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RESUMO

Figueiredo, T.C.C. A infeccdo natural por plasmodios na Mata Atlantica- Revisdo
Bibliografica.2021. Trabalho de Conclusdo de Curso (Especialista em Vigilancia e Controle de
Hospedeiros Intermediarios) - Centro de Formacgdo de Recursos Humanos para SUS/SP;
SUCEN, Séo Paulo.

Introducéo: A maléria é considerada uma doenca infecciosa ndo contagiosa e de transmissao
vetorial, apenas cinco espécies causam malaria no ser humano: Plasmodium vivax, Plasmodium
falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi, sendo o vetor
mosquito do género Anopheles. Na regido da Mata Atlantica o principal vetor € o Anopheles do
subgénero Kerteszia, em especial Anopheles (Kerteszia) cruzii e Anopheles (Kerteszia)
bellator, que s@o os principais vetores da malaria humana e simia na Mata Atlantica. Objetivo:
Realizar uma revisao bibliogréfica e atualizacao sobre a detec¢édo por plasmodios em anofelinos
na Mata Atlantica e conhecer técnicas de Biologia Molecular aplicadas ao tema. Métodos: Para
a realizacdo da revisdo bibliografica, foram realizadas buscas nas seguintes bases de dados:
Scielo, PubMed, Ministério da Saude, BVS, entre outros, com as seguintes palavras chaves
Malaria, Anopheles, Plasmodium, Mata Atlantica, vetor. Nas praticas laboratoriais foram
realizadas: Extracdo de DNA de anofelinos (kit Quiagen), técnica de PCR em tempo real
(TagMan 18S rRNA) e PCR convencional (Cyt b) para detecgdo de plasmodios. Resultados:
Foram analisados 45 artigos sobre o tema e no treinamento das técnicas foram realizadas
extragOes de DNA de 60 pools de fémeas de anofelinos da regido de Parelheiros (pesquisa
coordenada pela Dra. Ana Maria R. de C. Duarte, FAPESP 2014/10.919-4) e realizadas as
reacdes de PCR para a deteccdo de plasmddio. Discusséo: Foi observado que na regido de Mata
Atlantica as taxas de infeccdo dos anofelinos variam nos diferentes estudos, sendo em alguns
locais é maior do que em outros, contudo mais estudos deverdo ser feitos para uma melhor
compreensdo da dindmica de transmissdo nos vetores no bioma Mata Atlantica. O principal
vetor o An. cruzii, mas foi foram encontrados vetores secundarios positivos para P. vivax e P.
malariae, como An. strodei, e An. triannulatus, sugerindo que em areas de borda de floresta,
com maior atividade antrdpica, esses vetores potencialmente tenham um papel na transmisséo,
inclusive considerando a circulacdo de outras espécies de plasmodio, como de P. falciparum.
Conclusao: Os estudos analisados apontaram que a taxa de infe¢do de mosquitos é variavel nos
anofelinos na Mata Atlantica de acordo com a localizacdo geografica e existem muitas lacunas
nos conhecimentos da dindmica de transmissdo envolvendo portadores assintomaticos humanos

e/ou reservatdrios simios, portanto é de suma importancia continuar os estudos na regido e



adotar novas técnicas quer permitam realizar a analise dos vetores infectados. A adocdo da PCR
em tempo real seria ideal, por apresentar maior sensibilidade e rapidez, entretanto € uma técnica
com custos ainda muito elevados e deve ser avaliada para ser aplicada em atividades de
Vigilancia.

Palavras-chave: Malaria, Plasmodium, Anopheles, vetor, Reacdo de cadeia da polimerase.



ABSTRACT

Figueiredo, T.C.C. Natural infection by plasmodia in the Atlantic Forest - Bibliographic
Review.2021. Course Conclusion Paper (Specialist in Surveillance and Control of Intermediate
Hosts) - Human Resources Training Center for SUS / SP; SUCEN, Sao Paulo.

Introduction: Malaria is considered a non-contagious and vector-borne infectious disease, only
five species cause malaria in humans: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium
malariae, Plasmodium ovale and Plasmodium knowlesi, being the vector mosquito of the genus
Anopheles. In the Atlantic Forest biome, the main vector is anophelines of subgenus Kerteszia,
especially Anopheles (Kerteszia) cruzii and Anopheles (Kerteszia) bellator, which are the main
vectors of human and simian malaria in the Atlantic Forest. Objective: To carry out a
bibliographic review and update on the detection by Plasmodium in anopheles in the Atlantic
Forest biome and to know Molecular Biology techniques applied to the theme. Methods: To
carry out the bibliographic review, searches were carried out in the following databases: Scielo,
PubMed, Ministry of Health, VHL, among others, with the following keywords Malaria,
Anopheles, Plasmodium, Mata Atlantica, vector. In laboratory practices, the following were
performed: DNA extraction from anopheles (Quiagen Kkit), real-time PCR technique (TagMan
18S rRNA) and conventional PCR (Cyt b) to detect plasmodia. Results: 45 articles on the
subject were analyzed and in the training of the techniques, DNA extractions were performed
from 60 pools of female anopheles in the Parelheiros region (research coordinated by Dr. Ana
Maria R. de C. Duarte, FAPESP 2014/10.919- 4) and performed the PCR reactions for the
detection of plasmodium. Discussion: It was observed that in the Atlantic Forest region,
anopheline infection rates vary in different studies, in some places it is higher than in others,
however more studies should be done to better understand the transmission dynamics in vectors
in the Atlantic forest biome. The main vector is An. cruzii, but secondary vectors were found
positive for P. vivax and P. malariae, such as An. strodei, and An. triannulatus, suggesting that
in forest edge areas, with greater anthropic activity, these vectors potentially have a role in
transmission, including considering the circulation of other species of Plasmodium, such as P.
falciparum. Conclusion: The studies analyzed pointed out that the mosquito infection rate is
variable in the Anopheles in the Atlantic Forest according to the geographic location and there
are many gaps in the knowledge of the transmission dynamics involving asymptomatic human
carriers and/or simian reservoirs, therefore, it is very important to continue studies in the
Atlantic Forest and adopt new techniques that will allow the analysis of infected vectors to be

carried out. The adoption of PCR in real time would be ideal, as it presents greater sensitivity



and speed, however it is a technique with very high costs and must be evaluated to be applied

in Surveillance activities.

Keywords: Malaria, Plasmodium, Anopheles, vector, Polymerase chain reaction.
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I Introducéo
1.1 Aspectos gerais malaria: doenca e dados epidemiolégicos no Mundo e Brasil.

A maléria é considerada uma doencga infecciosa ndo contagiosa e de transmisséo vetorial. S&o
cinco espécies que causam a malaria nos seres humanos: Plasmodium vivax, Plasmodium
falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi, sendo o vetor

mosquito do género Anopheles (Amaral et al., 2019).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 228 milhGes de novos casos da
doenca foram notificados no mundo em 2018, além da ocorréncia de mais de 405 mil Gbitos

por malaria (Ministério da Saude,2019).

