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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo verificar a abundancia, a riqueza e a diversidade de
anofelinos e detectar a infecgéo natural por Plasmodium spp. em espécimes do sub-
género Kerteszia de duas areas remotas de Mata Atlantica, localizadas no estado do
Espirito Santo, para possibilitar uma melhor compreensao da dinamica de transmissao
da malaria na regido. As coletas entomoldgicas foram realizadas uma vez por més em
cada localidade, no periodo de maio de 2019 a abril de 2020. Os mosquitos foram
capturados por armadilhas de Shannon e armadilhas do tipo CDC. Os espécimes cap-
turados foram identificados morfologicamente em nivel de espécie por meio de chaves
entomolégicas. Apds identificagcdo, contagem e armazenamento, os anofelinos per-
tencentes ao subgénero Kerteszia foram agrupados em pools de até 10 individuos,
segundo espécie, data, tipo de armadilha e local de coleta, e encaminhados ao Labo-
ratorio de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo para a detec-
¢ao molecular da presenca de DNA de Plasmodium spp. O indice de Diversidade de
Shannon-Wiener (H’), o indice de Dominancia de Simpson (C) e o indice de Equabili-
dade de Pielou (J) foram as medidas utilizadas para caracterizar e comparar a fauna
anofélica das duas areas exploradas. Foi capturado um total de 1.471 anofelinos per-
tencentes a trés subgéneros e 13 espécies. A espécie mais abundante foi Anopheles
(Kerteszia) cruzii (87%), seguido por Anopheles (Nyssorhynchus) strodei (6%) e
Anopheles (Nyssorhynchus) evansae (4,21%). A regido de Valsugana Velha — onde
casos de maléria sdo notificados esporadicamente - foi responsavel por maior abun-
dancia (1.438 espécimes) e maior riqueza (10 espécies). Pelas técnicas moleculares,
foi confirmada a infeccao natural de A. (K.) cruziie Anopheles (Kerteszia) homunculus
por Plasmodium spp. Anopheles (Kerteszia) cruzii, por sua abundancia, disperséo e
registro de infeccdo natural, foi confirmado como a principal espécie envolvida na

transmissao da malaria em areas de Mata Atlantica brasileira.

Palavras-chave: Maléria; Plasmodium; Bromélia; Anopheles.



ABSTRACT

The present study aimed to investigate the abundance, richness, and diversity of
anophelines and detect the natural infection by Plasmodium spp. in specimens of the
subgenus Kerteszia from two remote areas of the Atlantic Forest, located in the state
of Espirito Santo, to better understand the transmission dynamics of the malaria in the
region. The entomological collections were performed once a month, from May 2019
to April 2020. Mosquitoes were captured using two types of light traps, Shannon and
CDC automatic. The specimens captured were morphologically identified at the spe-
cies level using entomological keys. After identification, counting, and storage, anophe-
lines belonging to the subgenus Kerteszia were pooled in groups of up to 10 specimens
by species, date, trap type, and place of collection and sent to the Laboratory of Pro-
tozoology of the Institute of Tropical Medicine of Sdo Paulo for the molecular detection
of the presence of Plasmodium spp. The Shannon-Wiener Diversity Index (H’), Simp-
son Dominance Index (C), and Pielou Equability Index (J) were the tools used to char-
acterize and compare the anopheline fauna of the two explored areas. A total of 1,471
anophelines belonging to three subgenera and 13 species were captured. The most
abundant species was Anopheles (Kerteszia) cruzii (87%), followed by Anopheles
(Nyssorhynchus) strodei (6%) and Anopheles (Nyssorhynchus) evansae (4.21%). The
area of Valsugana Velha — where cases of malaria are reported sporadically — recorded
greater abundance (1,438 specimens) and greater richness (10 species). Molecular
techniques confirmed the natural infection of A. (K.) cruzii and Anopheles (Kerteszia)
homunculus by Plasmodium spp. Anopheles (Kerteszia) cruzii, due to its abundance,
dispersion, and record of natural infection confirmed that it is the main species involved

in the transmission of malaria in areas of the Brazilian Atlantic Forest.

Keywords: Malaria; Plasmodium; Bromelia; Anopheles.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Transmitidas por Vetores (DTV) ainda hoje constituem um grave
problema de saude publica mundial. Responsaveis por 700.000 mortes anuais, as
DTV juntas representam aproximadamente 17% de todas as doencas infecciosas no
mundo (PAHO, 2018). A maléria, doencga parasitaria de transmisséo vetorial, é tida
como uma das mais importantes, pois denota indices elevados de morbidade e mor-
talidade nas regides tropicais e subtropicais do planeta (WHO, 2018). Segundo o re-
latoério mais recente da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no ano de 2019 foram
notificados 229 milhdes de casos de malaria em todo mundo. Na regido das Américas,
nesse mesmo ano, foram registrados 723.025 casos da doenca, sendo o Brasil res-
ponsavel por 22% dos casos (WHO, 2020).

