação as placas foram lavadas 

por três vezes com meio DMEM incompleto, para que os eritrócitos não 

aderentes fossem retirados. Finalmente, cada placa foi lida no microscópio de 

fluorescência para o cálculo da percentagem de inibição da interação. A 

porcentagem de inibição foi calculada de acordo com a fórmula 100 x (Rc - 

Rt)/Rc, onde Rc é a média do número de rosetas presente no controle sem 

anticorpo e Rt a média do número de rosetas presentes nos soros-testes.  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Caracterização de infecção malárica em bugio sintomático 

No Centro de Pesquisas Biológicas de Indaial, SC, foi identificado, em 

abril de 2011, um bugio apresentando hiporexia, fraqueza, apatia e tremores 

musculares intermitentes no acompanhamento realizado pelos tratadores 

(Figura 12A). No exame clínico detalhado realizado pelo veterinário 

responsável, o bugio apresentou as mucosas oral, ocular e prepucial pálidas, 

leve desidratação, perda de massa muscular e peso corporal, taquicardia e 

taquipneia e temperatura corporal de 38,8o C. Foram realizadas duas colheitas 

de sangue com intervalo de 72 horas, com e sem anticoagulante (EDTA) por 

punção da veia femoral, e coleta de urina com o uso de frasco plástico apenas 

no momento da primeira colheita sanguínea. Com o sangue coletado, foram 

confeccionados esfregaços sanguíneos, onde foi possível identificar formas 

sugestivas do parasito causador da malária. Imediatamente, o veterinário 

responsável entrou em contato com nossa equipe de trabalho e através da 

análise das lâminas em arquivos digitais foi possível confirmar a infecção por 

plasmódio, porém apenas em nível de gênero por meio da microscopia óptica 

(Figura 12B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Bugio ruivo com suspeita de infecção malárica (BL10 - Coquinho). A: foto do animal 
infectado. B: esfraços sanguíneos a partir do sangue deste animal, com formas sugestivas de 
Plasmodium spp.. 

A  B 
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A partir do sangue coletado deste animal foram realizados exames 

hematológicos e bioquímicos que foram comparados com valores de referência 

calculados a partir dos animais do cativeiro, como demonstrado na Tabela 10. 

A contagem de células sanguíneas evidenciou uma anemia através do nível 

baixo de hemácias e do hematócrito. VCM – HMC e CHCM indicam anemia 

normocítica e hipercrômica. Além disso, o animal apresentou leucopenia com 

neutropenia e trombocitopenia grave (18.000 mm3). As análises bioquímicas 

permitiram concluir um aumento da uréia, TGO e TGP, hipoalbuminemia e 

hipoproteinemia. Nenhum achado significativo foi observado no teste rápido de 

urina que mostrou traços de proteína, ácido ascórbico, pH de 7 e densidade de 

1.005. 

 

Tabela 10. Valores hematológicos e bioquímicos referentes à amostra do bugio ruivo (A. 
clamitans) do cativeiro CEPESBI com suspeita de infecção malárica. 

Hemograma Amostra Valores de referência (IC 95%)* 

Leucócitos (103/µL) 7,9 8,75 - 11,03 

Linfócitos (103/ µL) 4 3,58 - 4,49 

Neutrófilos (103/ µL) 3,9 4,93 - 6,88 

Hemácias (106/ µL) 3,36 4,26 - 4,63  

Hemoglobina (g/dL) 9,2 10,82 - 11,65 

Hematócrito (%) 26,9 35,06 - 38,41 

VCM (fL) 80 80,73 - 84,45 

HCM (pg/cel) 27,4 24,77 - 25,68 

CHCM (g/dL) 34,2 30,02 - 31,28 

PLT (103/µL) 18/125a 198,62 - 267,58 

Bioquímica 

Uréia (mg/dL) 300/48,39 35,03 - 43,70 

Creatinina (UI/L) 4,6 1,16 - 1,33 

TGO (UI/L) 197,7 53,99 - 70,63 

TGP (UI/L) 248,3 28,26 - 42,27 

Albumina (g/dL) 2,0 3,17 - 3,72 

Proteínas totais (g/dL) 7,4 9,05 - 10,37 

Amilase (UI/L) 243,41 - 
*Valores de referência de acordo com Souza Jr. (2007). Valores abaixo dos níveis de referência estão em 
negrito e os valores acima da referência estão em itálico. VCM: volume corpuscular médio, HCM: 
hemoglobina corpuscular média, CHCM: concentração de hemoglobina corpuscular média, PLT: 
plaquetas, TGO: alanina amino transferase, TGP: transaminase glutâmico pirúvica. a teste realizado 72 
horas após o primeiro exame. 
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 O animal BL10 foi tratado com sulfametoxazol/trimetoprim (23mg/kg), 

devido ao seu amplo espectro de atuação, uma vez que o diagnóstico ainda 

não havia sido conluído. A dieta foi suplementada com ferro e vitaminas do 

complexo B. Diante das alterações hematológicas e bioquímicas identificadas, 

as análises foram repetidas 72 horas depois. Os valores de plaquetas 

aumentaram para 125.000/mm3
 e a uréia diminuiu para 48,39 mg/dL. Após 

duas semanas o animal estava completamente recuperado e não apresentava 

nenhum dos sintomas outrora descritos. 

As lâminas, o sangue e o soro do animal foram encaminhados para a 

nossa equipe no Laboratório de malária do CPqRR – FIOCRUZ MINAS. As 

lâminas foram reanalisadas por quatro especialistas, que confirmaram a 

infecção por Plasmodium. No entanto, o diagnóstico específico permaneceu 

inconclusivo. Diante disso, foram utilizadas ferramentas moleculares já 

padronizadas no laboratório de malária para os parasitos humanos, devido à 

alta similaridade genética entre os plasmódios de primatas não humanos e 

humanos, descrita anteriormente. Inicialmente, foram utilizados os protocolos 

de Nested-PCR e PCR em Tempo Real que utilizam como alvo o gene 18S. 

Através destes dois protocolos moleculares foi possível confirmar a espécie 

envolvida na infecção do animal de cativeiro como P. simum/P. vivax (Figura 

13).  
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Figura 13. Diagnóstico molecular de Alouatta clamitans (BL10) infectado por P. simium/P. 
vivax. A: Nested-PCR para diagnóstico de plasmódio (alvo 18SSU rRNA). Gel de agarose 
corado com 2% de brometo de etídio. M, marcador molecular 1kb plus. Caneleta 1, 4, 13, 16, 
19 e 22: iniciadores para P. falciparum (banda de 205 pb) Canaletas 2, 5, 14, 17 e 23: 
iniciadores para P. vivax (banda de 120 pb). Canaletas 3, 6, 15, 18, 21 e 24: iniciadores para P. 
malariae (banda de 144 pb). Canaletas de 1 a 6, DNA de A. clamitans sintomático (BL10), 
Canaletas 7 a 9 e 10 a 12, DNA de A. clamitans assintomático (BL11) aplicado em duplicata, 
na mesma sequência de mix para a amostra BL10. Canaletas 13 a 24: controles positivos e 
negativos. Canaletas 13 - 15: DNA de P. falciparum, canaletas 16 – 18: DNA de P. vivax, 
canaletas 19 – 21: DNA de P. malariae, canaletas 22 – 24: controle negativo, sem DNA. B: 
Resultado da PCR em Tempo Real, demonstrando as curvas de temperatura de dissociação 
do animal infectado BL10 (linha vermelha), controle negativo (linha azul clara) e controles 
positivos: P. vivax (linha azul escura), P. falciparum (linha verde) e P. malariae (linha roxa). 
 
 

A malária em A. clamitans sintomático do cativeiro CEPESBI em Indaial 

(SC) foi confirmada pela Nested-PCR e PCR em Tempo Real, tendo como alvo 

o gene 18S (SSUrRNA). Além da amplificação através do gene que codifica a 

subunidade menor do RNA ribossomal, 18S, foi possível confirmar a infecção 

por plasmódio por outros cinco alvos gênicos, quatro loci de microssatélites e 

indels nos blocos 02 e 10 da MSP-1. Todos os iniciadores utilizados foram 

B 

P. malariae

P. falciparum

P. vivax

A 

   Pf                  Pv                              Pm                              C‐ 
M          13       14        15       16       17      18         19       20        21      22       23      24

BL10               BL10                           BL11                           BL11 
M          1         2         3          4          5          6          7         8          9        10        11       12 
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desenhados a partir do genoma de P. vivax, o que indica a presença de 

infecção por P. simium/P. vivax neste primata (ver resultados nos itens 5.3 e 

5.4). Os alvos moleculares utilizados além do SSUrRNA, foram: a citocromo 

oxidase I (COI), a proteína de superfície do merozoíto 1 (MSP-1 blocos 2 e 10), 

a Duffy binding protein (DBPII) e a proteína circunsporozoíta (CSP), além dos 

marcadores moleculares genotipados que serão apresentados posteriormente. 

 

5.2 Levantamento de infecção malárica em primatas neotropicais da Mata 

Atlântica 

Através do diagnóstico molecular foi possível observar uma taxa de 

infecção natural por P. simium/P. vivax em Santa Catarina equivalente a 35% 

em animais de vida livre e 4%, em animais de cativeiro (Tabela 10). Todas as 9 

amostras positivas foram confirmadas pela Nested-PCR e PCR em Tempo 

Real (Figura 14). A Figura 15 ilustra os pontos do GPS para os animais 

positivos capturados em Santa Catarina. No resultado da PCR em Tempo Real 

(Figura 14B), é possível observar uma pequena alteração na temperatura da 

curva de dissociação do parasito simiano. A faixa de temperatura para o P. 

vivax (humano) é de 74 a 76°C e para o P. simium (simiano), de 75°C a 77°C. 

A infecção nos animais positivos foi confirmada por diversos alvos moleculares 

(dados não mostrados). Apesar de todos os alvos moleculares utilizados neste 

estudo terem sido desenhados para o P. vivax e por isso, as infecções nos 

primatas serem consideradas como P. vivax/P. simium, para maior praticidade, 

adotaremos P. vivax, para os parasitos de humanos e P. simium, para os 

parasitos de primatas nos itens subsequentes.  
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Figura 14. Diagnóstico molecular de Alouatta clamitans (BL10) infectado por P. simium/P. 
vivax. A: Nested-PCR para diagnóstico de plasmódio (alvo 18SSU rRNA). Gel de agarose 
corado com 2% de brometo de etídio. M, marcador molecular 1kb plus. Canaletas 1 a 12: 
controles positivos e negativos. Canaletas 1 - 3: DNA de P. falciparum, canaletas 4 – 5: DNA 
de P. vivax, canaletas 7 – 9: DNA de P. malariae, canaletas 10 – 12: controle negativo, sem 
DNA. B. Canaletas de 1 a 9, BL 03, BL04, BL05, BL06, BL10, BL 28, BL61, BL64, BL69. 
Canaleta 10 Controle positivo para P. vivax. Canaleta 11 e 12: controles negativos. C: 
Resultado da PCR em Tempo Real, demonstrando as curvas de temperatura de dissociação 
de alguns dos animais infectados: BL04, BL05, BL10 E BL28. Controle negativo (linha verde 
clara), controles positivos: P. vivax (linha verde musgo), P. falciparum (linha azul clara) e P. 
malariae (linha vermelha). 
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Figura 15. Local onde cada um dos Alouatta clamitans positivos para P. simium foram 

capturados no estado de Santa Catarina (dados de GPS – programa Arcgis). Empresa: 

www.pcmmineral.com. 

 

Nos estados do Paraná (n=31) e Mato Grosso do Sul (n=10), foram 

obtidas amostras de sangue coletadas na rotina de levantamento de epizootias 

silvestres pelo grupo do Dr. Walfrido Svoboda. Amostras de sangue de 41 

primatas não humanos de vida livre dos gêneros Alouatta e Cebus foram 

analisadas nos protocolos de diagnóstico molecular Nested PCR e PCR em 

Tempo Real. Porém, não foi possível detectar infecção malárica por nenhum 

dos protocolos moleculares nas amostras dos estados do Paraná e Mato 

Grosso do Sul (Tabela 11). O DNA foi utilizado em diferentes concentrações na 

tentativa de aumentar a sensibilidade para detecção de possíveis infecções 
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subpatentes, mas ainda assim, não foi possível caracterizar infecção malárica 

nestes animais, embora casos humanos da doença tenham sido relatados 

próximos a esta região. 

 

Tabela 11. Prevalência de infecção por Plasmodium spp. em primatas não humanos de três 
regiões da Mata Atlântica brasileira. 

 

Estado 
Procedência das 

amostras 
n amostral 

n (% de positivos para 
Plasmodium spp.) 

Paraná Campo 31 0 
Mato Grosso 

do Sul 
Campo 10 0 

Santa Catarina 
Campo 20 7 (35%) 

Cativeiro 45 2 (4%) 
 

 

5.3 Análise de marcadores moleculares em plasmódios simianos 

Foram testados 11 loci de microssatélites (MS) e as regiões polimórficas 

da MSP-1, os blocos 2 e 10, padronizados por nosso grupo de pesquisa em 

populações humanas infectadas com P. vivax (Rezende et al., 2010; de Araújo 

et al., 2012). Estes marcadores foram utilizados para a genotipagem das 

amostras de plasmódios obtidas de nove Alouatta clamitans infectados de 

Santa Catarina. Dos 11 loci testados, apenas quatro amplificaram (MS1, MS5, 

MS6 e MS7). O fato de sete microssatélites desenhados para P. vivax não 

terem amplificado nas amostras de símios sugere que as regiões onde os 

iniciadores se ligam sejam polimórficas entre as duas espécies. A tabela 12 

apresenta os resultados obtidos para os quatro microssatélites e os blocos 02 e 

10 da MSP-1 das nove amostras de P. simium caracterizadas neste estudo. A 

partir da genotipagem dos microssatélites 5 e 6, foram encontrados os mesmos 

alelos identificados anteriormente em populações humanas infectadas por P. 

vivax (Resende et al., 2010; Araujo et al., 2012). Em contrapartida, análises 

realizadas a partir dos microssatélites 1 e 7, bem como das regiões 

polimórficas da proteína MSP-1 de P. vivax, blocos 2 e 10, permitiram a 

identificação de alelos novos, exclusivos da população de parasitos de 
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primatas neotropicais (Tabela 12). Os alelos sublinhados foram descritos em 

amostras de humanos e macacos infectados por P. simium de um estudo 

paralelo realizado em regiões de Mata Atlântica do estado do Rio de Janeiro 

(comunicação pessoal, Patrícia Brasil), o que reforça a exclusividade de alguns 

alelos de P. simium. 