No Brasil, a regido Amazénica concentra 99% dos casos de malaria no pais (Amaral et al,2019).
A exemplo, no ano de 2010 em Ronddnia ocorreram 42.761 casos de malaria, o que corresponde
a 13,1% do total de casos registrados no pais no mesmo ano. O P. vivax foi 0 mais prevalente
na regido, com cerca de 89% dos casos e o P.falciparum com cerca de 10,1% dos casos e menos

de 1% por infeccdo mista. (Simdes et al., 2014).

Segundo o Ministério da Saude, entre os anos de 2007 e 2016 o nimero de casos de malaria
diminuiu, porém depois de quase 10 anos, em 2017 o nimero de casos de malaria aumentou
cerca de 53% em relacdo a 2016. No ano de 2018 o Brasil apresentou cerca de 194.513 casos

notificados de malaria (Amaral et al, 2019).

Em areas fora a regido Amazobnica, mais de 80% dos casos registrados sdo importados de
estados pertencentes a area endémica, contudo existe a transmissdo residual da malaria em
estados de regides extra-Amazonica, principalmente em areas de Mata Atlantica no Sudeste
(Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo) (Ministério da Satde,2019).Segundo
o0 CVE (Centro de Vigilancia Epidemioldgica), no estado de Sdo Paulo obteve os seguintes
nameros de casos entre 0s anos de 2018 a 2020 (CVE,2020) (Tabela 1).



Tabela 1. Distribui¢do do nimero de casos autoctones de maléria no Estado de Sdo Paulo.

Distribuicdo do nimero de Casos Autdctones de Malaria segundo Municipio Provavel de
Infeccdo e Ano de Sintomas - Estado de S3o Paulo - 2018 a 2020%*.

Municipioc Provavel de 2018* 2019 2020
Infecgdo n® de casos %, n® de casos % n® de casos %
Bertioga 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Biritiba-Mirim 1 11,1 1] 0,0 1] 0,0
Cananeia 0 0,0 1 7.7 (1] 0,0
Caraguatatuba 1 11,1 2 15,4 0 0,0
Eldorado 0 0,0 0] 0,0 ] 0,0
Iporanga 0 0,0 1 7.7 1 20,0
Juguitiba 1 11,1 (4] 0.0 0 0,0
Miracatu 0 0,0 2 15.4 0 0.0
Mongagua 0 0,0 0 0,0 1 20,0
Natividade da Serra 1 11,1 3 231 0 0.0
Paraibuna 0 0,0 i 7.7 ] 0,0
Salesopolis 1 11,1 0 0.0 0 0,0
Sao Paulo (4] 0,0 1 7.7 0 0.0
Sao0 Sebastio 4 44 4 2 154 3 60,0
Ubatuba 0 0,0 0] 0,0 0] 0,0
Total 9 100,0 13 100,0 5 100,0

*dados provisorios - atualizados em 19/08/2020
Fonte: SINANNET/Divisao de Zoonoses - CVE

1.2 O ciclo de vida do plasmodio

O ciclo de vida do plasmédio apresenta uma fase assexuada no hospedeiro humano e uma fase
sexuada no mosquito. A infeccdo comeca quando a fémea do mosquito Anopheles pica o
hospedeiro humano e através das suas glandulas salivares introduz esporozoitos (formas
infectantes), que circulam pela corrente sanguinea e em pouco tempo invadem as células
hepéticas. Multiplicam-se de forma assexuada nos hepatécitos em um processo chamado
esquizogonia, no qual o nucleo se divide varias vezes, dando origem a uma forma
multinucleada, essa é a esquizogonia pré — eritrocitica e dura de 6 a 16 dias ap0s a inoculagéo.
Quando o esquizonte se rompe sdo liberados merozoitos, que circulam na corrente sanguinea

dando origem a um novo ciclo reprodutivo no homem (Nogueira & Rosério, 2010).

Logo apos a replicacdo inicial nas células hepaticas os parasitas se multiplicam assexuadamente
no interior dos eritrocitos (hemécias), denominada como esquizogonia eritrocitaria. Esses
esquizontes ao se fragmentarem rompem as hemacias e 0s merozoitos sao liberados na corrente
sanguinea. Durante esse periodo alguns merozoitos rompem as hemécias jovens e se
diferenciam para originar gametdécitos, que poderao ser ingeridos por uma fémea de anofelino

ao se alimentar, dando inicio reproducdo sexuada. (Henrique & Santos, 2016).



No ciclo sexuado do parasita (microgametocitos macho e macrogametécitos fémea), séo
ingeridos pelo mosquito fémea durante o repasto sanguineo. Quando se encontram dentro do
estdbmago da fémea, 0 microgameta penetra nos macrogametas originando o zigoto. Esses
zigotos se tornam maveis e alongados passando a serem designados como oocinetos, a partir
desse momento os oocinetos poderdo invadir a parede do estbmago do mosquito e se
diferenciaram em oocistos. Os oocistos se desenvolvem, rompem as células e liberam
esporozoitos, que circulam pela hemolinfa até atingirem as glandulas salivares do mosquito,

iniciando o ciclo de vida da malaria novamente (Henrique & Santos, 2016).

1.3 A malaria humana na Mata Atlantica

A maléria na Mata Atlantica envolve a ocorréncia de poucos casos registrados, que em sua
maioria sdo assintomaticos, com baixa parasitemias. O diagndstico da doenga é feito através do
exame de gota espessa e na maioria das vezes o agente etiolégico identificado
morfologicamente é o P. vivax, mas se sabe que o P. malariae, circula também nas areas de
Mata Atlantica e que os casos sdo subnotificados, pois esse parasito sé € diferenciado por meio
de leitura de ldmina de esfregaco, e esse método ndo é utilizado no programa de controle da
doenca. (Curado et al. 1997).

Estudos soro-epidemioldgicos apontaram a presenca de anticorpos contra forma infectante e
sanguinea em individuos em moram na regido da Mata Atlantica paulista (Vale do Ribeira,
Litoral Norte e Sul) e nas areas montanhosas do Espirito Santo sugerindo contato com
anofelinos infectados de modo a evidenciar um ciclo silencioso de transmissdo da doenca.
(Curado et al;2006; Alencar et al;2018).
Estudos realizados na regido da Serra do Mar, mostraram que fémeas de anofelinos estavam
infectadas e circulavam, mesmo na auséncia de casos registrados da doenca, sugerindo a
ocorréncia de reservatorios humanos assintomaticos e/ou reservatorios simios que podem
sustentar a transmissdo da malaria autoctone (Duarte et al., 2013).
No Novo Mundo ocorrem dois plasmodios simios que apresentam caracteristicas morfoldgicas,
fisiologicas e genéticas que os tornam similares ou indistinguiveis. O Plasmodium simium que
infecta macacos em areas de Mata Atlantica restritas ao sudeste e sul do Brasil e possui
similaridades morfologicas e moleculares com P. vivax (Deane, 1992; Duarte et al., 2008). Este
parasita possivelmente surgiu em primatas ndo humanos da Mata Atlantica apds a introducgéo
de P. vivax, e mais recentemente foi descrito como causador de surtos zoondticos em
comunidades humanas (Brasil et al., 2017). O Plasmodium brasilianum, que infecta macacos
3



do Novo Mundo em todo América Central e América do Sul também foram implicadas como
parasitas zoonoticos. No entanto, P. brasilianum e o P. malariae sdo morfologicamente,
biologicamente e geneticamente quase idénticos, sugerindo que eles séo membros da mesma
espécie de Plasmodium (Lalremruata et al., 2015)

Por esse motivo existe a possibilidade que em &reas onde ocorre a doencga simultaneamente em
humanos e simios, a malaria se comporte como uma zoonose (Deane, 1992; Yamasaki et al,
2011).