No Brasil, atualmente os casos autéctones de maléaria estdo concentrados na
regiao Amazédnica, responsavel por 99% das ocorréncias de infeccoes. No entanto,
na regido extra-Amazonica — area considerada ndo endémica - ainda ha transmissao
esporadica da doenga em focos residuais, localizados ao longo da Mata Atlantica, em
alguns estados do sul e sudeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Embora o pais
tenha alcangado um bom resultado na redugao dos casos de malaria nos ultimos anos,
a presencga continua de vetores e a infec¢ao por Plasmodium spp., sobretudo nessas
areas florestais remotas, colocam em iminéncia o ressurgimento da doenga em ambi-
entes ja controlados, podendo vir a ser consideradas ameagcas ao plano de eliminacao
da doenca no pais (MULTINI et al., 2019).

Nesses pontos residuais, estudos epidemioldgicos registram a infec¢cao natural
por Plasmodium spp. em humanos, macacos do género Alouatta e mosquitos do gé-
nero Anopheles (CERUTTI JUNIOR, 2007; LAPORTA et al., 2015; DEMARI-SILVA et
al., 2020; MONTEIRO et al., 2020). Neste cenario de transmissao da malaria na Mata
Atlantica, a participagdo de primatas nao-humanos (PNHs) no ciclo da doenga tem
sido estabelecida como hip6tese. Ao contrario da situacao observada na regido Ama-
zbnica, na Mata Atlantica, o agente etiolégico da malaria parece circular naturalmente
entre PNHs e humanos, com anofelinos infectados transmitindo ocasionalmente o pro-
tozodario ao homem. Este ultimo, na maioria das vezes, apresenta um espectro clinico
gue varia de infec¢des assintomaticas a quadros leves (BUERY et al., 2021).

Neste sentido, sabendo da importancia dos anofelinos como vetores da malaria

humana e simia nessas regides florestais remotas, este estudo tem como objetivo



explorar a fauna anofélica de duas comunidades rurais localizadas na regiao centro
serrana do estado do Espirito Santo para esclarecer incertezas epidemioldgicas e me-
lhor elucidar a dindmica de transmissdo em que ocorre a Malaria Residual de Siste-
mas de Mata Atlantica (Malaria-bromélia).



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos gerais da malaria

Considerada uma doenca infecciosa de transmissao vetorial, a malaria é cau-
sada por protozoarios do género Plasmodium spp., pertencentes ao filo Apicomplexa
e a familia Plasmodiidae. Estima-se que, no mundo, atualmente, haja mais de 120
espécies de Plasmodium com capacidade para parasitar uma grande variedade de
hospedeiros, com destaque para aves, répteis, uma pluralidade de mamiferos (inclu-
indo primatas nao-humanos) e o homem (ASHLEY; PHYO; WOODROW, 2018).

Embora seja observada essa grande quantidade de espécies, somente seis
apresentam relevancia nas infec¢ées em humanos: Plasmodium falciparum, Plasmo-
dium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale curtisi, Plasmodium ovale wall-
keri (SUTHERLAND et al., 2010) e Plasmodium knowlesi, que tradicionalmente era
relacionado a malaria em PNH, sendo sua transmissdo ao homem evidenciada a partir
de 2004, o que fez com que passasse a ser considerada uma zoonose na regiao asi-
atica (SINGH et al., 2004).

Das espécies mencionadas acima, duas tém importancia particular. Considera-
se P. falciparum o mais virulento e principal responsavel pela maioria das mortes no
mundo, sobretudo no continente africano, local de maior prevaléncia (WHO, 2015).
Por sua vez, P. vivax é a espécie com maior amplitude geogréfica e a principal res-
ponséavel pelos casos de malaria notificados no continente americano (75%) (WHO,
2019).

2.2 Ciclo de vida do Plasmodium spp.

Via de regra, o ciclo biolégico do Plasmodium transcorre em duas etapas: uma
fase assexuada, que ocorre no hospedeiro vertebrado, e uma fase sexuada, que acon-
tece no hospedeiro invertebrado, neste caso, exclusivamente, em fémeas de mosqui-
tos do género Anopheles (COWMAN; CRABB, 2006).
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Figura 1 — Ciclo de vida de Plasmodium spp. no hospedeiro vertebrado (homem) e invertebrado (in-
seto).
Fonte: Adaptado Koning-Ward et al. (2016).

2.2.1 Hospedeiro vertebrado

A malaria é transmitida ao hospedeiro vertebrado pela picada das fémeas de
mosquitos do género Anopheles, previamente infectadas. Na ocasido, durante a he-
matofagia, esporozoitos armazenados nas glandulas salivares do mosquito sao inje-
tados na derme do hospedeiro (PONNUDURAI et al., 1991; MATSUOKA et al., 2002;
VANDERBERG; FREVERT, 2004). Estima-se que, uma hora apés a inoculagao, apro-
ximadamente 50% dos esporozoitos deixem a derme em dire¢do a circulagdo sangui-
nea (~70%) e a circulagao linfatica (~30%). Grande parte dos esporozoitos € inativada
na circulagao linfatica por células dendriticas, presentes nos linfonodos (AMINO et al.,
2006).