 
 
Tabela 12.  Alelos predominantes encontrados nas nove amostras positivas para P. simium 
através da genotipagem de seis marcadores moleculares 
 
 

Amostra PvMS1 PvMS5 PvMS6 PvMS7 MSP1B2 MSP1B10 

BL3 234 176 209 324 397 346 

BL4 234 185 197 373 397 248 

BL5 234 188 197 352 338 352 

BL6 234 179 197 352 400 374 

BL10 238 - 197 352 338 374 

BL28 234 185 209 324 374 374 

BL61 238 191 197 352 358 358 

BL64 238 185 197 352 364 366 

BL69 238 182 209 352 374 374 

- Amplificação não funcionou, PvMS – microssatélites de P. vivax (Rezende et al. 2010) e 
MSP1B2 e MSP1B10 –  blocos 2 e 10 da proteína de superfície de merozoito – 1 (Merozoite 
Surface Antigen – 1) (De araujo et al. 2012). Em vermelho os alelos não descritos 
previamente por Rezende et al. 2010 ou de Araujo et al. 2012. Alelos descritos em humanos 
e macacos de regiões de Mata Atlântica do Rio de Janeiro: Alelos sublinhados- descritos em 
humanos. Alelos pontilhados- descritos em macacos. Alelos com dois traços- descritos em 
humanos e macacos (comunicação pessoal Patrícia Brasil). 
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5.4 Sequenciamento das amostras positivas e análises in silico 

5.4.1 dbpII 

Foram obtidas sete sequências de qualidade a partir do sequenciamento 

de uma região do domínio II da proteína DBP (posição 1011 a 1464 de Sal-1 de 

P. vivax) dos nove macacos infectados, para identificação de SNPs. As 

sequências provenientes de dois macacos infectados foram excluídas das 

análises devido à baixa qualidade das mesmas. Foram identificados três sítios 

polimórficos entre as sequências de macacos deste estudo (posições 1113, 

1153 e 1154 da sequência da PvDBP), todos eles de substituições não-

sinônimas (N371K, E/K385I/Q). Nas análises de diversidade haplotípica, estes 

polimorfismos entre as amostras de P. simium provenientes dos sete primatas 

neotropicais de Indaial (SC), foram capazes de gerar três diferentes haplótipos 

(Tabela 13, Figura 16).   

As análises in silico da proteína DBP de P.vivax e P. simium, foram 

realizadas a partir de 511 sequências de P. vivax provenientes de diferentes 

partes do mundo de um trabalho recente publicado por nosso grupo (Nobrega 

et al., 2011). Para as análises, foram considerados apenas os haplótipos mais 

representativos, ou seja, que continham quatro ou mais sequências da dbpII de 

P. vivax de diferentes regiões do globo (frequência equivalente ou maior que 

1%). Do universo de 511 sequências de P. vivax foi possível identificar 19 

haplótipos representativos. Em seguida, estes 19 haplótipos da PvDBP foram 

alinhados com as sete sequências obtidas a partir do sequenciamento dos 

macacos infectados por P. simium geradas neste trabalho (Figura 17). No total 

dos 453 pares de base sequenciados foi possível identificar 13 sítios 

polimórficos (2,9%) entre as sequências de P. vivax e de P. simium. Dos 13 

SNPs caracterizados no alinhamento, cinco deles nunca foram descritos nas 

sequências de P. vivax, sendo, portanto, identificados apenas entre os 

parasitos de macacos, nas posições: 1016 G>A, 1113 A>T, 1153 GA>C, 1154 

A>T e 1233 A>C. Este último polimorfismo foi identificado em todas as 

amostras de primatas neotropicais, sendo deste modo, uma substituição 

espécie específica, indicando também que é fixado em P. simium. Este alvo 

poderá contribuir para a diferenciação entre as duas espécies geneticamente 
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similares. Todas as substituições caracterizadas foram não sinônimas: Asp-

371Lys, Gln385IIe/Lys e Asn411Lys, sendo os primeiros aminoácidos 

referentes às sequências dos parasitos de primatas. 

 
Tabela 13. Diversidade do gene codificador da DBP de isolados de P. simium. 

 

Polimorfismos 
Nucleotídeo

1113 1153/1154 
AAT CAA 
AAA ATA 

  AAA 

AA 
371 385 
N/K Q/I/K 

Amostra Haplótipo     
BL3, BL10 1 ..A AT. 
BL4, BL5, BL61, BL64 2 ... ... 
BL6 3 ..A A.. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Alinhamento múltiplo realizado pelo algoritmo Clustal W no software Bioedit de sete 

sequências de P. simium entre as posições 1021 a 1300 de Sal-1 (número de acesso : PVX_110810). As 

setas pretas representam SNPs identificados entre as sequências, posições: 1113, 1153 e 1154.  
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Figura 17. Alinhamento múltiplo realizado pelo algoritmo Clustal W no software Bioedit de 19 haplótipos 

representativos da PvDBP e de sete amostras de P. simium sequenciadas neste estudo entre as posições 

1021 a 1300 de Sal-1 (número de acesso : PVX_110810  ) . As setas pretas representam SNPs nunca 

identificados entre haplótipos de P. vivax no mundo, posições: 1016 A>G, 1113 A>T, 1153 GA>C e 1154 

A>T. A estrela representa o polimorfismo exclusivo de P. simium, na posição 1233 A>C. 
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A diversidade genética entre os parasitos simianos foi comparada com 

os dados obtidos a partir das sequências de P. vivax, bem como da DBP de P. 

knowlesi e P. cynomolgi. As sequências foram analisadas em três grupos 

distintos representados na Tabela 14 por diferentes tons de cinza. 

Primeiramente, foram comparadas as 7 sequências de P. simium e as 511 de 

P. vivax. Em seguida, foram comparadas as 7 sequências de P. simium com 

uma sequência de P. vivax (Sal-1), uma de P. cynomolgi e uma de P. knowlesi. 

E finalmente, foram comparadas as 511 sequências de P. vivax com as sete 

sequências de P. simium, uma sequência de P. cynomolgi e uma de P. 

knowlesi. No primeiro grupo, foi possível identificar entre as amostras de P. 

simium (n=7) três sítios segregantes. Entre as sequências de PvDBP de 

regiões diferentes do mundo (n=511), foi possível caracterizar 81 sítios 

segregantes e destes, 42 singletons. Os sítios parcimoniosos entre as 

sequências de P. vivax é equivalente a 39. Foram encontradas 14 mutações 

sinônimas e 64 mutações não sinônimas. Não é possível comparar os valores 

de diversidade nucleotídica entre as espécies, tendo em vista a discrepância 

entre o número amostral para cada uma delas.  

No segundo grupo, a análise de diversidade genética entre as sete 

sequências do gene codificador da DBPII de P. simium e a sequência de Sal-1 

de P. vivax identificou dez sítios segregantes, sendo sete variáveis e três 

parcimoniosos. Esta análise permitiu a correção do tamanho da amostra ao se 

comparar as sequências de P. simium a apenas uma sequência de referência 

de P. vivax. Dos polimorfismos encontrados, um é sinônimo e sete não 

sinônimos.  Entre P. simium e P. cynomolgi foram caracterizados 56 sítios 

polimórficos, sendo 53 variáveis e apenas três parcimoniosos. Dentre os 56 

polimorfismos identificados, 17 corespondem a mutações sinônimas e a grande 

maioria, 39, a mutações não sinônimas. Já na análise da diversidade entre o P. 

simium e o P. knowlesi foi possível identificar 86 sítios segregantes, sendo 

apenas três sítios parcimoniosos e 83 variáveis e finalmente destes últimos, 

foram caracterizadas 32 mutações sinônimas e 52 mutações não sinônimas. 

Neste grupo, é interessante observar que os sítios segregantes, os sítios 

variáveis, a diversidade nucleotídica estimada pelo valor de Pi e os 



Resultados 
 

99 
 

polimorfismos (sinônimos e não sinônimos) aumentam de acordo com a 

distância evolutiva entre as espécies (em ordem crescente na tabela). 

Finalmente, no último grupo, na compração entre P. simium e P. vivax foi 

possível identificar 84 polimorfismos, sendo metade deles variáveis e a outra 

metade parcimoniosos. Destes polimorfismos, 14 correspondem a mutações 

sinônimas e 65 a mutações não sinônimas. Entre P. vivax e P. cynomolgi foram 

caracterizados 122 sítios segregantes, sendo 81 variáveis e 41 semelhantes. 

Dos polimorfismos caracterizados, 20 são sinônimos e 87 não sinônimos. Na 

comparação entre P. vivax e P. knowlesi, foi possível identificar 145 sítios 

segregantes, sendo 101 variáveis e 44 conservados. Dentre os 145 sítios 

segregantes, 34 correspondem a mutações sinônimas e 91 não sinônimas. 

Igualmente, neste grupo, também foi possível observar que os sítios 

segregantes, os sítios variáveis, a diversidade nucleotídica estimada pelo valor 

de Pi e os polimorfismos (sinônimos e não sinônimos) aumentam de acordo 

com a distância evolutiva entre as espécies, em ordem crescente na tabela 

(números vermelhos).  

 

Tabela 14. Análise comparativa da diversidade genética da Duffy Binding Protein de P. 

simium, P. vivax, P. cynomolgi e P. knowlesi.  

 

 

 

 

 

S= sítios segregantes; SD= diversidade nucleotídica; H= haplótipos. 

 

 A partir destas sequências, também foi possível estabelecer as 

relações evolutivas do gene que codifica a Duffy Binding Protein de P. simium 

com as mesmas espécies utilizadas nas análises de diversidade genética. A 

S
Singleton 

sítios 
variáveis

Sítios 
parcimoniosos

Pi ± SD
Mutações 
sinônimas

Mutações 
não 

sinônimas
H Hd ± SD

P. simium (N=7) 3 0 3 0.0038  ± 0.0008 0 3 3 0.6670 ± 0.1600

P. vivax  (N=511) 81 42 39 0.0122 ± 0.0003 14 64 118 0.9196 ± 0.0078

P. simium x P. vivax (N=8) 10 7 3 0.0080 ± 0.0031 1 7 4 0.7500 ± 0.1390

P. simium x P. cynomolgi (N=8) 56 53 3 0.0348 ± 0.0224 17 39 4 0.7500 ± 0.1390

P. simium x P. knowlesi (N=8) 86 83 3 0.0526 ± 0.0352 32 52 4 0.7500 ± 0.1390

P. vivax + P. simium (518) 84 42 42 0.0124 ± 0.0003 14 65 121 0.9217 ± 0.0077

P. vivax x P. cynomolgi (N=512) 122 81 41 0.0127 ± 0.0005 20 87 119 0.9199 ± 0.0078

P. vivax x P. knowlesi (N=512) 145 101 44 0.0130 ± 0.0008 34 91 119 0.9199 ± 0.0078
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reconstrução filogenética com base na região II da DBP aponta igualmente 

para uma elevada proximidade entre a PvDBP e a PsDBP. Os três haplótipos 

de P. simium foram agrupados em um ramo único, porém eles encontram-se 

no mesmo clado que todos os haplótipos de P. vivax. Estes resultados 

reforçam a proximidade entre a DBP do P. simium e do P. vivax, apesar dos 

sítios segregantes caracterizados em P. simium serem suficientes para agrupá-

los separadamente. Os ramos da árvore apresentam um elevado suporte 

estatístico devido aos valores elevados de bootstrap (Figura 18).  
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Figura 18. Topologia da árvore da Duffy Binding Protein dos haplótipos de P. simium e P. vivax 

(H1: EU812840.1, H2: EU812841.1, H3: EU812842.1, H4: EU812844.1, H5: EU812845.1, H6: 

EU812849.1, H7: EU812861.1, H9:  e uma sequência das seguintes espécies: P. cynomolgi 1 

(XM004221494), P. cynomolgi 2 (XM004220981), P. knowlesi alpha (M90466), P. knowlesi beta 

(M90694), P. knowlesi gamma (M90695). A árvore foi gerada por meio do método de Máxima 
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Verossimilhança, baseada no modelo de substituição nucleotídica HK85. Foram considerados 

bootstrap acima de 60%, identificados a partir de 5000 réplicas. 