1.4 Os vetores na Mata Atlantica

O mosquito Anopheles darlingi é considerado o principal vetor da malaria no Brasil,
apresentando comportamento antropofilico e endofagico, e suas larvas se desenvolvem em

colegdes de aguas, como remansos de rios e cursos d’agua de porte variavel (Forattini, 2002;

Barbosa et al., 2013).

Contudo, ocorre um ciclo de transmissdo peculiar nas areas de Mata Atlantica no Sul e Sudeste
do Brasil, por conta da presenca de bromélias, nas quais a &gua acumulada nos verticilios serve
de habitat para as fases larvarias do mosquito Anopheles do subgénero Kerteszia, em especial
Anopheles (Kerteszia) cruzii e Anopheles (Kerteszia) bellator, que séo os principais vetores da
malaria humana e simia na Mata Atlantica (Deane et al., 1970; Gadelha, 1994; Marrelli et al,
2007).

O Anopheles cruzii € um mosquito acrodendofilico, mas dependendo da localizacdo geografica
na Mata Atlantica, pode se alimentar tanto no nivel da copa das arvores, quanto no nivel do solo
(dispersao vertical), com isso esse vetor tem papel importante na transmissao malaria autoctone
nas areas de vale e nas montanhas do Sudeste, pois pode picar o ser humano e primatas ndo

humanos com a mesma frequéncia (Deane et al., 1984; Deane, 1992; Pina-Costa et al,2014).

A fémeas do subgénero Kerteszia se alimentam de sangue continuamente durante o dia,
principalmente dentro de florestas Umidas. De acordo com Forattini et al. (1986), dois picos de
atividade podem ser identificados, um pico alto associado ao p6r do sol e um pico secundario
associado ao nascer do sol, enquanto que Tubaki et al. (1993) descreveram um pico noturno de

atividade para An. cruzii em Peruibe, estado de Sdo Paulo.



A malaria-bromélia foi um sério problema de satde publica em Brasil durante o século XIX e
primeira metade de século XX (Gadelha, 1994). O contato proximo entre humanos e a Mata
Atlantica levaram a ampla exposicao as picadas de mosquito e transmissdo da malaria-bromélia
durante esses periodos. Contudo, o desmatamento causado pelo homem dizimou essas plantas
e, assim, reduziu drasticamente o nimero de mosquitos deste subgénero. Isso foi observado por
Forattini et al. (1986) no Vale do Ribeira, SP, quando compararam as faunas da floresta
primitiva com area de transicdo e ambientes com altera¢cBes antropicas na mesma regido.
Medidas de controle implementadas na década de 1940, que incluiu desmatamento e eliminagéo
de bromélias, junto com o uso de inseticidas quimicos e drogas antimalaricas, resultou em uma
diminuicao significativa no nimero de casos de malaria na regido da Mata Atlantica (Marrelli
et al., 2007).

1.5 A deteccéo de plasmddios em vetores anofelinos.

Tradicionalmente a identificacdo de infeccdo em fémeas de anofelinos era feita por meio da
disseccao da glandula salivar para a observacao de esporozoitos em ldaminas (Rachou, 1958).
Essa técnica apresenta limitacGes, pois permite apenas observar a presenca da forma parasitaria,

porém ndo é possivel identificar a espécie de plasmaddio

Um dos principais parametros para a analise no controle e monitoramento da malaria é a
deteccdo de espécies de Plasmodium nos vetores capazes de infectar os humanos (Barbosa &
Souto, 2013), porem pouco se sabe sobre a infec¢ao natural de anofelinos por plasmodios em

areas de maléria residual como a Mata Atlantica.

Entre as décadas de 1980 e 1990 surgiram novas técnicas que permitiram aperfeicoar a
sensibilidade e especificidade da deteccao de plasmddio e melhorar o diagndstico. A técnica de
ELISA para a identificagdo da proteina circumsporozoita (CSP) solucionou em grande parte do
problema, porém apresentava custo elevado e protocolo com longas e etapas, tornando o teste
demorado e oneroso (Burkot et al., 1984; Wirtz et al., 1987).

A partir da década de 1990, a técnica de PCR passou a ser utilizada de forma mais eficiente
para a deteccdo de plasmddios. A maioria dos protocolos usaram como alvo principal o gene
ribossomal (18S rRNA), que possui varias cOpias repetitivas e conservadas dos genes de

Plasmodium. (Snounou et al., 1993; Kimura et al., 1997).



Atualmente a técnica de PCR em tempo real tem sido utilizada por apresentar maior
sensibilidade e rapidez, permitindo também quantificacdo da amostra de estudo (Marie et al.,
2013; Bickersmith et al., 2015), contudo a limitacdo é que a técnica é cara, considerando a
quantidade de amostras de anofelinos que deve ser processada. A utilizacdo dessa técnica em

pesquisas é viavel, porém ainda é onerosa para a utilizacdo em trabalhos de Vigilancia.

2- Justificativa

A técnica de disseccdo de glandulas salivares em fémea de anofelinos ndo permite a
identificacdo do plasmddio, e exige elevado conhecimento técnico e entomoldgico, o que torna
esse método inviavel para pesquisa, e trabalhos de vigilancia e controle, salvo em situagfes em
que a técnica podera ser utilizada como recurso complementar dependendo dos objetivos dos

estudos e/ou atividades de vigilancia.

Como advento da PCR foi possivel realizar a identificacdo dos plasmodios anofelinos
capturados em estudos de campo e com isso foi possivel observar a circulacéo e estimar a taxa
de infecgdo natural ou experimental em mosquitos do género Anopheles para 0 monitoramento

e fator de risco de transmissdo da malaria na Regido Amazoénica (Nascimento, 2016).

Na Mata Atlantica ainda é dificil caracterizar a dindmica da transmissdo da malaria uma vez
que possivelmente os ciclo humano-humano e o ciclo humano-simios ocorrem

simultaneamente.

Integrar os dados de pesquisas sobre a infeccdo natural de anofelinos de modo a facilitar o
acesso e compreensdo da literatura relacionada é de grande importancia para que se possa

repensar a vigilancia e o controle da malaria em areas residuais no Estado de Sdo Paulo.