Por sua vez, os esporozoitos da circulacdo sanguinea sdo conduzidos para o
figado, onde migram dos sinuséides hepaticos para os hepatécitos transpondo células
endoteliais fenestradas e células de Kupffer (FREVERT et al., 2005; BAER et al., 2007;
TAVARES et al., 2013). Algumas organelas secretoras e proteinas foram evidencia-

das como extremamente necessarias para a conclusdo desse processo migratorio,



com destaque para proteinas de micronema, perfurina e proteina circunsporozoita,
(ISHINO et al., 2004; USYNIN; KLOTZ; FREVERT, 2007; RISCO-CASTILLO et al.,
2015). A entrada dos esporozoitos nos hepatocitos resulta na formacao de vacuolos
parasitoforos.

Situados no interior desses vacuolos parasitéforos previamente formados, es-
porozoitos se diferenciam em trofozoitos, que logo multiplicam-se em esquizontes.
Nas infec¢des por P. vivax e P. ovale, alguns esporozoitos podem originar hipnozoi-
tos. No figado, os hipnozoitos podem permanecer em laténcia por um periodo prolon-
gado, provocando casos de recaida da malaria nos pacientes (KROTOSKI, 1985). Os
esquizontes maduros formam os merozoitos, que entdo provocam a morte dos hepa-
tocitos e migram para os sinuséides hepaticos dentro de vesiculas denominadas me-
rossomos. Por ndo expressar em sua membrana externa residuos de fosfatidilserina
(sinalizador para fagocitose), os merossomos nao sao reconhecidos pelas células fa-
gocitarias e, portanto, conduzem os merozoitos em seguranca até a circulacao san-
guinea (STURM et al., 2006; BAER et al., 2007).

Na circulagdo sanguinea, os merozoitos saem dos merossomos para entao in-
vadir os eritrécitos circulantes. Uma variedade de receptores e ligantes esta relacio-
nada nesse processo. A invasao inicia-se com uma forte adesao do merozoito a mem-
brana plasmatica do eritrocito. Logo apds, observa-se uma reorientagdo dos merozo-
itos, de maneira que o0 seu complexo apical passa a interagir com a membrana eritro-
citica de forma irreversivel (DVORAK et al., 1975; GILSON; CRABB, 2009). Roptrias
e micronemas — organelas encontradas na extremidade apical — viabilizam a formacéao
do vacuolo parasitéforo e a internalizag&o do protozoério.

No interior dos eritrcitos, os merozoitos se desenvolvem por esquizogonia,
formando novos merozoitos, que invadirdao novamente outros eritrécitos. A sintomato-
logia e a fisiopatologia da malaria decorrem principalmente dos consecutivos ciclos de
replicagdo parasitaria que acontecem no interior dos eritrocitos.

ApOs sucessivos ciclos eritrociticos, uma pequena fracdo de merozoitos se di-
ferencia em gametocitos, considerada a forma infectante para fémeas de mosquitos
do género Anopheles. Os mecanismos e processos que conduzem a transicao do ciclo
assexuado para o ciclo sexuado ainda sao pouco compreendidos (BANNISTER; MIT-
CHELL, 2003; TALMAN et al., 2004; BAKER, 2010; JOSLING; LLINAS, 2015; NILS-
SON et al., 2015).



2.2.2 Hospedeiro invertebrado

O ciclo sexuado, que acontece no hospedeiro invertebrado, tem inicio apos fé-
meas de mosquitos do género Anopheles realizarem repasto sanguineo em um hos-
pedeiro vertebrado previamente infectado. Neste caso, gametocitos sdo ingeridos pelo
inseto, infectando-o (BUSULA et al., 2017).

Ainda na primeira hora apds a hematofagia, no liumen do intestino médio do
mosquito, os gametdécitos recentemente ingeridos emergem do interior dos eritrocitos
e passam pelo processo de formacao dos gametas, conhecido como gametogénese.
Nessa fase, gametas masculinos sao submetidos a trés sucessivos ciclos de replica-
céo do DNA, originando oito microgametas moveis, também conhecidos como flagelos
(JANSEN et al., 1988). A essa etapa, da-se o nome de exflagelacao, desencadeada
por estimulos, como queda da temperatura (variacao de 5°C), aumento do pH (varia-
cao entre 7,4-8,2), presenca de acido xanturénico (NIJHOUT; CARTER, 1978; BILL-
KER et al.,1998; BILLKER; MILLER; SINDEN, 2000; BHATTACHARYYA; KUMAR,
2001) e sinalizacao intracelular (proteina quinase dependente de monofostato ciclico
de guanosina) (MCROBERT et al., 2008). Por sua vez, o gameta feminino converte-
se em uma Unica célula, denominada macrogameta.