 
 A partir da estrutura tridimensional da PvDBP, foi possível identificar a 

localização espacial dos polimorfismos de P. simium (Figura 19). É interessante 

ressaltar que os polimorfismos conservados em P. simium localizam-se no 

mesmo sub-domínio da proteína que os polimorfismos já descritos para P. 

vivax, o sub-domínio SD2, caracterizado por conter a região de ligação ao 

receptor Duffy. No entanto, não foram encontrados polimorfismos de P. simium 

próximos à região de interação ligante-receptor dentro deste domínio, ao 

contrário do que já foi descrito para P. vivax (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Estrutura tridimensional do dímero do domínio de interação da Duffy Binding Protein 

de P. vivax (PvDBPII) Em tons de azul estão representados os sub-domínios da proteína. Em 

amarelo estão caracterizados os principais resíduos de interação com DARC. Em branco estão 

representados os polimorfismos de P. simium e em vermelho os polimorfismos em P. vivax. 
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5.4.2 DARC 

Para as análises in silico do receptor para quimiocinas DARC dos 

primatas naturalmente infectados, foram amplificadas duas regiões do gene. A 

primeira, correspondente à região do promotor do gene, o éxon 1 e uma parte 

do íntron, que chamaremos de DARC-1 (nt -154 a +157 da sequência de Homo 

sapiens, número de acesso JN251915). A segunda, correspondente a uma 

região do éxon 2, que compreende a primeira alça transmembrana e que 

chamaremos de DARC-2 (nt 235 a 546 do éxon 2 de DARC de Homo sapiens). 

Para DARC-1 foram obtidas 8 sequências de qualidade e para DARC-2, 9 

sequências. Não foram identificados polimorfismos entre as sequências dos 

macacos deste estudo, portanto, foi selecionada apenas uma sequência para 

as análises filogenéticas (BL 03). A partir do alinhamento de DARC-1 de A. 

clamitans com a sequência de Homo sapiens, foi possível identificar entre 

DARC-1 de bugio e de humano 18 SNPs, uma deleção pontual em Homo 

sapiens (posição 133) e uma trinca de nucleotídeos deletados em Alouatta (nt 

272 a 274), conforme demonstrado na Figura 20. Apenas os SNPs nas 

posições 174 e 175 encontram-se em região codificadora (codon 7 do éxon 1), 

gerando uma substituição não sinônima (Arg7Gln).   

 

 

  

 

 

 

 

Figura 20. Alinhamento múltiplo de uma sequência representativa de um fragmento de DARC-

1 de Alouatta clamitans e outra de Homo sapiens. (posição nt -154 a +157 de Homo sapiens, 

número de acesso JN251915). A barra sob a sequência indica o exon 1.  

 

 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Homo sapiens GTGCAGGCAGTGGGCGTGGGGTAAGGCTTCCTGATGCCCCCTGTCCCTGCCCAGAACCTGATGGCCCTCATTAGTCCTTGGCTCTTATCTTGGAAGCACA
Alouatta clamitans GTGCAGGCAGTGGGCGTGGGGTAAGACTTCCTGATGCCCCCTGTCCCTGCCCGGAGCCTGGTGGCCCTCATTAGTCCTTGGCTCTTATCTTGGAAGCACA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Homo sapiens GGCGCTGACAGCCGTCCCAGCCCTTCTGTCTG-CGGGCCTGAACCAAACGGTGCCATGGGGAACTGTCTGCACAGGGTGAGTATGGGGCCAGGCCCCAGA
Alouatta clamitans GGCTCTGACAGCCGTCCCAGCCCTTCTGTCTGCCGGGCCTGAACCAAACGGTGCCATGGGGAACTGTCTGCACCAGGTGAGTATGGGACCAGGCCCCAGA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Homo sapiens GTCCCTTATCCCTATGCCCCTCATTTCCCGTGCTGTTTGCCCCTCAGTCTTTATATCTCTTCCTTTTCCTCCTCATCTTTTCTCCCTTCCTGCTTTTTCC
Alouatta clamitans GCCCCTTACTCCCATGCCCCTCATTTCCCCTGCTATTTGCCCCTCAGTCTCTATATCTCTTCCTTTTCCTC---ATTTTTTCTCCCTTCCCTCTTTTTCC

310
....|....|.

Homo sapiens TCTTCCTTCAA
Alouatta clamitans TCTTCCTTTAA
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A partir do alinhamento de DARC-2 (posição nt 1625 a 1804), foi 

possível identificar 11 polimorfismos entre as sequências de DARC de A. 

clamitans e H. sapiens, sendo apenas dois deles de substituições não-

sinônimas, 109G>A e 131G>A, conforme apontados na Figura 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Alinhamento múltiplo de uma sequência representativa de um fragmento de DARC-
2 de Alouatta clamitans e outra de Homo sapiens (posição nt 1625 a 1804 de Homo sapiens 
número de acesso JN251915.1) . As substituições não sinônimas estão indicadas por estrelas. 
 

A filogenia de DARC-1 dos bugios infectados deste estudo, juntamente 

com as sequências de diferentes espécies de primatas do Novo e do Velho 

Mundo agrupou adequadamente os primatas em três grupos monofiléticos: 

Platyrhini, que compreende os macacos do Novo Mundo, Cercopithecidae, que 

compreende os macacos do Velho Mundo e Hominidae, que compreende 

Homo sapiens e Gorilla gorilla (Figura 22). Outros métodos como Neighbor-

Joing, Máxima Parcimônia e Minimum evolution tree foram também utilizados e 

reproduziram os mesmos resultados (dados não mostrados). As espécies 

formam grupos monofiléticos com suporte estatístico elevado (altos valores de 

bootstrap), como demonstrado na topologia da árvore.  

 

 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Homo sapiens GTCCTCTTCATGCTTTTCAGACCTCTCTTCCGCTGGCAGCTCTGCCCTGGCTGGCCTGTCCTGGCACAGCTGGCTGTGGGCAGTGCCCTCTTCAGCATTG
 V  L  F  M  L  F  R  P  L  F  R  W  Q  L  C  P  G  W  P  V  L  A  Q  L  A  V  G  S  A  L  F  S  I 

Alouatta clamitans GTCCTCTTCATGCTTTTCAGACCTCTCTTTCGCTGGCAGCTCTGCCCTGGCTGGCCTGTCTTGGCGCAGCTGGCTGTGGGCAGTGCCCTCTTCAGCATTG
 V  L  F  M  L  F  R  P  L  F  R  W  Q  L  C  P  G  W  P  V  L  A  Q  L  A  V  G  S  A  L  F  S  I 

110 120 130 140 150 160 170
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....

Homo sapiens TGGTGCCCGTCTTGGCCCCAGGGCTAGGTAGCACTCGCAGCTCTGCCCTGTGTAGCCTGGGCTACTGTGTCTGGTATGG
 V  V  P  V  L  A  P  G  L  G  S  T  R  S  S  A  L  C  S  L  G  Y  C  V  W  Y 

Alouatta clamitans TGGTGCCCATCTTGGCACCAGGGCTAGGTAACACCCGCAGCTCCGCCCTGTGCAGCCTGGGCTACTGCGTCTGGTATGA
 V  V  P  I  L  A  P  G  L  G  N  T  R  S  S  A  L  C  S  L  G  Y  C  V  W  Y 
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Figura 22. Topologia da árvore de DARC-1 de diferentes amostras de primatas a partir do 
método de Máxima Verossimilhança, modelo HKY85. As sequencias utilizadas e seus 
respectivos números de acesso foram: Homo sapiens: JN251915, Gorilla gorila: HQ285843, 
Saimiri sciureus: HQ285857, Saimiri sciureus: JN544138, Saimiri ustus: HQ285856, Cebus 
apella: HQ285855, Cercopitheus mitis: HQ285846, Mandrillus shinx: HQ285854, Mandrilus 
leucophaeus: HQ285853, Cercobeus torquatus: HQ285845, Cercocebus galeritus: HQ285844, 
Lophocebus aterrimus: HQ285847, Macaca mulata: AF311921, Macaca fascicularis: 
HQ285848, Macaca nemestrina: HQ285850, Macaca thibetana: HQ285852 e Macaca nigra: 
HQ285851. Foram considerados bootstrap acima de 60%, obtidos a partir de 5000 réplicas. Em 
verde, Macacos do Velho Mundo; em roxo, Macacos do Novo Mundo e em azul, Hominidae. 
 

 

Ao contrário da região de DARC-1, a filogenia de DARC-2 não agrupou 

adequadamente os primatas nos grupos monofiléticos: Platyrhini, 

Cercopithecidae e Hominidae, sendo os macacos do Velho Mundo 

erroneamente agrupados no clado dos macacos do Novo Mundo. Portanto, 

esta região do gene não reproduziu a filogenia molecular dos primatas (Figura 

23). 
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Figura 23. Topologia da árvore de DARC-2 de Alouatta clamitans (BL3) e diferentes amostras 
de primatas (Homo sapiens: JN251915, Gorilla gorila: HQ285843, Callithrix sp.: AF311915, 
Callithrix jacchus isolate 17036: GU219520, Saguinus midas isolate 549521: GU219523, 
Saguinus imperator: AF311916, Callicebus cupreus: JN544139, Saimiri ustus: HQ285856, 
Saimiri sciureus:  JN544138, Saimiri boliviensis: AF311918, Cebus apella: AF311919, Pithecia 
pithecia isolate pr239: GU219527, Chiropotes satanas isolate 549519: GU219522, Atelles 
geoffroyi isolate pr133: GU219525, Macaca thibetana: HQ285852, Macaca mulata: AF311921, 
Mandrillus shinx: HQ285854, Macaca fascicularis: HQ285848, Cercobeus torquatus: 
HQ285845, Macaca nemestrina: HQ285850, Mandrilus leucophaeus: HQ285853, Macaca 
nigra: HQ285851, Cercopitheus mono isolate 166: GU219517, Cercopitheus mitis: HQ285846,  
Cercopitheus wolfi: JN544124). A árvore foi baseada no método de Máxima Verossimilhança, 
modelo HKY85. Foram considerados bootstrap acima de 60%, identificados a partir de 5000 
réplicas. Em verde, Macacos do Velho Mundo; em roxo, Macacos do Novo Mundo e em azul, 
Hominidae. 
 

 

5.4.3 MSP1 blocos 2 e 10 

Foram sequenciados com alta qualidade as porções dos blocos mais 

polimórficos do gene da MSP-1 (2 e 10) de P. simium (MSP-1 bl02: posições nt 

670 a 1.048 e para MSP-1 bl10: posições nt 3.910 a 4.278), ambas de P. vivax 

número de acesso gi|313848965|dbj|AB5) dos primatas neotropicais infectados 

Hominidae

Platyrhini (Macacos do Novo Mundo) 

Cercopithecidae (Macacos do Velho Mundo) 
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pelo plasmódio. Para as análises comparativas entre a MSP-1 (blocos 2 e 10) 

de P. simium e P. vivax, foram utilizadas as sequências dos bugios infectados 

obtidas no presente estudo e 40 sequências completas da MSP-1 de P. vivax 

obtidas no Genbank. Do total de 40 sequências de P. vivax, foram utilizados os 

15 haplótipos obtidos, definidos no DnaSP.  

A partir da MSP-1 bloco 02, foi possível obter sequências de qualidade 

de sete bugios ruivos infectados. As sequências obtidas de P. simium não 

apresentaram sítios polimórficos, portanto, apenas uma única sequência foi 

utilizada para as análises juntamente com os 15 haplótipos de P. vivax. O 

alinhamento dos blocos é dificultado pela presença de longas sequências 

repetitivas na MSP-1, o que justifica os grandes gaps ao longo do alinhamento. 

Isto pode ser observado tanto entre os haplótipos de P. vivax utilizados quanto 

entre P. vivax e P. simium (Figura 24). 
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Figura 24. Alinhamento múltiplo realizado pelo algoritmo Clustal W no software Bioedit do 
haplótipo da MSP-1 bloco 02 de P. simium e 15 haplótipos da MSP-1 de P. vivax. 
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Foram contruídas árvores filogenéticas a partir da sequência consenso 

da MSP-1 bloco 02 de P. simium (haplótipo único) e os 15 haplótipos da MSP1-

bloco 02 de P. vivax, segundo metodologia descrita anteriormente. A amostra 

de P. simium foi agrupada no clado de P. vivax, em um ramo junto ao haplótipo 

1 de P. vivax (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 25. Topologia da árvore da MSP-1 bloco 02 com o haplótipo único de P. simium, 15 
haplótipos de P. vivax (H1: gi|26985113, H2: gi|26985105, H3: gi|26985137|gb|AF435, H4: 
gi|26985159, H5: gi|26985109, H6: gi|26985089, H7: gi|26985129, H8: gi|26985127, H9: 
gi|26985111, H10: gi|313848965, H11: gi|26985085, H12: gi|307000628, H13: gi|307000626, 
H14: gi|307000624, H15: gi|307000620), uma sequência de P. knowlesi (PKH 072850) e outra 
de P. cynomolgi (PCYB 073770) a partir do método de Máxima Verossimilhança, modelo 
HKY85. Entre parênteses está representado o número de sequências presente em cada 
haplótipo. Foram considerados bootstrap acima de 60%, obtidos a partir de 5000 réplicas. Em 
vermelho está representado o haplótipo de P. simium.  
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Para a MSP-1 bloco 10, foi possível obter sequências de qualidade para 

sete amostras de bugios ruivos infectados. As sete sequências de P. simium 

foram agrupadas em cinco diferentes haplótipos (H1, H2, H3, H4 e H5, sendo 

H1: BL69, H2: BL3, H3: BL64, H4: BL4, BL6 e BL61, H5: BL10). Foi possível 

identificar sítios segregantes entre os haplótipos de P. simium, com a presença 

de três substituições não sinônimas. O haplótipo 1 (H1), apresenta deleções ao 

longo da sequência (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Alinhamento múltiplo realizado pelo algoritmo Clustal W no software Bioedit de 
cinco haplótipos da MSP-1 bloco 10 de P. simium.  