Portanto, foi realizada uma compilagcdo de dados bibliograficos sobre a infec¢do natural nos
vetores a aos aspectos epidemioldgicos associados a malaria na Mata Atlantica, e foi proposta
uma reflexdo sobre o uso da técnica de deteccdo de infeccdo nos vetores como instrumento

auxiliar na realizacdo de atividades de vigilancia e controle.



3- OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

- Realizar reviséo bibliografica e atualizacdo sobre a deteccdo por plasmédios em anofelinos na
Mata Atlantica, bem como conhecer e aplicar as técnicas de Biologia Molecular mais
comumente utilizadas em pesquisas, propondo uma reflexdo sobre o uso da mesma como

instrumento auxiliar na vigilancia e no controle da malaria.

3.2 Objetivos especificos

- Realizar pesquisas bibliograficas nas bases de dados sobre artigos cientificos e livros que

descrevam as técnicas e os estudos sobre anofelinos na Mata Atlantica.

- Conhecer e aplicar a técnica de extracdo de DNA de mosquito (anofelinos), por meio de kit

especifico;

- Conhecer e realizar técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), de acordo com
protocolos utilizados no laboratério, para deteccdo de Plasmodium em amostras de DNA de

anofelinos coletados em areas de Mata Atlantica (PCR convencional e PCR em Tempo Real).

4- Materiais e Métodos

4.1-Delineamento da revisao

Foram realizadas buscas nas seguintes bases de dados: SciELO, Lilacs,PubMed, MedLine e na
Biblioteca Virtual em Saude (BVS); foram utilizadas as palavras-chave: Malaria, Plasmodium

Anopheles, vector e Polymerase chain reaction.



4.2 Pratica das Técnicas Associadas

4.2.1-Testes de PCR em tempo real 18S para deteccéo de infec¢édo natural por plasmaédios

em amostras de fémeas de anofelinos

As amostras de anofelinos que foram testadas foram procedentes de projeto de pesquisa
da orientadora Dra. Ana Maria Ribeiro de Castro Duarte (FAPES 204/10.919-4)

A extracdo do DNA gendmico das amostras de fémeas de anofelinos foi realizada por

meio do DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen), conforme recomendacges do fabricante.

As reacdes foram realizadas no sistema TagMan®, de acordo com protocolo descrito por
Bickersmith et al. (2015) para amplificacdo de fragmentos 18S ssrRNA género-plasmodio, P.
vivax e P. falciparum, com pequenas modificagbes (~100pb). As amostras de DNA foram
testadas separadamente com cada par de primers e sondas. Os primers e sondas para P. malariae
foram descritos por Rougemont et al. (2004), mas serdo utilizadas as mesmas condi¢cfes de

reacéo descritas abaixo (Tabela 2).

A reacdo de amplificacdo consistiu de 5,0 pl de DNA, e 12,5ul de TagMan Universal
Master Mix 11, com UNG (Applied Biosystems) (2X), com 0,75 ul de Plasmo2-R e para cada
respectiva sonda 0,25 pl (10uM) e “primer” 0,75 ul (10uM), e 4gua de injecdo para completar
0 volume de 25ul (Tabela 1). As reacdes foram realizadas no equipamento StepOne Plus
(Applied Biosystems), no Laboratdrio de Protozoologia, IMT/USP. Os parametros utilizados
foram: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 50 ciclos de 95°C por 15 min, e 60°C por 1 min.



Tabela 2 Primers” utilizados para amplificagio de Plasmodium ¢m amostras de DNA obtid

de anofelinos em PCR-TR ro sistema TagMan®,

“Primers” Sequineln §°- 3

Plusmol-F Plasmo2-R GTT AAG GGA GTG AAG ACG ATC AGA

AAC COA AAG ACT TTG ATT TCT CAT AA
Plusprobe

FAM -TCGTAATCTTAACCATAAAC- MGBNIQ
Fale-F Folemprobe

GACTAGGTGTTGOGATGAAAGTGTTAAA
Vivax-F VIC - TGAAGGAAGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGA -QSY
Viv y

i GACTAGGCTTTGGATGAAAGATTTTAA NED

Mal-F

ATAAACTCCGAAGAGAAAA  MGBNFO
Malaprobe CCG ACT AGG TGT TGG ATG ATA GAG TAA A
FAM - CTA TCT AAA AGA AAC ACT CAT -MGBNFQ

1- Bickersmith et ol (2015), 2- Rougemont ¢t al, (2004)

Os controles positivos utilizados foram DNA extraido das amostras de sangue de
macaco da Mata Atlantica naturalmente infectado com P. simium/P. vivax (amostras de
pesquisa da Dra Ana Maria Duarte) e DNA extraido de laminas de imunofluorescéncia com
sangue de macaco infectado com P. malariae. O controle negativo foi o “mix” com todos 0s

reagentes menos DNA.

4.2.2- Teste de PCR convencional, para a deteccdo de fragmento de DNA

mitocondrial (Cyt b).

Foi realizada também a Nested-PCR convencional para amplificacdo de fragmento de

DNA mitocondrial (cyt b) e essa técnica consistiu em duas reagdes:

A reacdo para amplificacdo de fragmento de citocromo b (cyt b) utilizou os primers
PfF3700 /PfR4615, que produziu um fragmento de 915 pb na primeira reacdo. A segunda
reacdo de PCR utilizou o primeiro produto em conjunto com Pff 3700 / PfR4102, e produziu
um fragmento de 402 pb. A primeira reagdo de PCR foi feita com 2 pl de DNA, enquanto a

segunda foi executada com 1 pl de produto da primeira reacdo (Quadro 1).

As reacOes de PCR foram realizadas com uma mistura de PCR de 25 pl: 2 pl de molde,
2,5 pl de 10X tampéo de PCR Tag, 10 pmol de cada primer, 100 uM de dNTP, 0,5 U de Taq

Polimerase (Platinum Taq — Invitrogen).



O ciclo de amplificacéo da primeira reacdo consistiu em: desnaturagéo - 94 ° C por 5
minutos, seguido de 30 ciclos, sendo desnaturacéo - 94 ° C, por 15 segundos, alinhamento - 50
° C por 15 segundos, extensédo - 72 ° C por 45 segundos, com extensao final de 72 ° C por 5
minutos. Na segunda reacdo serdo feitos 20 ciclos, e a temperatura de alinhamento foi
aumentada para 53° C.

Em todas as reacdes, foram acrescentados controles negativos e positivos. As reagdes
foram realizadas no termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) no Laboratorio
de Protozoologia, IMT/USP.

Quadro 1. “Primers” para amplificacdo de género Plasmodium, de acordo com a descricdo dos
autores*.

Gene “primers” Sequéncia Pb Reacgdo

cytbl PfF3700 TGGATGGTGTTTTAGATACATGC 915 Nest 1a?

PfR4615 GTTTGCTTGGGAGCTGTAATC

cytbl PfF3700 TGGATGGTGTTTTAGATACATGC 402 Nest 2a*

PfR4102 GCTGTATCATACCCTAAAG

*1 — Siregaret al., 2015 e 2 — De Nys et al., 2013.