A unido do microgameta ao macrogameta resulta na fecundagéo, seguida pela
formacao do zigoto. Um complexo de proteinas de adesao, expresso na superficie
celular, pode corroborar o processo de fusdo dos gametas (PRADEL et al., 2004; SI-
MON et al., 2009; SIMON et al., 2016). Em um curto intervalo de tempo (10-24h), o
zigoto recém-formado se transforma em uma nova célula, conhecida como oocineto.
Nesse estagio de remodelacao celular, nota-se um processo de rearranjo citoplasma-
tico, cuja finalidade € gerar estruturas e componentes que conferem ao oocineto a
capacidade de se movimentar e penetrar em células e tecidos do hospedeiro (CAN-
NING; SINDEN; 1973; DEARNLEY et al., 2012).

As formas evolutivas do protozodrio tém o direcionamento para alcancar as
glandulas salivares do mosquito, de forma a dar continuidade ao seu ciclo em um
hospedeiro vertebrado. Por esse motivo, um processo de migracao € iniciado. No lu-
men do intestino médio, 0 oocineto gerado transpbe a matriz peritrofica com auxilio
de quitinases (enzimas que catalisam a quebra da quitina) (VINETZ et al., 2000; LAN-
GER et al., 2000). Logo em seguida, com a ajuda de organelas secretoras (microne-
mas) e perfurinas (KADOTA et al., 2004; ECKER et al., 2007; DELIGIANNI et al.,



2018), o oocineto rompe a membrana celular das células intestinais, migra pelo seu
citoplasma e alcanga a lamina basal, desenvolvendo-se em oocisto. As proteinas P25
e P28, encontradas na superficie celular do protozoario, interagem com lamininas (gli-
coproteinas), presentes na lamina basal. Essa interagédo proteica parece estar envol-
vida no processo de formacao e desenvolvimento do oocisto (TOMAS et al., 2001;
SAXENA; WU; GARBOCZI, 2007).

Logo apos a sua formagao, o oocisto passa por algumas divisdes mitoticas e
subsequentes alteragdes morfoldgicas, que culminam na origem de milhares de es-
porozoitos. Estes esporozoitos sdo conduzidos pela hemolinfa até as glandulas sali-
vares do mosquito. A proteina circunsporozoita demonstrou ser essencial para forma-
cdo, desenvolvimento (MENARD et al., 1997; THATHY et al., 2002) e invasdo dos
esporozoitos as glandulas salivares do inseto (KOJIN et al., 2016). Depois da invasao,
em uma préxima hematofagia, os esporozoitos deverao ser inoculados pelo mosquito

em um hospedeiro vertebrado.

2.3 Breve histérico epidemioldogico da malaria no Brasil

Acredita-se que a malaria foi introduzida na América do Sul ap6s a colonizacao
europeia e o trafico de escravos, trazidos da Africa (FERREIRA PINTO, 1961; HUME;
LYONS; DAY, 2003; YALCINDAG et al., 2012; RODRIGUES et al., 2018).

No Brasil, a primeira alusdo a malaria foi feita em referéncia ao ano de 1587,
nos registros do livro “Tratado Descritivo do Brasil”, escrito pelo portugués Gabriel
Soares de Sousa (DEANE, 1986). Tal obra abordara a situacao em que viviam povos
indigenas tupinambads, suscetiveis a algumas doencgas, dentre elas, “febre terca e

quartd” (SOUSA, 1879), termo utilizado no passado, cuja aplicacéo clinica atual se
refere a doenca infecciosa febril aguda causada pelo protozoario do género Plasmo-
dium spp., agente etiolégico da malaria.

No inicio do século XX (1900), estima-se que o Brasil registrava aproximada-
mente seis milhdes de casos de maléaria por ano, afetando cerca de 50% da populagéo
do pafs naquele tempo (COURA; SUAREZ-MUTIS; LADEIA-ANDRADE, 2006). Ape-
sar disso, a situagao ainda era estavel.

Ocupacées desordenadas da Regiao Amazobnica favoreceram o aumento da
transmissao da maléaria no Brasil. O primeiro grande surto da doencga aconteceu entre

os anos de 1840 e 1912. Devido aos impactos ocasionados pela Revolugéo Industrial,



iniciada na Inglaterra no século XVIII, a borracha tornou-se um produto natural de alto
valor, principalmente para a industria automobilistica. Por esse motivo, a Regiao Ama-
zbnica (principal local de extracédo) passou por muitas mudancgas territoriais e popula-
cionais, resultando em elevagédo do numero de casos de malaria (CAMARGO, 2003).

A construcdo de estradas e ferrovias também ocasionou surtos da doenga. Um
exemplo foi a constru¢do da famosa ferrovia Madeira-Mamoré. Com aproximadamente 366
km, a ferrovia foi utilizada como rota de escoamento da borracha. Durante o periodo de
construgéo (1872-1912), muitos trabalhadores foram acometidos por malaria € morreram.
Nordestinos, imigrantes de outros estados brasileiros e estrangeiros, principalmente cari-
benhos, foram vitimas da enfermidade. Devido ao grande nimero de 6bitos, a ferrovia Ma-
deira-Mamoré ficou conhecida como a “ferrovia do diabo” (DEANE, 1986; LOURENCO-
DE-OLIVEIRA et al., 1989).