 

No presente estudo, a partir das sequências da MSP-1 bloco 10 de P. 

simium dos bugios infectados de Indaial, SC, foi possível reconstruir as 

relações filogenéticas dos plasmódios simianos e humanos. Os haplótipos de 

P. simium agruparam-se em um ramo único. No entanto, todas as amostras de 

P. simium encontram-se no clado de P. vivax, o que reforça a proximidade 

genética entre estes parasitos (Figura 27).  
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Figura 27. Topologia da árvore da MSP-1 bloco 10 com cinco haplótipos de P. simium, 15 
haplótipos de P. vivax (H1: gi|26985113, H2: gi|26985105, H3: gi|26985137|gb|AF435, H4: 
gi|26985159, H5: gi|26985109, H6: gi|26985089, H7: gi|26985129, H8: gi|26985127, H9: 
gi|26985111, H10: gi|313848965, H11: gi|26985085, H12: gi|307000628, H13: gi|307000626, 
H14: gi|307000624, H15: gi|307000620) uma sequência de P. knowlesi (PKH 072850) e outra 
de P. cynomolgi (PCYB 073770) a partir do método de Máxima Verossimilhança, modelo TN93. 
Entre parênteses está representada a quantidade de sequências dentro de cada haplótipo. 
Foram considerados bootstrap acima de 60%, obtidos a partir de 5000 réplicas. Em vermelho, 
estão representados os haplótipos de P. simium.  
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5.4.4 Subunidade menor 18S do RNA ribossomal 

A partir do sequenciamento de DNA foi possível obter sequências de qualidade 

de uma porção do gene codificador do RNA ribossomal 18S de sete isolados 

de P. simium (posição nt 591 a 1439 de P. vivax, número de acesso 

HQ283223). Não foi possível obter sequências de qualidade a partir das 

amostras BL03 e BL69. Para as análises, foi selecionada uma das sete 

amostras, uma vez que foi identificado um haplótipo único para este alvo. Para 

as análises, foram selecionadas onze sequências do RNA ribossomal 18S de 

P. vivax do GenBank. A Figura 28 apresenta o alinhamento entre as espécies 

P. simium e P. vivax, demonstrando a alta similaridade genética entre as 

espécies. Todos os sítios segregantes apresentam polimorfismos comuns a 

estas duas espécies. 
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Figura 28. Alinhamento múltiplo realizado pelo algoritmo Clustal W no software Bioedit de onze 
isolados do 18S de P. vivax e o haplótipo único de P. simium. Posição nt 616 a 1439 de P. 
vivax, número de acesso HQ283223.  

 

Foi realizado o alinhamento do haplótipo de P. simium, das onze 

sequências de P. vivax e as sequências das espécies P. brasilianum, P. 

malariae, P. ovale e P. falciparum. A presença de regiões polimórficas 

específicas em cada espécie justificam o uso deste alvo molecular para o 

diagnóstico específico de malária (Figura 29). 
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Figura 29. Alinhamento múltiplo realizado pelo algoritmo Clustal W no software Bioedit de onze 
isolados do 18S de P. vivax, do haplótipo único de P. simium e as espécies P. brasilianum 
(KC906730), P. malariae (GU815531), P. ovale (KF018663) e P. falciparum (JQ627150). 
Posição nt 616 a 1439 de P. vivax, número de acesso HQ283223.  
 

 

A partir das sequências obtidas do gene 18S, foi possível reconstruir as 

relações filogenéticas dos plasmódios, amplamente discutida na literatura. 

Nesse estudo, um resultado importante obtido, mesmo com um número maior 

de amostras de P. simium (na literatura foram utilizadas de uma a três 

sequências – Tazi & Ayala, 2011), por meio da região analisada, não foi 

possível distinguir o parasito de primatas neotropicais P. simium com os 

haplótipos de P. vivax (Figura 30).  
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Figura 30. Topologia da árvore do 18S com um haplótipo único de P. simium, onze isolados de 
P. vivax (D5: HQ283223, H15: HQ283224, H108: HQ283225, H120: HQ283226, SV4: 
JQ627156, SV5: JQ627157, SV3: JQ627155, SV2: JQ627154, SV1: JQ627153, SV6: 
JQ627158, Belém: AY579418) e uma sequência das espécies P. falciparum (JQ627150), P. 
brasilianum (KC906730), P. malariae (GU815531), P. ovale (KF018663), P. knowlesi 
(AY579417) e P. cynomolgi (JQ794445). A árvore foi gerada a partir do método de Máxima 
Verossimilhança, modelo TN93. Foram considerados apenas valores de bootstrap acima de 
60%, obtidos a partir de 5.000 réplicas. 
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5.5 Ensaios Sorológicos 

 No presente estudo foram testados 55 soros de animais do cativeiro de 

Santa Catarina, sendo possível determinar uma reatividade no ELISA para a 

proteína recombinante PvDBP II equivalente a 67% (37/55) e equivalente a 

65% (36/55) para a MSP119 e 85% (47/55) para AMA1, como demonstrado na 

Tabela 15 e na Figura 31. Os valores de densidade óptica no ELISA foram 

baixos em todos eles (médias de OD492nm DBPII=0.17,  MSP-119=0.11, AMA-

1=0.23), no entanto, os cut-offs (IR de macacos não expostos para malária + 3 

DP) foram igualmente baixos para todos os antígenos estudados sendo: 0.021, 

0.027 e 0.0075, respectivamente. Assim, índices de reatividade significativos 

foram obtidos para os três antígenos (média de IR DBPII=6, MSP-119=10, AMA-

1=7). 

No estado do Paraná, também foram testados os soros de 19 primatas não 

humanos. Apesar de nenhum dos animais do Paraná apresentar amplificação 

no momento da coleta de sangue para Plasmodium spp. por meio de diferentes 

alvos moleculares pela PCR, foi possível identificar que alguns desses 

indivíduos apresentavam anticorpos específicos contra P. vivax. Foi possível 

determinar uma reatividade no ELISA para a proteína recombinante PvDBPII 

equivalente a 53% (10/19), igual a 84% para a MSP-119 (16/19) e 58% para 

AMA-1 (11/19), como demonstrado na Tabela 15 e na Figura 32. 

 

Tabela 15. Resultado do ELISA para as proteínas de P. vivax MSP119, AMA I e DBPII em soros 
de primatas não humanos de Santa Catarina, Paraná e Mato Grosso do Sul.  

Proteínas de P. vivax Anticorpos específicos 

 Santa Catarina n=55 (%) Paraná e Mato Grosso 

do Sul n=19 (%) 

MSP119 36 (70%) 10 (84%) 

DBP II 37 (68%) 16 (95%) 

AMA I 47 (81%) 11 (95%) 
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Figura 31. Índice de reatividade dos soros de primatas não humanos de Indaial (SC), contra as 
proteínas recombinantes de P. vivax DBPII, MSP-119 e AMA-1. Positividade IR>1. Barra 
horizontal representa a média e os desvios padrão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Índice de reatividade dos soros de primatas não humanos do Paraná e Mato Grosso 
do Sul, contra as proteínas recombinantes de P. vivax DBPII, MSP-119 e AMA-1. Positividade 
IR>1 (linha pontilhada). Barra horizontal representa a média e os desvios padrão. 
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5.6 Ensaio de adesão e inibição da interação ligante-receptor 

O ensaio funcional foi realizado para verificar a interação entre a proteína DBPII 

(ligante) e DARC (receptor) presente nos eritrócitos de primatas neotropicais, 

bem como averiguar a capacidade de bloqueio de anticorpos de primatas da 

interação PvDBPII-DARC, particularmente importantes para ensaios vacinais. 

Foram realizados ensaios de adesão utilizando-se eritrócitos de dois 

bugios do CEPESBI para observarmos a interação entre a proteína PvDBPII e 

seu receptor no eritrócito do bugio, a proteína DARC. Em ambos os ensaios de 

ligação, foi possível observar uma interação específica da PvDBP expressa em 

células COS7 e o antígeno de superfície do eritrócito dos primatas não 

humanos, DARC (Figura 33). 

 

 

 

 

Figura 33. Interação específica entre a PvDBPII expressa na célula COS7 (fusionada a GFP -
fluorescente) e a proteína DARC de eritrócitos de primatas não-humanos aderidos à PvDBPII 
formando uma roseta (amostra BL10). 

 

Em um segundo momento, foi avaliada a capacidade dos anticorpos dos 

bugios presentes nos soros dos animais bloquearem a interação PvDBP- 

DARC no ensaio de inibição. Para este ensaio, além dos controles positivos e 

negativos, foram selecionados oito soros de bugios do cativeiro de Indaial, SC 

(Tabela 16 e Figura 34). 
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Tabela 16. Caracterização das amostras utilizadas no ensaio de inibição da interação 

DBP/DARC 

Animais MO PCR ELISA* 

BL10 + + 12 

BL64 + + 18 

BL69 + + 22 

BL34 - - 22 

BL37 - - 14 

BL40 - - 7 

BL41 - - 6 

BL44 - - 1 

* Índice de Reatividade para PvDBPII. 

 

A           B 

      

Figura 34. Representação dos controles positivos e negativos utilizados em todos os ensaios 
de ligação. A: Controle positivo (O+/DARC+). A seta branca indica uma roseta formada pela 
interação entre DARC dos eritrócitos que se ligaram à PvDBPII expressa na célula COS7 
(fluorescente). B: Controle negativo, (O+/DARC-), onde não há formação de rosetas.  
 

         Os dados sugerem uma correlação positiva (R=0.843, P=0.011) entre o 

índice de reatividade do ELISA e a inibição da ligação, mas não houve 

associação com a presença de infecção aguda (detectada pelo PCR) e 

presença de anticorpos inibitórios (Figura 35). Além disso, os eritrócitos DARC 

negativos apresentaram níveis quase nulos de ligação às células COS7, como 

esperado (média de 1% de interação para DARC negativo contra 67% para 

DARC positivos).  
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Para duas amostras que apresentaram os mais altos níveis de inibição, 

BL37 (94%) e BL69 (44%) foi realizado um novo ensaio de inibição com 

diluição seriada dos soros a fim de se observar o efeito dose-resposta (Figura 

36). Foi possível observar que os soros só reagem em baixas diluições (1:30), 

sendo que a atividade inibitória cai rapidamente nas maiores diluições (1:90 e 

1:270) (Figura 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Porcentagem de inibição da interação entre PvDBP (expressa em células Cos7) e 

DARC por anticorpos presentes em soros de bugios. *Bl10 - animal que apresentou sintomas 

clínicos de malária. 

 

 

Figura 36. Percentual de inibição da interação entre PvDBP e DARC em três diferentes 
diluições dos soros dos animais BL37 e BL69.  
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6  DISCUSSÃO 

 Os estudos de malária simiana no Brasil se iniciaram a partir da 

década de 60, logo após o primeiro relato de infecção humana por um parasito 

natural de macacos, o P. cynomolgi, em 1960 (Deane, 1992; Duarte et al., 

2006). Dois parasitos das florestas brasileiras, o P. brasilianum, na região 

amazônica e o P. simium, nas regiões de Mata Atlântica do sudeste e sul do 

país, causam infecção malárica em primatas neotropicais, sendo capazes de 

infectar macacos das famílias Cebidae e Atelidae. Das espécies que circulam 

no país, P. simium é semelhante ao parasito que infecta os humanos P. vivax, 

e o P. brasilianum semelhante ao P. malariae, tanto em nível morfológico e 

imunológico, quanto genético (Coatney, 1971; Barnwell et al., 1986; de Arruda 

et al., 1989; Deane, 1992; Escalante et al., 1995; Duarte et al. 2006, Yamasaki 

et al., 2011; Araújo et al., 2013). A taxa de infecção por plasmódios simianos 

entre os animais varia entre regiões, sendo as taxas mais altas encontradas 

para a região sudeste (35,6%), seguidas pela região sul (17,9%) e região da 

Amazônia (10,1%), por meio da microscopia ótica (Deane, 1992). 

Recentemente, os casos humanos descritos por P. knowlesi, um 

parasito que infecta macacos do sudeste asiático com curso muitas vezes fatal 

em humanos, despertaram novamente o interesse pelos estudos dos parasitos 

simianos no Brasil e no mundo. As circuntâncias ecológicas e as atividades 

antrópicas que permitem um contato próximo entre humanos e símios 

promovem a circulação de parasitos simianos na população humana, 

suportando a hipótese de que, em circuntâncias específicas, os macacos 

possam atuar como reservatórios da doença em um caráter zoonótico 

(Coatney, 1971; Singh et al., 2004; Cox-Singh et al., 2008; CDC, 2008). Casos 

de malária em áreas de Mata Atlântica do país sugerem que os macacos 

infectados por parasitos simianos sejam responsáveis pela manutenção dos 

casos autóctones da doença, atuando como reservatório da malária na medida 

em que o hospedeiro humano estreita o seu contato com áreas de mata 

(Deane, 1992; Carreri-Bruno et al., 1995, Duarte et al., 2006; Duarte et al., 

2008; Yamasaki et al., 2011). No entanto, a caracterização da circulação do 

parasito simiano em diferentes hospedeiros (macacos e humanos) é ainda um 

desafio, tendo em vista a alta similaridade entre o P. simium e o P. vivax. 
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Na primeira parte do presente trabalho, foi possível caracterizar a 

infecção malárica em um bugio ruivo (Alouatta clamitans) do cativeiro CEPESBI 

em Indaial, Santa Catarina, do ponto de vista clínico, imunológico e molecular. 

Na literatura científica, não há relatos de primatas neotropicais naturalmente 

infectados pelo plasmódio com sinais clínicos, sendo este trabalho pioneiro. Os 

trabalhos que caracterizaram a clínica da malária em bugios foram todos 

induzidos por infecção experimental após esplenectomia dos animais (revisado 

no capítulo 13 do livro The Primate Malarias – Coatney, et al., 1971). A malária 

por P. simium em primatas neotropicais é subpatente, crônica e geralmente 

assintomática, devido, provavelmente, a uma modulação do sistema imune dos 

primatas não humanos. Essa provável modulação explicaria porque bugios 

naturalmente infectados geralmente não apresentam sinais clínicos. No caso 

específico descrito neste trabalho, o animal havia sido remanejado de seu 

recinto para outro local, durante a reforma e melhoria de seu ambiente de 

cativeiro. A mudança de recinto pode ter causado estresse e, 

consequentemente, uma queda na imunidade do animal. Paralelamente, essa 

condição de baixa imunidade pode estar relacionada com o aumento da 

parasitemia, e consequentemente, com o surgimento dos sinais relacionados à 

malária. 