4.2.3 -Gel de Eletroforese para visualizagdo dos produtos de PCR

Os produtos da reacdo de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (Sigma),
2,0% (p/v) contendo 0,5 pug/ml de brometo de etidio (p/v) em tampdo TBE 1x (Tris borato

0,09M; EDTA 0,0002M) utilizando Electrophoresis Power Supply -EPS 200 (Pharmacia
Biotech) como fonte a uma voltagem constante de 90V.

As bandas obtidas nessa reacdo poderdo ser purificadas e sequenciadas, contudo, ndo houve
tempo habil para acompanhar essa etapa.
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5. Resultados

5.1 Selec¢do dos artigos

Foram selecionados 45 artigos cientificos sobre o tema. Os artigos foram acessados no segundo
semestre de 2020, em inglés e portugués, nos sites PUBMED, SCIELO. As palavras-chave e
os termos usados foram: Malaria, Plasmodium, Anopheles, vector e Polymerase chain reaction
(em inglés e portugués). Foram selecionados todos os campos, topicos e anos dos sites descritos.

Também foram acrescentadas na revisdo algumas teses, dissertacdes e monografias

Abaixo estdo demostrados o fluxograma da selecdo de artigos (Figura 1) e uma tabela com as

18 principais referéncias em destaque (Tabela 3).

FLUXOGRANMA

45 ARTIGOR

15 ARTIGOS NC PUBKMED

10 ARTIGOS NO 3CIELO

20 ARTIGOR EM OUTRAR
PLATAFORMARL

|

l

|

45 artigos foram analisados por titulo (rastreamento)

l

435 artigos foram analisados pelo resumo

Figura 1. Fluxograma: artigos, monografias, teses e livros consultados na reviséo.

11



Tabela 3. Principais artigos cientificos, monografias, teses e livros consultados para a
realizacdo da revisdo com enfoque na infeccdo natural de anofelinos na Mata Atlantica,

organizados por ordem cronologica.

Autores e ano TITULO

Anofelinos do Brasil: comportamento das

1-Rachou, 1958 espécies vetoras de malaria

Anopheles (Kerteszia) cruzii, a natural vector
2- Deane et al., 1970 of the monkey malaria parasites, Plasmodium
simium and Plasmodium brasilianum.

3- Deane, 1992 Simian Malaria in Brazil

From "forest malaria” to "bromeliad malaria™:
4- Gadelha, 1994 a case-study of scientific controversy and
malaria control.

5- Forattini, 2002 Cu!icidglogig Meédica, Identificacdo, Biologia,
Epidemiologia. (vol.2)

Malaria epidemiology in low-endemicity areas
6- Curado et al., 2006 of the Atlantic Forest in the Vale do Ribeira,
S&o Paulo, Brazil.

Epidemiologic aspects of the malaria
7- Ceruitti et al., 2007 transmission cycle in an areaof very low
incidence in Brazil

Kerteszia subgenus of Anopheles associated
8- Marrelli et al., 2007 with the Brazilian Atlantic rainforest:current
knowledge and future challenges
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9- Duarte et al., 2008

Natural Plasmodium infections in Brazilian
wild monkeys: reservoirs for human
infections?

10- .Rezende et al., 2009

Entomological Characterization and Natural
Infection of Anophelines in an Area of the
Atlantic Forest with Autochthonous Malaria
Cases in Mountainous Region of Espirito Santo
State, Brazil

11- Duarte et al., 2013

Natural infection in anophelines species and its
implications for autochthonous malaria in the
Atlantic Forest in Brazil

12- Neves et al., 2013

Malaria outside the Amazon region: Natural
Plasmodium infection in anophelines collected
near in indigenous village in the Vale do Rio
Branco, Itanhaém, SP, Brazil.

13- Kirchgatter et al.,2014

Anopheles  (Kerteszia) cruzii  (diptera:
culicidae) in peridomiciliary area during
asymptomatic malaria transmission in the
atlantic forest: molecular identification of
blood-meal sources indicates humans as
primary intermediate hosts

14- Pina-Costa et al., 2014

Malaria in Brazil: what happens outside the
Amazonian endemic region

15. Laporta et al.,2015

Plasmodium falciparum in the southeastern
Atlantic forest: a challenge to the bromeliad-
malaria paradigm?

16- Buery et al.,2018

Ecological characterisation and infection of
Anophelines (Diptera: Culicidae) of the
Atlantic Forest in the southeast of Brazil over a
10 years period: has the behaviour of the
autochthonous malaria vector changed?
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Effects of anthropogenic landscape changes on
the abundance and acrodendrophily of

17- Medeiros-Sousa et al., 2019 Anopheles (Kerteszia) cruzii, the main vector
of malaria parasites in the Atlantic Forest in
Brazil

Atlantic Forest Malaria; A Review of More

18- Buery etal. 2021 than 20 Years of Epidemiological Investigation

5.2 Resultados do treinamento das praticas laboratoriais associadas a deteccéo de infeccao
de DNA de plasmddios em anofelinos: extracdo de DNA, reacdo de PCR em tempo real e

reacdo de PCR convencional.

Foi realizada a técnica de extracdo de DNA em amostras de anofelinos selecionadas pela da
Dra. Ana Maria Duarte. Os anofelinos processados fazem parte de conjunto de ainda néo
testadas da regido de estudo de Parelheiros (oriundas de pesquisa da Dra. Ana Maria Duarte,
FAPESP 2014.10.919-4). Foram analisadas 60 amostras de fémeas de anofelinos que estavam
acondicionadas em alcool isopropilico e organizadas em “pool” com até 10 exemplares, e

separadas por espécie.

As amostras de DNA extraidas foram testadas na PCR em tempo real (TagMan — 18SrRNA) e
da PCR convencional (cyt b) e foram todas negativas para P. vivax, P. malariae e P. falciparum
(Figura 2).

Nas figuras 3 e 4 é possivel observar o grafico resultante de uma reacdo PCR TagMan
realizada com controles positivos, nas quais é possivel ver as curvas para a amostra controle

positiva de P. vivax e P. malariae.