No ano de 1930, a malaria escreveu mais um capitulo na histéria brasileira. O
Anopheles gambiae, espécie oriunda do continente africano, havia sido introduzido na
cidade de Natal, Rio Grande do Norte. A sua entrada no Brasil muito possivelmente
foi facilitada por navios comerciais, que realizavam uma rota maritima entre Dakar
(Senegal) e Natal (Rio Grande do Norte). Por ser considerado o principal transmissor
da malaria no continente africano, a presenca deste terrivel vetor rapidamente chamou
a atencgao das autoridades de saude brasileiras (PINTO, 1939). Os esfor¢os para com-
bate-lo ndo foram suficientes para impedir sua expansdo. No estado do Ceara, o
Anopheles gambiae desencadeou uma das maiores epidemias de malaria ja notifica-
das no continente (TAUIL et al., 1985). Neste tempo, a incidéncia da malaria crescia
exponencialmente no Brasil. Por causa disso, o governo federal efetivou um acordo
de cooperacdo com a Fundacédo Rockfeller, investindo recursos financeiros em um
programa de servico de malaria no Nordeste. Com o trabalho de aproximadamente
quatro mil funcionarios, em apenas dois anos (1940), o Anopheles gambiae foi com-
pletamente erradicado do Brasil (PINTO, 1939; SILVEIRA; REZENDE, 2001; CAR-
MARGO, 2003).

Na década de 1940, o Brasil registrava cerca de cinco milhées de casos de
maldria por ano, em uma populacdo de aproximadamente 55 milhdes de habitantes
(DEANE, 1986). Todos os estados brasileiros eram receptivos para a doenga, com
excecao do Rio Grande do Sul e da area que hoje corresponde ao Distrito Federal
(PINOTTI, 1951). Devido a alta prevaléncia e a dispersdo da malaria no Brasil, criou-



se, ainda no inicio de 1940, trés instituicoes que atuariam em diferentes regides, bus-
cando o controle e o combate da doenca. Na regido Amazdnica, foi criado o Servico
Especial de Saude Publica (SESP). Em Sao Paulo, foi 0 Servigo Estadual de Malaria
(SEM). Nas demais regides, a responsabilidade pelo controle ficou para o Servigo Na-
cional de Malaria (SNM) (SILVEIRA; REZENDE, 2001).

Em 1939, as propriedades inseticidas do diclorodifeniltricloroetano (DDT) foram
descobertas. Devido a sua potente atividade e ao seu baixo custo, o DDT rapidamente
tornou-se o inseticida mais utilizado no mundo, com aplicagbes na agropecuaria e na
saude publica. O produto chegou ao Brasil no ano de 1945. A primeira utilizacao do
inseticida como método de controle e erradicacao vetorial teve como alvo o Anopheles
darlingi. A agdo aconteceu mais especificamente no estado do Para. Com um desfe-
cho positivo no controle da maléria ap6s seu uso, outros estados do Brasil também
aplicaram o método, observando-se uma consideravel diminuicdo na incidéncia da
doenca (DEANE et al.,, 1948; PINOTTI, 1951; LOURENGCO-DE-OLIVEIRA et al.,
1989).

Devido ao grande sucesso da aplicacdo do DDT no controle da malaria em
diversas regidées do mundo, a Organizacao Mundial de Saude (OMS), com apoio da
Organizacao Panamericana de Saude (OPS), langou, no inicio da década de 60, o
Programa de Erradicagdo da Malaria, visando a combater o mosquito vetor, melhorar
as condic¢oes sanitarias da populacao e tratar intensivamente os doentes. No Brasil, a
Campanha de Erradicacao da Malaria (CEM) foi liderada pelo médico sanitarista Mario
Pinotti, que direcionou as atividades do programa para a priorizagao de duas medidas
(LOIOLA; SILVA; TAUIL, 2002; CAMARGO, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2006):

» controle dos anofelinos transmissores da maléaria pela aplicagdo do DDT no
ambiente intradomiciliar;

» tratamento dos pacientes infectados por Plasmodium spp., buscando anular
possiveis fontes de infecc¢ao.

Com a atividade da CEM, o Brasil logrou éxito em controlar a doenga, mas
falhou na missédo de elimina-la. A transmissdo da malaria, embora ndo extinta, havia
sido interrompida em algumas regides do Brasil (Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e
Sul). Em contrapartida, tal transmissao ficou confinada a Regido Amazoénica, tor-
nando-a, ainda nos dias atuais, a principal area endémica do pais, responsavel por
mais de 99% dos casos (Figura 2). Os esfor¢cos empreendidos por intermédio da CEM

tiveram, como efeito, 0 menor niUmero de casos registrados, saindo-se dos quatro a



seis milhdes, na década de 1940, para 52.469 casos em 1970 (DEANE, 1986; BA-
RATA, 1995; SILVEIRA; REZENDE, 2001).