Os sinais clínicos do Alouatta clamitans naturalmente infectado, 

associados aos achados laboratoriais deste estudo como apatia, inapetência, 

anemia e trombocitopenia severa concordam com os achados clínicos em 

infecções por P. simium/P. vivax em bugios esplenectomizados descritos na 

literatura (Deane et al., 1969; Deane et al., 1964).  Achados similares como 

anemia moderada, trombocitopenia grave, alterações hepáticas e renais foram 

descritos em humanos infectados por P. vivax (Prasun Bhattacharjee et al., 

2013). A presença da inversão das taxas de albumina/globulina sugere uma 

alta estimulação antigênica que culmina na produção de globulinas. Estas 

taxas diminuídas reforçam também o dano hepático, o que já foi caracterizado 

em pacientes infectados por P. vivax (Netto et al., 2014).  As taxas elevadas de 

uréia e creatinina já foram identificadas em camundongos Balb/c infectados por 

P. berguei (Elias et al., 2012). O aumento de creatinina define a Insuficiência 

Renal Aguda, de acordo com o guia de tratamento de malária da Organização 
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Mundial de Saúde e têm sido utilizado como biomarcador para a necrose 

tubular aguda em pacientes infectados por P. vivax (WHO, 2010; Plewes et al., 

2014). A trombocitopenia é uma das primeiras manifestações clínicas em 

infecções pelo P. falciparum em macacos Saimiri e Aotus, mas retornam 

rapidamente aos níveis normais após o pico de parasitemia (James et al., 

1985, Kakoma et al., 1992), igualmente observado no animal sintomático deste 

estudo (Tabela 9). Adicionalmente, a trombocitopenia na malária induz a uma 

série de alterações hematológicas e hematopoiéticas em primatas não 

humanos (Collins & Campbell, 1983; James et al., 1985; Warrell, 1987). 

Durante o período de sintomas, o animal recebeu tratamento a base de 

sulfametoxazol/trimetoprim, um bactericida de amplo espectro, na tentativa de 

melhoria dos sinais clínicos, uma vez que o diagnóstico não havia sido 

concluído (as lâminas apenas sugeriam infecção por Plasmodium sp.). 

Contudo, o composto sulfa é um antimalárico eficiente para as fases 

sanguíneas do parasito, o que pode justificar a rápida recuperação da 

sintomatologia clínica do animal. 

Na literatura, pesquisadores que se dedicaram ao estudo da malária 

simiana apontaram na década de 1960 um fator dificultador para compreensão 

da sintomatologia clínica da malária simiana. A manutenção dos bugios em 

cativeiro era extremamente difícil, o que impedia o acompanhamento dos 

animais naturalmente infectados por um período longo (Deane, 1967; Coatney 

et al., 1971). Atualmente, com as novas metodologias de manutenção e 

preservação de espécies em cativeiro esse cenário mudou bastante. Porém, 

ainda com as facilidades atuais, o CEPESBI é um dos poucos locais que 

consegue manter bugios em cativeiro por um extenso período de tempo (mais 

de 10 anos).  

Diante da infecção sintomática caracterizada neste bugio, nosso grupo 

se sentiu estimulado em estudar em um segundo momento mais 

detalhadamente a malária em primatas neotropicais de algumas regiões da 

Mata Atlântica brasileira. Para tal, foram realizadas coletas em bugios de 

cativeiro e de vida livre em Santa Catarina e em primatas de vida livre dos 

gêneros Alouatta e Cebus do Paraná e Mato Grosso do Sul. Para o diagnóstico 



Discussão 
 

125 
 

molecular de plasmódios nestes animais, foram utilizados protocolos de PCR 

bem estabelecidos para os parasitos humanos, por meio da Nested-PCR e 

PCR em Tempo real. Ambas as técnicas são amplamente utilizadas para a 

identificação específica dos plasmódios humanos e devido à alta similaridade 

entre os parasitos de símios foram utilizados no presente estudo. Os protocolos 

utilizados baseiam na amplificação da região codificadora da subunidade 

menor do RNA ribossomal, que é amplamente utilizada no diagnóstico de 

malária por apresentar regiões polimórficas flanqueadas por regiões altamente 

conservadas. Os polimorfismos encontrados nesta região são úteis para 

detecção gênero e espécie específica para os parasitos que infectam humanos 

(Snounou et al., 1993).  A Nested-PCR é um protocolo útil para diagnóstico por 

apresentar dois passos de amplificação, o que aumenta a capacidade de 

detecção do parasito (Snounou et al., 1993; Das et al., 1995; Liu et al., 1998). 

Os iniciadores utilizados para amplificar este gene foram também utilizados 

para o sequenciamento de DNA do 18S, no entanto, a sequência de P. simium 

foi exatamente igual à sequência de diferentes isolados de P. vivax, reforçando 

a proximidade genética entre tais espécies, como demonstrado por outros 

autores (Tazi & Ayala, 2011). 

Através dos protocolos moleculares, foi possível observar uma taxa de 

infecção natural por P. simium/P. vivax em Santa Catarina equivalente a 35% 

em bugios de vida livre e 4%, em bugios de cativeiro (Tabela 11). Já no Paraná 

e Mato Grosso do Sul, não foram detectados animais positivos (Alouatta e 

Cebus) pela PCR. A ausência de infecção no gênero Cebus (Paraná e Mato 

Grosso do Sul) está de acordo com outros estudos que mostraram uma 

prevalência muito baixa ou nula de malária para este gênero (Arruda et al., 

1985; Deane 1992; Fandeur et al., 2000; Duarte et al., 2008). 

Apesar das infecções serem subpatentes, a taxa de infecção malárica 

em bugios no sul é geralmente alta, sendo 42,4% por P. simium, contra 33,3% 

por P. brasilianum e 18,2% de infecções mistas por estas duas espécies 

(Deane, 1992), portanto, pode ser que os bugios do Paraná e Mato Grosso do 

Sul apresentem uma parasitemia abaixo do limite de detecção da PCR ou 

encontram-se infectados por uma espécie de plasmódio até o momento não 

caracterizada. Esta hipótese foi recentemente sugerida no trabalho de Liu e 



Discussão 
 

126 
 

colaboradores (2014), onde espécies de P. vivax-like de primatas do Velho 

Mundo não agruparam com amostras de P. vivax de humanos de diferentes 

regiões do globo, ou sequer com amostras de primatas coletadas na mesma 

região da África, sugerindo dessa forma que uma nova espécie circula entre os 

chimpanzés da região. 

A presença de nove animais infectados em Santa Catarina, todos 

confirmados por diversos alvos moleculares e alguns deles também pela 

microscopia ótica reforçam a possibilidade de um ciclo zoonótico nesta área do 

estudo. Do total de animais positivos (9/65, 14%), seis deles foram coletados 

no município de Indaial (BL03, BL04, BL05, BL06, BL10 E BL 28), um em 

Pomerode (BL61) e dois em Blumenau (BL64 E BL69). A presença de animais 

positivos nos municípios de Indaial e Blumenau desperta uma preocupação 

particular, pelo fato de que casos de malária autóctone já foram reportados 

nestes municípios (Machado et al., 2003; Portes et al., 2010). Além disso, a 

presença abundante dos vetores somados à proximidade dos bugios com a 

população humana reforçam a necessidade de uma vigilância epidemiológica 

mais acurada nestas áreas. 

Yamasaki e colaboradores (2011) analisaram 50 bugios ruivos 

resgatados de áreas de Mata Atlântica da região metropolitana de São Paulo, 

encontrando uma taxa de infecção de 18% (9/50) para P. simium/P. vivax e 

4%(2/50) de P brasilianum/P. malariae. Este grupo encontrou uma taxa de 

positividade nos animais muito semelhante à descrita por nosso grupo (14% ou 

9/65). Além disso, foi identificado em dois animais a circulação de outro 

parasito simiano, o P. brasilianum, não identificado em nossas amostras. 

Apesar disso, de forma geral, o P. brasilianum apresenta uma taxa de 

infectividade menor quando comparado ao P. simium (Deane et al., 1992). 

Duarte e colaboradores (2008), realizando uma pesquisa em populações 

de primatas neotropicais (n=448) em áreas de Mata Atlântica e cerrado do 

estado de São Paulo, encontraram 13% (9/71) de infecção por Plasmodium sp. 

por PCR em bugios ruivos (Alouatta clamitans) e 7% (16/235) de infecção 

malárica em bugios pretos (Alouatta caraya). Entre os animais dos gêneros 

Cebus e Callitrix não foram encontrados resultados positivos, assim como o 
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descrito no presente trabalho (infecção nula para o gênero Cebus). Este grupo 

caracterizou além de infecções por P. vivax/P. simium e P. malariae/P. 

brasilianum, uma infecção por P. falciparum entre os animais estudados. 

Através da microscopia, os autores identificaram a presença de plasmódio 

apenas em sete bugios pretos (3% ou 7/235). Esses resultados concordam 

com os nossos achados, onde a detecção pela microscopia foi menor em 

função da parasitemia extremamente baixa, supostamente justificada pela 

infecção crônica nos primatas neotropicais. Igualmente, o grupo não conseguiu 

caracterizar em nível de espécie através da microscopia óptica, sendo todas as 

análises da microscopia caracterizadas como Plasmodium sp., assim como no 

presente trabalho.  

Diferentes marcadores moleculares são utilizados em estudos de 

variabilidade genética e a escolha do marcador inlfuencia diretamente nas 

conclusões do trabalho. Trabalhos desta natureza envolvendo o P. vivax têm 

possibilitado diferentes conclusões. Através dos genomas mitocondriais, foi 

possível caracterizar uma variabilidade limitada consistente com a hipótese de 

que o parasito foi recentemente introduzido no Novo Mundo (Mu et al., 2005; 

Culleton et al., 2011). Em contrapartida, estudos que utilizaram microssatélites 

demonstraram uma variabilidade alta entre diferentes regiões geográficas (Van 

den Eede et al., 2010; Rezende et al. 2010; De Brito & Ferreira, 2011; de 

Araújo et al., 2012). Já os estudos que utilizam genes nucleares que codificam 

antígenos do parasito, apresentaram menor diversidade local comparado aos 

microssatélites, porém forte estruturação geográfica (Chenet et al., 2012). 

Estes diferentes resultados procedem da diferença entre as amostras utilizadas 

e na própria característica do marcador, como taxas de mutação e seleção. 

O uso de marcadores moleculares para trabalhos de diversidade 

genética e estrutura populacional dos plasmódios tem sido amplamente 

utilizado para P. falciparum e mais recentemente para P. vivax (revisado em 

Brito & Ferreira, 2011). A maioria dos estudos com marcadores genéticos foi 

descrita para P. falciparum, sendo identificados mais de mil loci de 

microssatélites para esta espécie e centenas de polimorfismos de base única 

(SNPs). Poucos marcadores foram descritos para P. vivax, sendo em sua 

maioria genes ortólogos de proteínas codificadoras de antígenos já descritas 
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para P. falciparum. De modo geral, o fato de existirem poucos estudos para P. 

vivax, comparado ao P. falciparum se deve primeiramente a menor malignidade 

associada ao P. vivax, bem como a dificuldade de manutenção deste parasito 

em cultura (Golenda et al., 1997; Bruce et al., 2000; Leclerc et al., 2004; 

Ferreira et al., 2007; Furuya et al., 2014). Trabalhos desta natureza utilizando-

se parasitos simianos geneticamente próximos aos plasmódios humanos são 

ainda mais restritos. A caracterização dos haplótipos de plasmódio que 

circulam em primatas neotropicais seria crucial para determinar se os parasitos 

que circulam entre os humanos são os mesmos que circulam nos primatas, em 

um ciclo zoonótico. A caracterização de alelos específicos em diferentes 

hospedeiros traria também importantes perspectivas para a caracterização das 

infecções, principalmente para o diagnóstico específico do parasito simiano, 

ainda não disponível. 

No presente trabalho, foram utilizados 4 loci de microssatélites e as 

regiões polimórficas da MSP-1, blocos 02 e 10, descritos para P. vivax e 

padronizados por nosso grupo. Através da análise destes marcadores, foi 

possível identificar alelos de P. simium em bugios de Santa Catarina não 

identificados para P. vivax em humanos da Amazônia, principalmente para as 

regiões polimórficas da MSP-1 (blocos 02 e 10). Estes resultados foram 

confirmados pelo sequenciamento, onde foi possível caracterizar sítios 

segregantes entre as amostras de P. simium e P. vivax para o bloco 10. 

Contudo, através do sequenciamento do bloco 02 não foram encontrados 

polimorfismos entre os isolados de P. simium, o que pode ser justificado pela 

menor cobertura da região sequenciada. A região sequenciada apresentou 

elevada conservação, porém não significa que todo o bloco 02 da MSP-1 de P. 

simium seja igualmente conservado.  