Na figura 5 esta demostrado uma imagem de um gel de agarose correspondente a corrida
eletroforética de reagdo PCR convencional para amplificacdo de citocromo b de plasmddio
(cyt b), na qual é possivel observar as amostras negativas (sem bandas) e o fragmento género
especifico de Plasmodium, com 402 pares de base, correspondente a uma amostra positiva e 0

controle positivo.
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Figura 2 — Imagens das praticas laboratoriais: 1) e 2) extragdo de DNA (Kit DNeasy Blood and
Tissue Qiagen), 3) Preparacdo de amostras para PCR, 4) Imagem do equipamento de PCR-RT
(StepOne, Applied Biosystem). Autor: Thaysa Carolina Cantanhede Figueiredo.
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Amplification Piot

Lagene

"-A 8 MiCc D WE HF NG BH

Figura 3. PCR em tempo real para amplificacdo do fragmento do gene 18S rRNA de P. vivax,
teste de 60 amostras DNA de Anopheles (Ker.) cruzii (projeto Dra. Ana Maria
Duarte/Parelheiros). Controle positivo: primeira curva ascendente, acima do limiar de
reatividade (linha horizontal)., (projeto Dra. Ana Maria Duarte). O controle negativo e as
amostras negativas ficaram abaixo do limiar de reatividade Gréafico gerado pelo programa do

StepOne Plus (Applied Biosystem)
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Amplification Plot
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Figura 4. PCR em tempo real para amplificacdo do fragmento do gene 18S rRNA de P.
malariae, teste de 60 amostras DNA de Anopheles (Ker.) cruzii (projeto Dra. Ana Maria
Duarte/Parelheiros). Controles positivos: duas curvas ascendentes, acima do limiar de
reatividade (linha horizontal)., (projeto Dra. Ana Maria Duarte). O controle negativo e as
amostras negativas ficaram abaixo do limiar de reatividade Grafico gerado pelo programa do
StepOne Plus (Applied Biosystem)

17



Figura 5- Eletroforese em gel de agarose a 2%. Técnica de PCR para amplificacdo de
fragmentos de cyt b de Plasmodium (402 pares de bases) em amostras de DNA de anofelinos
(Anopheles cruzii — projeto Dra. Ana Maria/Parelheiros). Amostra 34 — positiva. C+: Controle
sabidamente positivo An. cruzii (Parelheiros) e Br: controle negativo (mix com todos o0s
reagentes, sem amostra de DNA). Padréo de peso molecular: 50 pares de bases (pb).

O produto amplificado na reacdo acima foi purificado e serd submetido a reacdo de
sequenciamento para identificacdo molecular, contudo nao houve tempo habil para acompanhar

essa etapa.

Como complementacdo da parte pratica, acompanhei a pesquisa da Dra. Ana Maria Duarte em
colaboragdo com o Prof. Dr. Crispim Cerutti Jr, da Universidade do Espirito. Esse estudo
epidemiologico envolve também a deteccdo de infeccdo natural em anofelinos em area de
ocorréncia de casos humanos no Espirito Santo. Eu acompanhei o aluno de mestrado, Lucas
Mendes Ferreira, durante as extracdes de DNA e nas reagcbes PCR TagMan e PCR
convencional. Ja esta sendo escrito um artigo cientifico com esses dados e eu participarei como

co-autora.

Finalizando as préticas laboratoriais, tive a oportunidade de participar de uma coleta de
mosquitos em campo, junto com uma equipe da SUCEN, porém o foco foi em vetores de Febre
Amarela, contudo foi possivel ver algumas técnicas utilizadas também para captura de

anofelinos.
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6 — DISCUSSAO

Foi possivel por meio das préaticas laboratoriais, desde a extracdo de DNA até a interpretacao
dos resultados das técnicas de PCR (Convencional e PCR em Tempo Real), observar as
caracteristicas e procedimentos que precisam ser adotados e mantidos por um laboratério de
Salde Publica para que 0 mesmo possa realizar em sua rotina as técnicas basicas de Biologia
Molecular no mesmo nivel de um laboratorio de pesquisa. E necessario investimento em
infraestrutura, equipamentos, e reagentes e isso depende das condi¢Ges politico econdmicas e
de gestdo da Instituicdo. Devem ser elaborados programas continuos de treinamento e
capacitacdo para os técnicos, tanto para a realizacdo de atividade de campo (coleta de
anofelinos, treinamento das técnicas: CDC, Shannon, aspiracdo), identificacdo de mosquitos

(Culicideos) e nas técnicas laboratoriais.

Vale destacar a importancia de se avaliar a infec¢do natural como um pardmetro indispensavel
dentro do controle e vigilancia da malaria e paralelamente acompanhar a dindmicas ecologica
das populagdes de vetores nas areas de ocorréncia de casos, pois esses padrdes podem sofrem
modificagdes como por exemplo altera¢Bes antropicas e mudancgas climaticas, desmatamentos

e aumentos das &reas de borda de floresta (Medeiros-Sousa et al., 2019; Buery et al., 2021).

Atualmente a técnica de PCR em tempo real tem sido utilizada por apresentar maior
sensibilidade e rapidez, permitindo também quantificacdo da amostra de estudo (Bickersmith
et al., 2015), contudo a limitacdo é o custo, pois a técnica ainda é cara, considerando a
quantidade de amostras de anofelinos que deve ser processada. Mas esfor¢os poderao ser feitos

para tornar a técnica viavel em atividades de vigilancia e controle da maléria.

6.1- A infeccdo natural nos anofelinos da Mata Atlantica

Embora os aspectos ecoldgicos da An. cruzii sejam conhecidos, sabemos pouca informacéo
sobre a infeccdo natural da malaria nesse vetor. Na década de 1940, houve relatos, com base
em observagdes microscépicas, de infeccdo natural em espécimes do subgénero Kerteszia

coletado no sudeste do Brasil (Rachou,1958).

A taxa de infeccdo de Plasmodium pode variar entre espéecies, pois algumas tém uma grande
importancia na transmissao da Malaria em areas endémicas, mas existem outras espécies que

tem seu papel secundario com relevancia local (Velasquez, 2014).
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O grau de importancia de uma espécie de mosquito na transmissdo da doenca depende de alguns
fatores, como: capacidade e competéncia vetorial. A capacidade vetorial estaria relacionada
com a velocidade com a qual determinado parasita pode se espalhar na populacdo de
hospedeiros que sdo suscetiveis, em outras palavras, procura estimar a maneira pela qual a
infeccdo pode se multiplicar por agdo do vetor bioldgico, representado por determinada espécie
ou populacdo de mosquito. E a competéncia vetorial estd relacionada com a capacidade
intrinseca do mosquito que permite a replicagdo e transmissdo do parasito. Atualmente se
conhecemos 360 espéecies de Anopheles, mas somente 45 espécies sdo envolvidas na
transmissdo da malaria, era utilizado o termo Primarias e Secundéarias de acordo com a
capacidade vetorial, mas atualmente € utilizado dos termos de principais e auxiliares. (Forattini,
2002; Velasquez, 2014).

Em relacdo os anofelinos, o vetor é considerado competente quando o plasmaédio consegue se
desenvolver desde a fase de gametdcitos (advindos do sangue ingerido), até a fase de
esporozoito na glandula salivar. O desenvolvimento de oocistos no intestino médio indica que
o Plasmodium esta estabelecido e a espécie de mosquito é suscetivel. Esse parametro é utilizado
para calcular a taxa de infeccdo entre mosquitos (proporcao de individuos em uma populagédo
de mosquitos que expressa a incidéncia de Plasmodium) e também é usada para definir a
competéncia vetorial e transmisséo em regides diferentes e populacdes diferentes (Velasquez,
2014).

Desde a década de 1980, algumas pesquisas foram conduzidas no Brasil visando a deteccao de
plasmodios em anofelinos, uma vez que os estudos sobre a infectividade de Anopheles ajudam
a entender a dindmica de transmissdo da doenca em determinadas areas uma vez que 0
comportamento da espécie vetora esta relacionado com a questdo epidemiolégica do local
(Araujo, 2015).