Os indices de malaria cresceram novamente quando, ainda na década de
1970, o governo brasileiro criou o Instituto Nacional de Colonizagéo e Reforma Agréria
(INCRA). O INCRA tinha por finalidade abrir novos espagos produtivos, incentivando
a colonizagado da Amazénia. Muitas familias, de diferentes regides do Brasil, migraram
na tentativa de ganhar a vida por meio da agricultura de pequena escala. Acontece
que, além da agricultura, os imigrantes viram a possibilidade de também trabalharem
na construgao de barragens e estradas e na abertura de minas e garimpos. Estima-
se que, nesse periodo, a Amazdnia recebeu cerca de um milhdo de imigrantes e, como
consequéncia, sofreu um aumento exponencial no nimero de casos de malaria,
saindo de 52.479 para aproximadamente 570.000 em 1989 (DEANE, 1986; MAR-
QUES, 1987; BARATA, 1995; TAUIL; DANIEL-RIBEIRO, 1998).

Em 1999, foram registrados 637.472 casos, 0 maior numero desde que politi-
cas de saude passaram a ser aplicadas com maior intensidade. Devido a condicéo
socioeconémica da regido, a imigragdo em massa e ao ambiente propicio para per-
manéncia e proliferacdo do vetor (Anopheles), os estados que compdem a regiao
Amazdnica se tornaram maioria na notificacdo dos casos (LOIOLA; SILVA; TAUIL,
2002; LADISLAU; LEAL; TAUIL, 2006).

Em 2001, foram registrados 389.762 casos, uma reducao de 39% em compa-
racdo ao ano de 1999. Seguramente, a expansao e a melhoria do Plano de Intensifi-
cacao das Acodes de Controle da Malaria (PIACM) resultaram na diminuicdo do nu-
mero de novos casos (LOIOLA; SILVA; TAUIL, 2002). Entre os anos de 2003 e 2005,
observou-se novamente um aumento consideravel na transmissdo da malaria na re-
gido Amazénica, chegando-se ao nimero de 607.782 casos (MINISTERIO DA SA-
UDE, 2013). H4 algumas razdes que justificam o rapido aumento no niimero de regis-
tros, como: alterac¢des climaticas que podem ter favorecido o aumento da populagcéo
vetorial, expansao da agropecuaria e da agricultura e, consequentemente, 0 aumento
do desmatamento, além do fluxo migratério constante (OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
2010; GRIFFING et al., 2015; LAPOUBLE; SANTELLI; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2015).
De 2008 até os dias atuais, o numero de casos de malaria tem apresentado certa
estabilidade. Nesses anos, o Brasil registrou a maior frequéncia em 2010 (334.686
casos notificados) (MINISTERIO DA SAUDE, 2013) e a menor em 2016 (129.246)
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(MINISTERIO DA SAUDE, 2019). No ano de 2019, foram registrados 157.068 casos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

RISCO DE TRANSMISSAO
Sem transmissao

I Baixo risco

I Médio risco

I Alto risco

0 500 1000 1500 km

Figura 2 — Mapa do Brasil que destaca as areas de risco para malaria de acordo com os diferentes
niveis de incidéncia parasitaria anual, 2018.
Fontes: Ministério da Saude, 2020.

2.4 A malaria no estado do Espirito Santo

Localizado na regido Sudeste do Brasil e com uma area territorial de
46.074,444 km? (IBGE, 2019), o Espirito Santo esta entre os estados da regido extra-
Amazdnica com maior nimero de casos de malaria. Entre os anos de 2007 e 2018,
foram notificados 473 casos autdctones da doenga no estado, dos quais 68,7% foram
ocasionados por P. vivax e 30,3% por P. falciparum (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).
Ressalta-se que a transmissao do P. falciparum no Espirito Santo decorre de surtos
que acontecem no norte do estado. Por critérios epidemiol6gicos, esses casos s&o
classificados como autoctones, porém, sua origem é principalmente da regiado Ama-
zbnica, onde a espécie circula com maior frequéncia.

O dois perfis de transmissdo da malaria observados no Espirito Santo se asso-
ciam aos dois diferentes aspectos geograficos do estado. Ao norte do leito do Rio
Doce, as areas preservadas de Mata Atlantica sdo menores, o clima € mais quente e



os relevos mais suaves. Nessas regioes, notificam-se os casos de maléaria importada,
geralmente trazidos por individuos da regiao Amazénica ou por imigrantes, especial-
mente africanos (SESA, 2018). Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi e Anopheles
(Nyssorhynchus) aquasalis s&o os principais vetores da malaria no norte do estado e
nas areas proximas a costa litoranea, respectivamente (MENEGUZZ| et al., 2009).