Apesar da caracterização de alelos ainda não descritos para P. vivax em 

humanos, é preciso cautela na utilização destes marcadores para a 

diferenciação dos parasitos nos hospedeiros humanos e simianos. Isso ocorre, 

uma vez que não foi possível realizar o levantamento da infecção por P. vivax 

em humanos da mesma região onde os primatas foram coletados, sendo, 

portanto, precoce assumir a identificação de “novos” alelos. A caracterização 

dos alelos na população de parasitos que circula em humanos de Santa 
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Catarina seria crucial para averiguarmos se a diferença encontrada neste 

estudo não seria apenas devido à distância geográfica entre as populações de 

parasitos estudadas, simianos do sul e humanos do norte. Além disso, é 

importante incluir também amostras de macacos de outras regiões deste bioma 

para confirmar a especificidade dos marcadores para P. simium. Somente 

dessa forma será possível avaliar tais marcadores como ferramenta 

diagnóstica potencial da malária de bromélia em humanos e macacos do Novo 

Mundo. Contudo, espera-se que este trabalho pioneiro estimule a 

caracterização da diversidade genética do P. simium na Mata Atlântica, uma 

vez que trabalhos dessa natureza ainda não foram realizados. 

Em um terceiro momento, foi realizada uma análise sorológica nos 

animais deste estudo, sendo possível determinar uma alta porcentagem de 

animais com reatividade humoral contra as proteínas recombinantes PvDBPII, 

MSP119 e AMA1 (Tabela 15 e Figuras 31 e 32). A mais baixa imunogenicidade 

encontrada para PvDBP comparada a MSP-1 pode ser atribuída provavelmente 

à característica da proteína DBP, visto que é liberada somente no momento da 

invasão (teoria do just-in-time) (VanBuskirk et al., 2004). Esse fato possibilita 

ao parasito minimizar a exposição direta do ligante funcional aos anticorpos 

inibitórios, sendo, portanto, um mecanismo de escape do P. vivax ao sistema 

imune do hospedeiro. Contudo, a imunogenicidade da DBP com relação à 

MSP-119 no presente trabalho foi semelhante, o que não era esperado, já que a 

MSP-1, assim como a AMA-1 é mais imunogênica por ser exposta por mais 

tempo ao sistema imune do hospedeiro. A AMA-1, apesar de localizar-se nos 

micronemas como a DBP, é utilizada para a reorientação pelo merozoíto 

durante a invasão, o que faz com esta proteína seja mais exposta ao sistema 

imune. Além disso, a AMA-1 já foi caracterizada no esporozoíto, sendo 

necessária para a invasão do parasito também nos hepatócitos (Haghi et al., 

2012). A resposta alta para todos os antígenos sugere que a resposta em 

primatas seja diferente da resposta em humanos. A resposta de anticorpos foi 

ainda mais elevada nos animais do Mato Grosso do Sul e do Paraná, inclusive 

em primatas que nunca foram descritos como suscetíveis à malária pelo P. 

simium. Este resultado sugere que estes animais têm sido expostos à infecção 

malárica, talvez por parasitos molecularmente distintos e por isso, não 
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identificados pelos protocolos moleculares, como sugerido por Liu e 

colaboradores (2014). Entretanto, uma das limitações desta parte do estudo foi 

o fato das proteínas recombinantes utilizadas serem de P. vivax, apesar dos 

genes que codificam proteínas de invasão do P. simium apresentarem 

polimorfismos confirmados pelo sequenciamento de DNA. Além disso, o 

anticorpo secundário utilizado para os ensaios foi obtido do macaco Macaca 

mulata (um primata do Velho Mundo). No entanto, este anti-IgG é o único 

comercialmente disponível e é amplamente utilizado nos inquéritos sorológicos 

para malária simiana no Brasil e em outras partes do Mundo (Volney et al., 

2002; Duarte et al., 2006; Yamasaki et al., 2011).  

Duarte e colaboradores (2006) descreveram a ocorrência de anticorpos 

contra os plasmódios em 777 soros de macacos coletados em três diferentes 

regiões do Brasil (Cerrado-Brasília, Floresta Atlântica semidecídua-São Paulo e 

Floresta Atlântica-divisa de São Paulo e Mato Grosso do Sul), onde casos de 

malária autóctone já foram reportados. O grupo encontrou uma alta prevalência 

de anticorpos contra a CSP em todas as áreas, sugerindo o contato intenso de 

esporozoítos do parasito provenientes de anofelinos infectados na população 

de macacos. Além disso, a resposta contra formas assexuadas do parasito 

indicam o desenvolvimento da infecção malárica.  

Yamasaki e colaboradores (2011) realizaram um levantamento 

sorológico em bugios ruivos da região metropolitana de São Paulo, onde 

identificaram uma reatividade para a MSP1 de P. vivax equivalente a 42% 

(21/50), enquanto a encontrada em nossos animais de Indaial, Santa Catarina 

foi igual a 65% (36/55). O grupo avaliou também a resposta contra a proteína 

CS, encontrando para a proteína VK210 uma reatividade equivalente a 24% 

(12/50); para a VK247, 6% (3/50); para “P vivax-like” 8% (4/50); para P. 

brasilianum/P. malariae 24% (12/50) e 28%(14/50) para P. falciparum. Todos 

estes trabalhos apesar da reatividade mais baixa, quando comparado aos 

nosso resultados, concordam com nossos achados, reforçando a circulação do 

parasito através da presença de anticorpos específicos na população de 

primatas não humanos. A presença de possíveis reservatórios silvestres traz 

importantes implicações para a saúde pública (Liu et al., 2014) e as regiões de 
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resquício de Mata Atlântica deverim ser incluídas pelos órgãos públicos nos 

programas de Vigilância e Controle da malária no país. 

Nosso grupo demonstrou em um estudo anterior, que diferentes 

populações da Amazônia brasileira desenvolvem anticorpos anti-PvDBP no 

ELISA, sendo que a prevalência e os níveis de anticorpos variam em função do 

nível de exposição à doença, de forma que a frequência de respondedores foi 

maior entre indivíduos que apresentavam história de longa exposição à malária 

(>10 anos) (Cerávolo et al., 2008). 

Em outro estudo também realizado por nossa equipe, Souza-Silva e 

colaboradores (2010) analisaram o perfil de anticorpos IgG contra PvDBP e 

anticorpos inibitórios em 366 indivíduos da Amazônia e destes, 68 (18,6%) 

apresentaram anticorpos contra a PvDBP no ELISA. Além disso, 16 de 50 

indivíduos testados positivos pelo ELISA (36%) apresentaram anticorpos 

capazes de inibir a ligação DBP-DARC no ensaio de inibição. Além disso, a 

maioria dos indivíduos que apresentaram na primeira coleta anticorpos 

capazes de inibir a interação (13 de 16), quando avaliados 12 meses depois do 

teste, continuaram exibindo o mesmo padrão de inibição. 

Em um trabalho mais recente do grupo, Souza-Silva e colaboradores 

(2014), analisando a resposta de anticorpos em 620 voluntários da Amazônia 

(Rio Pardo-Amazonas), distribuídos em três coortes, observaram IgG contra a 

PvDBPII em 32% dos indivíduos e em 50% contra a PvDBPII-IV através do 

ELISA. O perfil de anticorpos da PvDBPII durante o estudo foi relativamente 

estável e não foi associado com a presença de infecção malárica. Já o perfil da 

PvDBPII-IV flutuou de acordo com a transmissão da malária na região. Os 

indíviduos respondedores para PVDBPII foram divididos em alto respondedores 

(RI>4), correspondendo a 50% dos indivíduos e baixo respondedores (RI≤4), 

70 a 85% dos indivíduos. Diante de nossos resultados, foi possível observar 

uma maior resposta contra a PvDBP (a mesma utilizada no trabalho de Souza-

Silva), sugerindo que existe uma diferença no padrão de resposta entre 

humanos e primatas. No entanto, é possível que as proteínas diferentes 

possam ter influenciado no padrão de resposta. 
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A proteína DBP tem se mostrado forte candidata a vacina contra a 

malária causada por P. vivax, por ser o principal ligante utilizado na invasão 

pelo merozoíto. A invasão pelo P. vivax no eritrócito humano é um processo 

complexo, com múltiplos passos e que envolve interações específicas entre 

ligantes do parasito e receptores no eritrócito (McHenry et al., 2010). O 

processo de internalização do P. vivax no eritrócito, depende principalmente da 

interação específica entre a proteína Duffy de P. vivax, presente nos 

micronemas, mais especificamente a região II da PvDBP, e o receptor 

eritrocítico DARC (Ntumngia et al., 2009). Portanto, o bloqueio desta ligação 

culmina na proteção contra malária por P. vivax, reforçando o potencial da 

proteína como vacina anti-malárica. Ensaios de ligação utilizando-se células 

COS7 expressando a região II da PvDBP foram primeiramente padronizados 

por Barnwell e colaboradores (1989) para ensaios de vacinas e mais 

recentemente pelo nosso grupo de pesquisa (Souza-Silva et al., 2010). A 

expressão heteróloga de PvDBP na célula COS7 é de crucial importância, uma 

vez que a espécie P. vivax é de difícil cultivo, existindo apenas poucos 

laboratórios no mundo capazes de manter a espécie em cultivo contínuo. Além 

disso, nosso grupo de pesquisa (Cerávolo et al., 2008), demonstrou que 

anticorpos de indivíduos expostos à malária são capazes de bloquear a 

interação DARC-DBP nos ensaios in vitro utilizando-se células COS7 que 

expressavam diferentes variantes da PvDBPII. Este estudo demonstrou, pela 

primeira vez, que indivíduos residentes em área endêmica instável, como a 

Amazônia, desenvolvem anticorpos bloqueadores da interação DBPII-DARC. 

Os resultados obtidos pelo grupo também demonstraram que esta resposta é 

cepa específica, assim, polimorfismos na proteína podem alterar a 

especificidade de reconhecimento dos anticorpos anti-PvDBP (Ceravolo et al., 

2009). 

A interação específica entre a PvDBPII e o antígeno DARC presente no 

eritrócitos testada em dois bugios ruivos deste estudo, nos estimulou a avaliar, 

pela primeira vez, a capacidade dos anticorpos dos bugios bloquearem a 

interação PvDBPII-DARC. Nossos resultados demonstraram que os anticorpos 

presentes nos soros de Alouatta clamitans foram capazes de bloquear a 

interação entre PvDBPII-DARC, apresentando uma correlação positiva entre o 



Discussão 
 

133 
 

índice de reatividade no ELISA e a capacidade de inibição da interação. É 

importante ressaltar que para este ensaio, uma das amostras utilizadas (BL37-

Hit) não foi testada nos protocolos de PCR no mesmo momento da coleta do 

soro. Os dados negativos de PCR são referentes à primeira coleta realizada 

um ano antes, onde foi coletado apenas o sangue do animal. O animal foi 

novamente sangrado por ter apresentado sintomas clínicos inespecíficos, como 

apatia, plaquetopenia e emagrecimento. No entanto, só conseguimos obter o 

soro deste animal, uma vez que o sangue foi utilizado para a microscopia 

óptica. No entanto, através da microscopia, não foi possível identificar o 

parasito da malária, sendo a infecção malárica descartada pelo veterinário. O 

animal evoluiu em duas semanas para cura clínica, porém, a alta reatividade no 

ELISA juntamente com o bloqueio praticamente total da interação PvDBPII-

DARC (94% de inibição), trazem fortes indícios de que o animal apresentou 

uma infecção por plasmódio não detectável pela microscopia óptica. Para todas 

as outras amostras utilizadas neste ensaio, foram obtidos o soro e o sangue no 

mesmo momento, sendo os resultados de PCR condizentes com o mesmo 

período da coleta dos soros. O fato de encontrarmos uma correlação positiva 

entre o índice de reatividade no ELISA e a inibição da ligação PvDBP-DARC, 

pode ser justificado pelo fato da infecção simiana ser crônica e não tratada, de 

forma que o contato constante com o parasito na circulação sanguínea seja 

capaz de ativar a memória imunológica e levar a produção de uma alta taxa de 

anticorpos inibitórios. 

A ligação específica demonstrada no presente trabalho entre DARC de 

Alouatta clamitans, um hospedeiro natural para P. simium, e a PvDBPII 

apontam a possibilidade de novos estudos que envolvam o uso deste modelo 

natural para testes de vacina contra o P. vivax. Avaliar uma vacina potencial 

em primatas não humanos naturalmente infectados por P. simium, um parasita 

geneticamente próximo ao P. vivax, seria ideal devido também à proximidade 

genética entre os hospedeiros (Galinski & Barnwell, 2003). Na literatura, ainda 

não havia sido explorada tal interação (DARC-PvDBP) de bugios, sendo o 

nosso trabalho inédito. O macaco Saimiri bolivinensis tem sido exaustivamente 

utilizado em ensaios de vacina contra o P. vivax, embora ensaios funcionais 

realizados por Barnwell e colaboradores (1989) tenham demonstrado que o P. 
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vivax infectando esses animais não utiliza o antígeno DARC para internalizar 

no eritrócito. Mchenry e colaboradores (2010) demonstraram que o macaco 

neotropical Aotus nancymaae seria um bom modelo para vacina vivax, pois 

apresenta forte ligação PvDBPII-DARC in vitro. No entanto, como o macaco 

Aotus não é hospedeiro natural para malária por P. simium/P. vivax, é provável 

que os resultados obtidos a partir deste modelo não sejam totalmente 

aplicáveis para humanos.  