Na regido Amazonica, Arruda et al. (1986) realizaram o primeiro estudo com a técnica de
ELISA com anticorpos monoclonais correspondentes a fracdo repetitiva da proteina
circumsporozita (CSP) para a incriminacdo de vetores, no qual encontraram o An. darlingi

infectado pelo P. falciparum e An. albitarsis s.I. pelo P. vivax.

Porém outras espécies de anofelinos em areas de florestas amazbnica foram encontrados

infectados naturalmente pelo Plasmodium.
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Em um estudo realizado por Tadei & Tatcher (2000) em varios municipios do Amazonas, foram
observadas infeccdes por P. vivax nas espécies An. darlingi, An. triannulatus, An.
mattogrossensis, An. nuneztovari, An. braziliensis, An. mediopunctatus e An. albitarsis. As
espécies An. triannulatus, An. albitarsis, An. nuneztovari, An. mattogrossensis e An. darlingi
foram também encontradas infectadas pelo P. falciparum, sendo que An. darlingi foi

considerado vetor para ambas espécies de Plasmodium. (Araujo, 2015).

Em outro estudo realizado no municipio de Maraba, no estado do Para, o mosquito An. darlingi
também foi considerado o principal vetor, sendo encontrado infectado por P. vivax VK247, P.
falciparum e P. malariae, com taxa de infeccdo de 22,4%. O mosquito An. albitaris s.I, um dos
principais vetores no leste do Para, foi encontrado infectado por duas variantes da proteina
circumsporozoita (CSP) de P. vivax, VK210 e VK247, teve uma taxa de infecgdo de 5,2%. O
An. rondoni infectado por P. falciparum e VK2010, foi considerado o terceiro mosquito mais
capturado em areas endémicas de malaria e com taxa de infec¢do de 3,6%. (Rocha et al., 2008;
Araujo, 2015).

Ja considerando as areas de Mata Atlantica, nos municipios de Sdo Vicente e Juquitiba, no
estado de S&o Paulo, foi realizado um estudo por Branquinho et al. (1997), no qual o objetivo
foi investigar a infeccdo em anofelinos por meio da técnica de ELISA com anticorpos
monoclonais especificos contra as regides repetitivas da proteina CSP em P. vivax, P. vivax
VK247 e P. brasilianum/P. malariae. Foram capturados 1.117 An. cruzii em Sdo Vicente, sendo
que 0,179% foram positivos para P. vivax; e em Juquitiba, 1.161 An. cruzii foram coletados,
sendo que 0,086% foram positivos para P. vivax VK247 (Branquinho et al.,1997).

Mais recentemente, no estudo de Duarte et al. (2013) foram coletados 6.703 fémeas de
anofelinos, com predominio de An. (Ker.) cruzii (99%), e ja utilizando testes de PCR
convencional para amplificacdo de fragmento de gene ribosomal (18S rRNA), foram
identificadas amostras positivas para P. vivax e P. malariae. Contudo dentre os poucos
anofelinos de outras espécies foram observadas infeccdes naturais em An. strodei e An.
triannulatus testaram positivo para P. malariae e o An. lutzi e An. triannulatus também foram
detectados para P. vivax. An. cruzii desempenha o papel principal na transmissdo, porém
anofelinos de outras espécies potencialmente podem atuar na transmissdo nas areas
antropizadas. Foi observado também um ciclo de transmisséo silencioso, uma vez que mesmo

em periodo que ndo houve caso notificado de malaria, foram encontrados anofelinos infectados,

21



sugerindo que humanos assintomaticos e/ou reservatérios simios mantem esse ciclo ativo
(Duarte et al., 2013).

No trabalho de Neves et al. (2013), realizado na regido de Itanhaém, Sdo Paulo, proximo a uma
aldeia indigena no Vale do Rio Brando, no qual o objetivo também foi detectar a infec¢cdo
natural em anofelinos por PCR. A espécie mais predominante na regido foi o An. cruzii, com
78,9%. Foram analisados cerca de 506 mosquitos para detectar a presenca de plasmodio, An.
fluminensis, An. pseudomaculipes/maculipes e A. cruzii foram positivos para Plasmodium
malariae e para P. vivax, apenas An. pseudomaculipes / maculipes, resultando em uma taxa
minima de infeccdo de 0,24%. Concluindo que o A. cruzii pode estar na transmissdo da malaria
entre macacos e humanos, uma vez que foi infectada por P. malariae. Os autores destacam a
importancia de compreender o papel dos anofelinos na transmissdo da malaria na Mata
Atlantica (Neves et al,2013).

Em um estudo realizado na regido de Juquitiba, S&o Paulo, foram coletados um total de 13.441
mosquitos fémeas An. cruzii, com a taxa minima de infeccédo 0,03% e 0,01% para P. vivax e P.
malariae e apenas sangue humano foi identificado nos mosquitos analisados, essa evidéncia
sugere que os portadores humanos assintomaticos sdo a principal fonte de infeccdo por
anofelinos na area peridomiciliar, sendo que as fémeas de An. cruzii podem voar para o
ambiente antropico para se alimentar de sangue, principalmente no ambiente doméstico e
peridoméstico e depois retornar ao ambiente natural, e além disso, a 0 comportamento de
dispersdo vertical, com distribuicédo do nivel do solo até o topo das arvores, pode contribuir com
a interacdo com reservatorios simios, corroborando com os estudos de Deane (1992). Mas
também e importante observar que os casos humanos detectados na Mata Atlantica sao
geralmente assintomaticos, mostrando apenas niveis subparentes de parasitas, sendo

possivelmente os reservatorios na area de estudo (Kirchgatter et al, 2014).

Informacdes peculiares se somaram nesse contexto com os resultados obtidos no por Laporta
et al (2015) no estudo de anofelinos coletados nos municipios de Cananéia, Tapirai e Eldoraldo,
na qual a infeccdo natural também foi realizada por PCR para deteccdo de fragmento DNA
ribossdmico (18S rRNA). Surpreendentemente An. cruzii foi a espécie que apresentou alta
infectividade para P. falciparum, 88% (22/25), para P. vivax a taxa foi de 18% de infeccéo,
entretanto trés espécimes foram também infectadas por P. falciparum, sendo um An. strodei,

um An. triannulatus e um An. galvaoi. Os autores levantaram a hipdtese de circulacdo de uma
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nova espécie assemelhada ao P. falciparum ou de uma cepa adaptada aos vetores de Mata
Atlantica, porém que ndo causa doenca grave, possivelmente mantida em reservatorios simios
(Laporta et al 2015).