Ao sul do leito do Rio Doce, nota-se uma maior preservacao da Mata Atlantica,
o clima é mais frio e os relevos sdo mais acidentados. Nas areas montanhosas que
guardam proximidade com a floresta, encontram-se os casos autéctones da malaria-
bromélia, identificada no estado desde 1976 (SESA, 2018) e comumente registrada
nos municipios de Alfredo Chaves, Domingos Martins, Marechal Floriano, Santa Leo-
poldina, Santa Maria de Jetiba, Santa Teresa, Vargem Alta e Venda Nova do Imi-
grante. De acordo com Cerutti Junior et al. (2007), nesses locais, a malaria manifesta-
se com notavel distanciamento espacial e intervalo temporal entre os casos, que sao
por vezes assintomaticos. Entre os afetados, a maioria sao jovens do sexo masculino
com atividades ligadas ao ambiente rural. Plasmodium vivax e P. malariae séo as
espécies predominantes.

Com relagao ao vetor, 0 Anopheles (Kerteszia) cruzii Dyar e Knab, 1908, iden-
tificado pela primeira vez no Espirito Santo em 1947 (ANDRADE; BRANDAO, 1957),
esta adaptado ao bioma de Mata Atlantica e € o transmissor da malaria-bromélia,
sendo encontrado naturalmente infectado por P. falciparum, P. malariae e P. vivax em
diferentes ocasides (REZENDE et al., 2009; REZENDE et al., 2013; BUERY et al.,
2018). Sua distribuicdo no estado parece ser restrita a regido serrana, que tem altitude
de aproximadamente 800 metros e temperatura média de 17°C (REZENDE; CERUTTI
JUNIOR; SANTOS, 2005).

2.5 A Malaria Residual de Sistemas de Mata Atlantica (Malaria-Bromélia)

A malaria residual de sistemas de Mata Atlantica, que a principio foi denomi-
nada malaria silvestre (LUTZ apud PITTENDRIGH, 1948; BENCHIMOL; SA, 2005),
ficou também conhecida como complexo malaria-bromélia (DOWNS; PITTENDRIGH,
1946). Isso ocorreu porque mosquitos vetores do género Anopheles, subgénero Ker-
teszia, utilizam agua retida nos verticilos das bromélias para sua reproducéo.
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Descrita pela primeira vez em 1898 por Adolfo Lutz, a malaria-bromélia foi des-
coberta na regido serrana de Sao Paulo (Figura 3) durante a construgédo de uma fer-
rovia (FONSECA; CORREA, 1941; RACHOU, 1966). Os casos de malaria ali obser-
vados manifestavam-se com diferencas clinicas e epidemiolégicas quando compara-
dos ao padrao da doenca até entdo conhecido. A malaria na Serra de Cubatao clini-
camente apresentava-se sem maiores complica¢des, de carater benigno, diferindo do
habitual para a doenga, em que os acometidos apresentavam sintomatologia mais
acentuada. Do ponto de vista epidemioldgico, por via de regra, a malaria ocorria em
regiao de planicie e vale. Porém, desta vez, observava-se a manifestacdo da doenca
em uma regiao serrana, recoberta por um bioma de Mata Atlantica (LUTZ apud BEN-
CHIMOL; SA, 2005).

Figura 3 — Vista panoramica da Serra de Cubatédo (Santos), onde Lutz descobriu a maléria
silvestre.
Fonte: Adolpho Lutz adaptado Benchimol; Sa, (2005).

Tendo em vista os aspectos intrigantes daquela epidemia, em ambiente distinto
do comum, Adolfo Lutz passou algumas noites na regiao promovendo observacgdes e,
como resultado, o pesquisador registrou em seu relatério:

Logo na primeira noite, que sucedeu a um dia muito quente, surgiram, en-
quanto estdvamos sentados junto a um lampido, numerosos insetos picado-
res. Incluiam o Simulium pertinax Kollar, alguns culicideos, mais ou menos
banais e meus conhecidos, € uma espécie que ainda nao vira, caracterizada
pelas asas maculadas e pela posicao perpendicular esquisita que tomava ao
sugar. Apesar da sua delicadeza e tamanho diminuto, deu provas de ser um
sugador de sangue voraz, pousando sem hesitacdo alguma nas pessoas pre-
sentes e num caozinho que também ali se achava, sem fazer zumbido prévio.
As picadas desse mosquito sdo menos dolorosas que as de algumas outras
espécies. Devido a estas circunstancias, deixam de ser sentidas por certas
pessoas de modo que a espécie, que voa principalmente durante o crepus-
culo, passa facilmente desapercebida. Tive imediatamente a certeza de ter
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encontrado 0 mosquito que procurava, muito embora naquela época ainda
nédo fossem conhecidos os caracteristicos dos transmissores da malaria. Ao
ser descoberto, pouco depois, que estes deveriam ser procurados entre as
espécies do género Anopheles, vi com satisfagao que a nova espécie era, de
fato, um Anopheles (LUTZ apud BENCHIMOL; SA, 2005).