Neste estudo, além da caracterização molecular e imunológica da 

infecção por plasmódio, também foi possível obter sequências gênicas dos 

bugios parasitados de Indaial, SC o que permitiu a realização de análises da 

diversidade genética bem como a reconstrução das relações evolutivas dos 

plasmódios. Nesta etapa, foram utilizados genes nucleares, como o 18S e 

genes que codificam proteínas utilizadas no processo de invasão (dbpII e msp-

1). Além disso, foram sequenciadas porções do gene DARC dos primatas 

infectados por plasmódio, o que pode trazer maiores esclarecimentos sobre a 

via de invasão do P. simium e sua história evolutiva entre os primatas, assim 

como demonstrado por Demogines e colaboradores (2011) e Oliveira e 

colaboradores (2012). Até o momento, não existem trabalhos que avaliem os 

polimorfismos ao longo do gene DARC na espécie naturalmente suscetível a 

infecção por plasmódio, o Alouatta clamitans. O sequenciamento de DARC de 

Alouatta permitirá uma análise evolutiva mais precisa da coevolução destas 

duas proteínas: DBP e DARC. Nossos resultados em relação à proteína DARC 

são muito preliminares, pois as regiões sequenciadas são pequenas e, 

portanto, insuficientes para conclusões mais robustas sobre a história deste 

gene e sua correlação com a dbp. No entanto, foi possível confirmar que todos 

os primatas não possuem a mutação na posição -33T>C, que caracteriza o 

DARC negativo, como já descrito na literatura (Demogines et al., 2011; Oliveira 

et al., 2012; Liu et al., 2014). Além disso, através da região denominada DARC-

1, foi possível reproduzir a filogenia dos primatas nos três grandes grupos, 

Hominidae, Primatas do Novo Mundo e Primatas do Velho Mundo. Em 

contrapartida, a região denominada DARC-2 não foi capaz de reproduzir a 

filogenia dos primatas. È válido ressaltar que a região DARC-2 é bem menor 
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que a região de DARC-1, apresentando em torno de 200 pb. A região DARC-1 

apresenta 500 pb, o que pode ter influenciado nas análises evolutivas. 

Os resultados obtidos pelo sequenciamento do DNA das amostras 

positivas para os genes amplificados permitiu estudar as relações filogenéticas 

entre P. simium e P. vivax, ainda muito discutida na literatura. O 

sequenciamento do gene 18S de amostras de macacos infectados por 

plasmódio simiano, permitiu a caracterização de um haplótipo único de P. 

simium, com alta similaridade genética com o P. vivax, vista pelo alinhamento e 

também pela reconstrução filogenética (Figura 30). Estes resultados 

concordam com outros achados na literatura com base nestes mesmos alvos, 

sugerindo que estas espécies são muito próximas do ponto de vista genético e 

evolutivo (Lal et al., 1988; Goldman et al., 1993; Escalante et al., 1995, 1998; 

Fandeur et al., 2000; Li et al., 2001; Leclerc et al., 2004; Tazi & Ayala, 2011). 

Além da concordância com os resultados da literatura, nossos dados foram 

concordantes para os diferentes genes. Contudo, genes que sofrem pressão 

seletiva tais como dbpII e msp-1 não são ideais para representar a filogenia da 

espécie, não sendo considerados bons marcadores evolutivos.  

As análises de diversidade genética para o gene da dbp agrupou os 

parasitos de primatas neotropicais em três haplótipos distintos. Nas análises 

filogenéticas utilizando-se os haplótipos de P. simium dos primatas e 19 

haplótipos de P. vivax humano, foi possível agrupar os haplótipos de P. simium 

em um clado único, em função dos três sítios segregantes conservados entre 

as espécies simianas. Porém, mesmo com alguns sítios segregantes, o P. 

simium apresentou a partir deste gene uma alta proximidade genética com 

relação ao P. vivax. Esta proximidade evolutiva elevada foi observada em todas 

as análises filogenéticas realizadas neste trabalho, o que foi confirmado pelos 

valores significativos de bootstrap na topologia das árvores filogenéticas. A alta 

identidade genética entre estes parasitos (humanos e simianos) demonstrada 

neste estudo sugere a possibilidade de uma transferência de hospedeiros entre 

humanos e macacos em um tempo evolutivo muito recente, assim como já fora 

descrito por outros autores (Escalante & Ayala; Ayala et al., 1999; Leclerc et al., 

2004; Escalante et al., 2005; Tazi & Ayala, 2011; Liu et al., 2014). 

Interessantemente, um dos polimorfismos de P. simium deste estudo nunca foi 
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descrito entre as amostras de P. vivax do mundo e apresentou alta 

conservação entre os parasitos simianos, trazendo perspectivas para a 

diferenciação espécie-específica entre o P. vivax e o P. simium, por meio de 

uma sonda exclusiva para este sítio. 

De forma geral, trabalhos que avaliaram as relações filogenéticas entre 

proteínas de invasão de P. vivax e P. simium foram realizados, porém nenhum 

deles utilizou o gene da dbp nas análises. Primeiramente, porque é um gene 

que sofre pressão seletiva, assim como msp-1, não sendo ideal para 

reconstrução da filogenia da espécie. Contudo, analisar este gene é 

interessante para entendermos a co-volução das proteínas DBP e DARC, bem 

como compreender se o mecanismo de invasão destes parasitos é semelhante. 

Além disso, todas as análises na literatura utilizando tanto genes nucleares 

quanto mitocondriais, foram baseadas em um número ainda mais restrito de 

amostras (Escalante et al., 1995; Liu et al., 2005; Tazi & Ayala, 2011), o que 

limita ainda mais as conclusões. Apesar do número ainda limitado de 

sequências de P. simium obtidas neste estudo, nosso trabalho é o primeiro a 

avaliar as relações filogenéticas entre este parasito e os demais parasitos 

humanos com um número relativamente maior de sequências. Análises de 

diversidade nucleotídica e de filogenia molecular com um número relativamente 

maior de amostras bem como o uso concomitante de diferentes genes, 

conferem maior robustez aos trabalhos. Um exemplo disso é a história 

evolutiva do P. falciparum, que foi completamente modificada após a 

caracterização e análise de oito novas sequências do parasito de chimpanzés, 

o P. reichnowi (Rich et al., 2009). 

Os polimorfismos identificados em P. simium localizados na estrutura 3-

D de P. vivax encontram-se na mesma região do parasito humano, no 

subdomínio 2 da proteína, onde está localizado o sítio que interage com o 

antígeno DARC no eritrócito. Apesar dos sítios polimórficos de P. simium terem 

sido encontrados na subunidade 2, assim com os de P. vivax, nenhum deles foi 

encontrado na porção de interação, diferente das mutações já descitas em P. 

vivax, associadas à região de interação com DARC (Souza et al., 2006, 2010). 

Portanto, uma vacina contra o P. vivax onde seria necessário incluir os 

diferentes haplótipos da PvDBP, parece não precisar da inclusão dos 
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haplótipos de P. simium, já que os polimorfismos descritos não influenciariam 

na ligação DARC-DBP.  

Através do sequenciamento da região II da proteína DBP, foi possível 

identificar polimorfismos conservados nos parasitos simianos, nunca descritos 

para a dbpII de haplótipos de P. vivax de diferentes regiões do mundo obtidos a 

partir de 511 sequências da PvDBPII. Na comparação entre as sequências de 

P. vivax e as de P. simium a diversidade nucleotídica entre as sequências, foi 

menor para P. simium quando comparada com a de P. vivax. Além disso, a 

análise da diversidade genética entre as sequências de P. simium, Sal-1 de P. 

vivax e as sequências de P. cynomolgi e P. knowlesi demonstrou que existe 

uma correlação entre a distância genética e a distância evolutiva, ou seja, à 

medida que distância evolutiva aumenta entre as espécies analisadas, a 

diversidade genética também aumenta. 

Tazi e Ayala (2011) estudaram de maneira aprofundada as relações 

filogenéticas entre os parasitos humanos geneticamente próximos dos 

parasitos que infectam primatas neotropicais (P. simium e P. vivax e entre o P. 

brasilianum e o P. malariae). Estes autores utilizaram dois genes nucleares e 

um gene mitocondrial em suas análises, sendo eles: CSP, 18S e cytb. Assim 

como em nossos resultados, os três genes deste estudo evidenciaram que o P. 

simium é geneticamente semelhante ao P. vivax, sendo o nível de polimorfismo 

encontrado para alguns dos genes estudados exatamente o mesmo descrito 

para diferentes cepas de P. vivax, o que é consistente com uma transferência 

recente de hospedeiro entre humanos e primatas neotropicais. Através de 

nossos achados acerca da diversidade genética da DBPII, onde a variabilidade 

de P. simium comparada a de P. vivax foi menor, é possível concluir que o 

parasito simiano originou-se do P. vivax humano em um processo de 

transferência lateral de hospedeiros (no sentido homem-macaco), como 

descrito por outros autores (Liu et al., 2014), devido ao menor acúmulo de 

mutações em P. simium. 

  Todos os nossos achados contribuem para um conhecimento 

mais aprofundado acerca da malária simiana no Brasil e reforçam a 

possibilidade de circulação dos parasitos simianos entre a população humana, 
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tendo como reservatórios da doença os macacos infectados nessas regiões de 

resquício de Mata Atlântica do país. Estas evidências epidemiológicas reforçam 

ainda a necessidade de maiores estudos da malária de Mata Atlântica, bem 

como uma discussão mais ampla a respeito do controle da doença no país, de 

forma que inclua este bioma, investigando principalmente a participação dos 

reservatórios silvestres naturalmente infectados na manutenção dos casos 

autóctones dessas áreas. 
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7 CONCLUSÕES 

• No estado de Santa Catarina foi possível observar infecção malárica em 

35% dos animais de vida livre e em 4% dos animais de cativeiro. Nos 

animais de vida livre do Paraná e Mato Grosso do Sul, não foi possível 

identificar animais positivos por diferentes métodos de diagnóstico 

molecular. 

 

• Em todos os estados estudados (SC, PR e MS) foi possível identificar 

por meio do ELISA, uma reatividade alta para as proteínas 

recombinantes PvDBP, PvMSP-119 e PvAMA-1, sugerindo uma 

estimulação antigênica nos primatas estudados. 

 

• A análise de microssatélites identificou alelos novos e exclusivos para 

cada hospedeiro principalmente utilizando-se a PvMSP-1 blocos 02 e 

10. 

 

• A interação específica demonstrada no ensaio de citoaderência com 

amostras de sangue de bugios ruivos sugere que o parasito P. simium 

deve possuir uma proteína ortóloga a PvDBP que interage com receptor 

DARC, podendo dessa forma, compartilhar a mesma via de invasão no 

reticulócito do hospedeiro vertebrado que o P. vivax em humanos 

 

• Os anticorpos de bugios foram capazes de bloquear a interação PvDBP-

DARC, existindo uma correlação positiva entre reatividade no ELISA e a 

presença de anticorpos bloqueadores. 

 

• Através dos genes DBP, MSP-1 e 18S foi possível identificar uma 

grande proximidade genética entre o P. simium e o P. vivax. 
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• O polimorfismo exclusivo na PsDBPII e altamente conservado entre 

todos os primatas infectados traz perspectivas para o diagnóstico 

específico por meio de uma sonda espécie específica para este SNP. 
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8 ANEXOS 

8.1 ANEXO I 
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8.2 ANEXO II 
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8.3 ANEXO III 
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8.4 ANEXO IV 
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8.5 ANEXO V 

Haplótipos de diferentes regiões do mundo da Duffy Binding Protein de P. vivax utilizados 

nas análises in silico da DBP. 

 

Haplótipos 
(n1) 

Código da sequência2 
(n° de acesso) 

Regiões das sequências3 

H1 (59) AC141 (EU812840.1) Brasil (1), Siri Lanka (23), Tailândia (2), Índia (33). 

H2 (50) AC248 (EU812841.1) Brasil (12), Siri Lanka (4), Índia (12), Irã (2), Papua Nova Guiné 
(20). 

H3 (20) AC250 (EU812842.1) Brasil (7), Papua Nova Guiné (5), Tailândia (4), Índia (4). 
H4 (4) AC265 (EU812844.1) Brasil (4). 
H5 (20) AC267 (EU812845.1) Brasil (10), Colômbia (1), Irã (2), Coréia (4), Coréia do Sul (1), Siri 

Lanka (1), Tailândia (1). 
H6 (17) AC312 (EU812849.1) Brasil (7), Colombia (1), Siri Lanka (1), Tailândia (2), Índia (6). 
H7 (6) AC425 (EU812861.1) Brasil (4), Siri Lanka (1), Índia (1). 
H8 (18) AP14 (EU812869.1) Brasil (14), Irã (2), Índia (2). 
H9 (39) AP25 (EU812874.1) Brasil (15), Siri Lanka (17), Tailândia (1), Índia (5), Irã (1). 
H10 (4) MT11 (EU812898.1) Brasil (1), Siri Lanka (1), Tailândia (1), Índia (1). 
H11 (25) MT120 (EU812915.1) Brasil (5), Irã (2), Siri Lanka (10), Tailândia (2), Índia (6). 
H12 (7) PA05 (EU812927.1) Brasil (3), Papua Nova Guiné (4). 
H13 (9) RO17991 (EU812954.1) Brasil (1), Siri Lanka (5), Índia (2), Irã (1). 
H14 (4) KOR97-13 (AF220662) Tailândia (1), Coréia do Sul (3). 
H15 (16) PNGw152; (AF289650) Papua Nova Guiné (16). 
H16 (4) PNGw168 (AF289649) Papua Nova Guiné (4). 
H17 (10) SLKASA185 (GU143965) Siri Lanka (10). 
H18 (18) SLKKTPV022 (GU143986) Siri Lanka (7), Índia (11). 
H19 (12) THAI 65 (EF379128) Índia (2), Tailândia (1), Papua Nova Guiné (9). 