Situacdo semelhante ocorre na Mata Atlantica do Espirito Santo, em locais onde também
ocorrem casos autoctones de malaria em um quadro epidemiolégico similar, envolvendo baixas
parasitemias e individuos oligossintomaticos (Cerutti et al., 2007), pesquisa entomoldgica
realizada por Rezende et al. (2009) com capturas nas areas de florestas e em areas abertas e
préximas de residéncias apontou que a fauna anofélica é bem diversa envolvendo An. cruzii,
An. strodei, An. evansae, An. lutzi, An. albitarsis sl. Foram observadas as seguintes espécies
infectadas com plasmodios: strodei, An. parvus, An. evansae e An. galvaoi. Essas espécies
podem ser encontradas em alguns locais com maior freqiiéncia e sua presenca esta relacionado
com as modificagGes ambientais. Entretanto o fato de essas espécies terem sido encontradas em
areas de baixa endemicidade ou de casos de malaria ndo serem tdo frequentes no Espirito Santo
qguanto na Amazonia constituem evidéncias contra seu papel na transmissdo da doenca. Nesse
estudo a evidéncia de P. vivax no térax do An. parvus e An. galvaoi reforca de fato que eles
estdo atuando como vetores nessas locais. E possivel que esses espécimes de Nyssorhynchus
tenham sido infectados pelo Plasmodium ao picar seres humanos, mas a auséncia de surtos de
malaria nos leva a acreditar que a transmissao de pessoa para pessoa é muito baixa. (Rezende
et al., 2009). Um estudo complementar do mesmo grupo foi realizado entre os anos de 2014 e
2015, sendo que os achados de infeccdo natural em anofelinos apontaram que houve
predominancia do subgénero Kerteszia nas coletadas, entretanto outros subgéneros como
Nyssorhynchus também foram coletados. Foram foram identificados 13 amostras positivas para
P. vivax/P. simium nos testes moleculares, destes 10 pertenciam a espécie An.cruzii, e as outras
amostras positivas trés detectadas no abdomen do subgénero Nyssorhynchus, enfraquecendo a
hipotese que 0s mosquitos desse subgénero poderiam desempenhar um papel de transmissdo
da malaria nessa regido do Espirito Santo, contudo estudos adicionais serdo necessarios para

elucidar essa questao (Buery et al., 2018).
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O conjunto de achados de infeccdo natural por plasmodios em anofelinos j& publicados nos
Estado de Sdo Paulo e Espirito Santo leva a concluir que existe situacdes assemelhadas que
ainda precisam ser melhor estudadas, porém demostrando que além de An. cruzii,
possivelmente outros potenciais vetores possam vir a desempenhar papel na transmissao em

areas de borda de floresta.

Com o objetivo de testar a hipotese de que fatores associados as mudangas antropogénicas do
ambiente podem ser responsaveis pela variagcdo na abundancia e acondrofilia nos mosquitos A.
cruzii, Medeiros et al. (2019), realizaram um estudo na APA-Capivari-Monos, Parelheiros,
zona sul do municipio de Sado Paulo (na mesma regido de estudo de Duarte et al., 2013) Foram
coletados 6823 espécimes fémeas de An. cruzii, sendo observada diferengas na abundancia
dessa espéecie conforme o tipo de ambiente. Na &rea mais alterada e com maior presenca humana
(Bairro Embura) foram coletados poucos exemplares (5%), ja na area mais florestada a
abundancia chegou a 74% (Bairro de Evangelista de Souza e Engenheiro Marsilac). Os
parametros considerados foram cobertura florestal, locais que sofrem alteracBes antrépicas,
fragmentos florestais e comprimento total da borda. Concluiu-se que as mudancas
antropogénicas no ambiente levam a uma diminuicao (rarefacdo) da abundancia de An. cruzii,
contudo ha o aumento do contato entre mosquitos € humanos que habitam ou frequentam as

areas de bordas de fragmentos florestais onde esses mosquitos sdo encontrados.

Outro aspecto importante discutido foi a constatacdo que apesar da rarefacdo de An. cruzii nas
areas com maior alteracao antropica, foram encontrados espécimes de An. cruzii, An. strodei e
An. triannulatus positivos para P. vivax e P. malariae, ressaltando a importancia de realizar o
rastreamento de infeccdo natural por PCR. Os autores sugerem que sejam desenvolvidos
modelos preditivos que visem melhorar o entendimento de como os vetores da malaria
respondem as mudancas na paisagem, composicdo e configuragdo, podendo assim fornecer
importantes informacg@es para auxiliar no planejamento e direcionamento da prevencgéo e a¢des
de controle. (Duarte et al., 2013; Medeiros et al.,2019).

Marrelli et al. (2007) ressaltam que apesar do grande dominio de Kerteszia na Mata Atlantica,
a compreensdo da distribuicdo das espécies de anofelinos ainda é limitada e estudo devem ser
conduzidos uma vez que continuas e intensas mudancgas ambientais que podem alterar o padréo
distribuicdo geografica de mosquitos. Mesmo com uma baixa incidéncia de malaria, ainda
ocorreram alguns surtos ocasionais de malaria nos Gltimos anos, com um numero

consideravelmente maior de casos, e isso pode estar relacionado as mudancas ambientais e
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elevado nimero de humanos assintomaticos na regido como reservatério, por isso toda regido

de Mata Atlantica deve ser monitorada (Marrelli et al.,2007).

Finalizando, foi possivel observar que ocorrem varia¢@es nas taxas de infecgdo nos anofelinos
na Mata Atlantica ainda ndo compreendidas, apesar dos diversos estudos ja realizados é sabido
que o principal vetor da Mata Atlantica é o An. cruzii, entretanto observamos gque outros vetores
anofelinos secundarios que podem ter papel importante na transmissdo da malaria e isso merece

ser investigado.

Considerando de modo geral o status atual da vigilancia entomoldgica na Mata Atlantica, dentro
de acOes programaticas baseadas apenas na identificacao de vetores nos locais de ocorréncia de
caso confirmado de malaria, vale a reflexdo: Que tipos de informacdes ainda faltam e que
podemos buscar para que possamos compreender melhor a dindmica epidemiolégica em meio

as alteracGes antropicas e mudancas climaticas no cenério atual?
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7- Conclusdes

- E de relevada importancia a adogdo de novas técnicas que permitam a observacéo da dinamica
de circulacdo de vetores anofelinos infectados para as atividades de vigilancia e controle da

malaria na Mata Atlantica;

- Com a evolucdo da identificagdo de plasmodios em vetores, podemos perceber que a melhor
técnica para a deteccdo de plasmddio é o PCR em tempo real, por sua rapidez e sensibilidade,
entretanto é uma técnica que apresenta custo elevado, principalmente se considerar a sua ado¢ao
em servicos de salde publica para acBes de vigilancia e controle, pois sdo necessarios

infraestrutura, equipamentos e reagentes e também o treinamento de técnicos.

- A taxa de infeccdo de anofelinos na Mata Atlantica é variavel conforme a localizacéo
geografica comparada a infeccdes em anofelinos na regido Amazonica, isso pode refletir uma
dindmica de transmissdo diferente, ainda pouco conhecida, envolvendo An. cruzii, e

potencialmente outros vetores anofelinos e reservatdrios simios e humanos assintomaticos.
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