1: total de sequências agrupadas neste haplótipo. 
2:sequência representativa do haplótipo utilizada nas análises.  
3:regiões das sequências agrupadas neste haplótipo. 
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8.6 ANEXO VI 

Espécies utilizadas nas análises in silico de DARC-1 e seus respectivos números de acesso no 

GenBank. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espécie de primata  Número de acesso das sequências 
Homo sapiens H3423 
Gorilla gorila HQ285843.1 
Saimiri sciureus HQ285857.1 
Saimiri sciureus JN544138.2 
Saimiri ustus HQ285856.1 
Cebus paella HQ285855.1 
Cercopitheus mitis HQ285846.1 
Mandrillus shinx: HQ285854.1 
Mandrilus leucophaeus HQ285853.1 
Cercobeus torquatus HQ285845.1 
Cercocebus galeritus HQ285844.1 
Lophocebus aterrimus HQ285847.1 
Macaca mulata AF311921.1 
Macaca fascicularis HQ285848.1 
Macaca nemestrina HQ285850.1 
Macaca thibetana HQ285852.1 
Macaca nigra  HQ285851.1 
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8.7 ANEXO VII 

Espécies utilizadas nas análises in silico de DARC-2 e seus respectivos números de acesso no 

GenBank. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espécie de primata  Número de acesso das sequências 
Homo sapiens H3423 
Gorilla gorila HQ285843.1 
Callithrix sp.: AF311915.1 
Cllithrix jucchus isolate 17036 GU219520.1 
Saguinus midas isolate 549521 GU219523.1 
Saguinus imperator AF311916.1 
Callicebus cupreus JN544139.2 
Saimiri ustus HQ285856.1 
Saimiri sciureus JN544138.2 
Saimiri boliviensis AF311918.1 
Cebus apela AF311919.1 
Pithecia pithecia isolate pr239 GU219527.1 
Chiropotes satanas isolate 549519 GU219522.1 
Atelles geoffroyi isolate pr133 GU219525.1 
Macaca thibetana HQ285852.1 
Macaca mulata AF311921.1 
Mandrillus shinx HQ285854.1 
Macaca fascicularis HQ285848.1 
Cercobeus torquatus HQ285845.1 
Macaca nemestrina HQ285850.1 
Mandrilus leucophaeus HQ285853.1 
Macaca nigra HQ285851.1 
Cercopitheus mono isolate 166 GU219517.1 
Cercopitheus mitis HQ285846.1 
Cercopitheus wolfi JN544124.2 
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8.8 ANEXO VIII 

Espécies utilizadas nas análises in silico da MSP-1, blocos 2 e 10, P. cynomolgi e P. knowlesi, 

bem como dos 15 haplótipos de P. vivax e respectivos números de acesso no GenBank. 

 

 

Nome Quantidade de sequências Número de acesso das sequências 
P. cynomolgi 1 PCYB 073770 
P. knowlesi  1 PKH 072850 
H1 2 gi|26985113|gb|AF435 

gi|26985083|gb|AF435 
H2 1 gi|26985105|gb|AF435; 
H3 1 gi|26985137|gb|AF435 
H4 1 gi|26985159|gb|AF435 
H5 1 gi|26985109|gb|AF435 
H6 1 gi|26985089|gb|AF435 
H7 3 gi|26985129|gb|AF435 

gi|26985123|gb|AF435  
gi|26985121|gb|AF435 

H8 1 gi|26985127|gb|AF435 
H9 1 gi|26985111|gb|AF435 
H10 19 gi|313848965|dbj|AB5 

gi|313848963|dbj|AB5 
gi|313848961|dbj|AB5 
gi|313848959|dbj|AB5 
gi|313848945|dbj|AB5 
gi|313848939|dbj|AB5 
gi|313848935|dbj|AB5 
gi|313848931|dbj|AB5 
gi|313848929|dbj|AB5 
gi|313848927|dbj|AB5 
gi|313848925|dbj|AB5 
gi|313848923|dbj|AB5 
gi|313848921|dbj|AB5 
gi|313848919|dbj|AB5 
gi|313848917|dbj|AB5 
gi|313848915|dbj|AB5 
gi|313848911|dbj|AB5 
gi|313848909|dbj|AB5 
gi|313848907|dbj|AB5 

H11 1 gi|26985085|gb|AF435 
H12 1 gi|307000628|gb|HQ17 
H13 1 gi|307000626|gb|HQ17 
H14 1 307000624|gb|HQ17 
H15 4 gi|307000620|gb|HQ17 

gi|26985157|gb|AF435 
gi|26985153|gb|AF435 
gi|26985151|gb|AF435 
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8.9 ANEXO IX 

Espécies utilizadas nas análises in silico do gene 18S e seus respectivos números de acesso 

no GenBank. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nome Isolados Número de acesso das sequências 
P. falciparum - JQ627150.1 
P. brasilianum - KC906730.1 
P. malariae - GU815531.1 
P. ovale  - KF018663.1 
P. vivax Isolado D5 HQ283223 
 Isolado H15 HQ283225 
 Isolado H120 HQ283226 
 Isolado SV4 JQ627156 
 Isolado SV5 JQ627157 
 Isolado SV3: JQ627155 
 Isolado SV2 JQ627154 
 Isolado SV6 JQ627158 
 Isolado Belém AY579418 
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8.10 ANEXO X 
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8. 11 ANEXO XI 

Carta de Aceite da publicação 

De: memorias.artigo@ioc.fiocruz.br 
Data: 24/05/2014 09:29:33 
Para: cristiana@cpqrr.fiocruz.br 
Cc: memorias@fiocruz.br  
Assunto: MIOC-2013-0578.R1 Accept Submission 
  
24-May-2014 
 Dear Dr. Brito: 
  
We are pleased to inform you that submission manuscript entitled "Plasmodium 
simium/P. vivax infections in southern brown howler monkeys from Atlantic Forest" 
received favorable comments from the Editorial Board of  the Memórias do Instituto 
Oswaldo Cruz. 
 The final acceptance of your manuscript depends on its adequacy to the Memorias 
documents. Please check the following: 
 Please find attached the Creative Common License and Affidavit forms. The affidavit 
form must be signed by each author. Authors from different countries or institutions 
may sign in separate sheets containing the same basic statement (which may be sent 
by e-mail to memorias@fiocruz.br) The Creative Common License form must be 
signed and returned by the corresponding author. Please usememorias@fiocruz.br and 
send by e-mail within 10 days. 
 Please inform if any of the images have been previous published in a Journal. 
 If you have a colour photograph (10 cm x 10 cm) that illustrates as aspect of the 
present manuscript and would like to submit it for consideration to illustrate the cover, 
please include it when you send the signed forms of this manuscript. 
1. TIFF file format 
2. 600 dpi 
3. Size up to 4Mb 
 Thank you for your fine contribution.  On behalf of the Editors of the Memórias do 
Instituto Oswaldo Cruz, we look forward to your continued contributions to the Journal. 
 Sincerely, 
Prof. Ricardo Lourenço de Oliveira 
Handling Editor 
Memórias do Instituto Oswaldo Cruz 
memorias@fiocruz.br 
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8.12 ANEXO XII 

Short communication 

Running title: P.simium/P.vivax infected howler monkeys 

 

Plasmodium simium/P. vivax infections in southern brown 
howler monkeys from Atlantic Forest 
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Blood-infection by the simian parasite, Plasmodium simium, was identified in 

captive (n= 45, 4.4%) and in wild Alouatta clamitans monkeys (n= 20, 35%) from the 

Atlantic forest, Southern Brazil.  A single malaria infection was symptomatic and the 

monkey presents clinical and hematological alterations. High frequency of P.vivax-

specific antibodies was detected among these monkeys, with 87% of positivity against 

P. vivax antigens. These findings highlight the possibility of malaria as a zoonosis in the 

remaining Atlantic Forest, and its impact on the epidemiology of the disease. 

 

Key words: Simian Malaria - Plasmodium simium - New World monkey. 
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Plasmodium infections have been identified in New World monkeys caused by 

Plasmodium brasilianum or Plasmodium simium. P. brasilianum naturally infects 

several species of monkeys from a large geographical distribution in Latin America and 

seems to be identical to P. malariae, a human malaria parasite (Coatney 1971, Cochrane 

et al. 1985, Leclerc et al. 2004). In a similar way, P. simium, restricted to the Atlantic 

Forest regions, is indistinguishable from the human parasite P. vivax (Collins et al. 

1969, Deane 1988). P. simium was first identified by Fonseca (1951) in a monkey from 

São Paulo, Brazil and was described naturally infecting only three species, Alouatta 

caraya (black howler monkey), Alouatta clamitans (southern brown howler monkey) 

and Brachytelles arachnoides (woolly spider monkey) (Deane et al. 1966, 1968). 

Malaria in monkeys has been reported in the remaining Atlantic Forest in Southern and 

Southeastern Brazil, where autochthonous human malaria cases have described (Deane 

1992, Yamasaki et al. 2011, Wanderley et al. 1994, Curado et al. 1997, 2006, Cerutti et 

al. 2007). In these regions, Anopheles (Kerteszia) cruzii and Anopheles (K.) bellator are 

incriminated as the local vectors (Deane et al. 1966, Marrelli et al. 2007). In this 

manuscript, we describe the prevalence of Plasmodium infection and levels of 

antibodies against P. vivax antigens among wild and captive monkeys from Atlantic 

Forest in the South of Brazil (Indaial city, Santa Catarina). 

 A total of 65 southern brown howler monkeys were studied, 20 wild and 45 

captive monkeys from Center for Biological Research (CEPESBI - IBAMA 

Registration No. 1/42/98/000708-90, Indaial, SC). The wild animals were captured in 

the Geisler Mountain in Indaial, or attended at veterinary hospital in Blumenau victims 

of electrical shock or running over. This study was approved by the ethical use of 

animals in research at the Regional University of Blumenau (protocol no. 28953-1 
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2011). A preliminary survey identified 4 out 13 monkeys with suggestive forms of 

Plasmodium (Table and Supplementary data). Molecular diagnosis using Nested-PCR 

(Snounou et al. 1993) and Real-time PCR (Mangold et al. 2005) for identification of 

human species of plasmodia confirmed P. vivax/P. simium infection (Figure 1) in 2 

(4.4%) captive and 7 (35%) wild monkeys (average 13.8%) (Table). The prevalence for 

wild A. clamitans monkeys is much higher than previously reported for São Paulo state 

(5.6%, Duarte et al. 2008). In Santa Catarina, infection of A. clamitans has been caused 

by P. brasilianum and P. simium in almost similar rates, around 10% (Deane et al. 

1992). Here, we identified higher prevalence rate of P. simium infection, however, none 

infection by P. brasilianum was identified among surveyed monkeys. The identification 

of P. malariae infection by PCR might be hampered by polymorphisms in SSU rRNA 

gene, leading to underestimate its prevalence (Liu et al. 1998). 

One out of 45 captive monkeys (named BL10) with positive microscopy showed 

suggestive malaria symptoms, including inappetence, weakness, apathy, intermittent 

muscle tremors, dry and pale mucous membranes, mild dehydration, loss of muscle 

mass and body weight. This animal showed several hematological and biochemistry 

alterations, mainly severe thrombocytopenia, anemia and serum uremia (supplementary 

data). P. vivax/P. simium infection was confirmed by PCR-based techniques (Figure 

S1). This animal was treated with sulphamethoxazole/trimethoprim (23mg/kg). 

Since chronic asymptomatic infections, with very low levels of parasitemia, 

could be present in that area, we evaluated the prevalence of ELISA-detected antibodies 

against P. vivax antigens (PvDBPII, PvMSP-119 and PvAMA-1, the last two antigens 

were kindly provided by Dr. Irene Soares from USP) according to Kano et al. 2010 

using anti-IgG of Macaca mulatta as secondary antibodies (Sigma-Aldrich). The results 

confirmed high frequencies (ranging from 64 to 83% for each antigen and 87% for any 
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antigen) of P.vivax-specific antibodies (Figure 2), however, at low levels, which 

confirmed chronic simian malaria infection in this area.  Similar serological results were 

previously described in monkeys from São Paulo state by using an ELISA with P.vivax 

circumsporozoite peptides (Duarte et al. 2006).  

Taken together, our results confirmed high prevalence of simian malaria in 

southern brown howler monkeys from the Atlantic Forest remaining, suggesting that 

malaria has the potential to be a public health problem due to closely contact between 

humans and monkeys in these regions. These findings highlight the possibility of 

malaria as a zoonosis in specific geographic regions and its might impact the 

epidemiology of the disease. 
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TABLE  

Prevalence of Plasmodium vivax/Plasmodium simium infection in captive and wild 

Alouatta clamitans from Indaial, SC 

Origin of 

samples 

Microscopy 

(n=13)a 

 Nested PCR 

(n=65) 

 Real-time PCR 

(n=65) 

 Total 

(n=65) 

Pos Neg  Posb Neg  Posb Neg  Pos Neg 

Captive (n=45)a 01 09  02 43  02 43  02 (4.4%) 43  

Wild (n=20)a 03 0  07 13  07 13  07 (35%) 13 

Total (n=65)a 04 09  09 56  09 56  09 (13.8%) 56  

a The number of samples which have thin blood smears analyzed by microcopy were 13 

(10 captive and 03 wild monkeys).  b Pos – positive samples, all of them for P. vivax/P. 

simium. Neg – Negative samples. 
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Figures legends 

Fig. 1: Real-time (Mangold et al. 2005) results showing dissociation curve of human 
Plasmodium species positive controls, and samples of 4 P. simium infected monkeys: 
wild - BL4, BL5 and captive - BL10 (symptomatic) and BL28. 

Fig. 2: Frequencies of IgG antibodies among Alouatta clamitans monkeys against 
P.vivax antigens: 19kDa fragment of merozoite surface antigen 1 (MSP-119), domain II 
of Duffy binding protein (DBPII), and apical membrane antigen 1 (AMA-1). Negative: 
OD492nm<cut off; Low responders: cut off <OD492nm<0.3; High responders: 
OD492nm>0.3. Numbers above the plots indicated the percentage of positive monkeys 
(low and high responders). Cut-off: mean OD492nm of negative controls (monkeys non-
exposed to infection) + 3 SDs. 

 

Fig 1. 

 

Fig. 2 
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8.13 ANEXO XIII 
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