A nova espécie descrita era um anofelino, com habito desconhecido, em um
ambiente inabitual a casos de malaria. Portanto, tornou-se um desafio estabelecer o
local em que ele possivelmente se reproduzia. Adolfo Lutz conhecia estudos, como o
do pesquisador Friendenreich, que descreveram a presenca de coledpteros em bro-
mélias brasileiras (FRIENDENREICH, 1883). As bromélias estavam presentes na re-
giao da Serra de Cubatao. Por isso, Adolfo Lutz se dispds a examina-las. Larvas da
nova espécie de Anopheles foram encontradas (LUTZ apud BENCHIMOL; SA, 2005).
Em 1908, algumas alteragdes taxonémicas foram propostas e o Anopheles, encon-
trado por Adolfo Lutz foi denominado A. (K.) cruzii (DYAR; KNAB, 1908).

Apesar de ter sido uma importante descoberta para a época, as observacoes
registradas na Serra de Cubatao (Sao Paulo) foram consideradas limitadas e restritas
aregiao.

Como na época em que Lutz fizera tal verificagédo ( * ) nada era conhecido no
tocante ao mecanismo transmissor da infecgdo palldica, pois os estudos de
Ross e da Escola Italiana sé em 1899 fixara a importancia do papel dos ano-

felinos, conclue-se que Lutz foi o primeiro a determinar que a malaria era
transmitida por um anofelino (FONSECA; CORREA, 1941).

Knab ndo acreditava na transmissao da malaria por mosquitos silvestres e
achava que a epidemia estudada por Lutz na Serra de Cubatao nao passava
de uma simples “epidemia de recaidas” desencadeadas pelo excesso de tra-
balho dos operérios ja portadores da infecgdo malaria (RACHOU, 1966).

Somente alguns anos depois € que mais investigacées entomoldgicas foram
realizadas. Os resultados obtidos das novas pesquisas validaram as observacdes de
Adolfo Lutz, confirmando a capacidade e a potencialidade de alguns anofelinos (sub-
género Kerteszia) em transmitir a malaria em regides de Mata Atlantica (DAVIS, 1926;
FONSECA; CORREA, 1941; ANDRADE; BRANDAO, 1957; DEANE; DEANE; FER-
REIRA NETO, 1966; RACHOU, 1966; DEANE et al., 1968).

Em 1951, a malaria-bromélia era incidente na regido costeira dos estados de
Sao Paulo, Paranda, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, colocando, em zona de risco,
aproximadamente 1.000.000 de pessoas (PINOTTI, 1951; RACHOU, 1958). A cidade
de Floriandpolis registrava casos recorrentes da doenca, veiculada por anofelinos do
subgénero Kerteszia. Para combater os insetos vetores, um esquema de destruicdo
das bromélias foi adotado. Estimou-se a remoc¢ao de aproximadamente 20 milhées de

bromélias. Com o esgotamento dos criadouros do mosquito, a maléaria foi eliminada
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da capital do estado de Santa Catarina (RACHOU, 1952). Apesar do resultado posi-
tivo, ndo foi possivel reproduzir o método de destruicdo das bromélias em todas as
regides de Mata Atlantica. Acidentes geogréficos e o dificil acesso ao interior da flo-
resta foram alguns dos fatores que inviabilizaram a replicacdo da técnica (PINOTTI,
1951; RACHOU; FERREIRA, 1966).

Nas ultimas décadas, os casos autoctones observados em regides de Mata
Atlantica tém sido caracterizados por distancia espacial e temporal entre si (CERUTTI
JUNIOR, 2007), com baixa incidéncia, leve parasitemia a0 exame microscopico e
comportamento assintomatico ou oligossintomatico (CURADO et al., 1997; CERUTTI
et al., 2007). Atualmente, a malaria-bromélia é responsavel por 0,05% dos casos no
Brasil, ocorrendo em regides recobertas por Mata Atlantica, localizadas ao longo do
sul e do sudeste da costa litoranea (Santa Catarina, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Es-
pirito Santo). Plasmodium vivax, P. malariae (PINA-COSTA et al., 2014) e P. falci-
parum (MASELLI et al., 2014) sdo os agentes etiolégicos encontrados nessas regioes.
Em relacdo aos anofelinos, atribui-se principalmente as fémeas de A. (K.) cruzii a fun-
cao vetorial (RACHOU, 1966; DEANE, 1986; DUARTE et al., 2013; DEMARI-SILVA
et al., 2020).

2.5.1 Malaria Residual de Sistema de Mata Atlantica (Malaria-Bromélia) e sua re-
lacao com a malaria de primatas nao-humanos. Uma zoonose?

Como ja mencionado, a malaria-bromélia dispde de caracteristicas particulares,
gue nado correspondem as do ciclo de transmissao tradicional da doenga, fundamen-
tado na relacdo hospedeiro-vetor-hospedeiro. Com poucas notificacées ao longo dos
ultimos anos, autores discutem de que maneira o parasito ainda se mantém circulante
na regiao de Mata Atlantica. Atualmente, acredita-se que simios infectados contribuem
para a dindmica da transmissao, presumindo-se que eles possam atuar como reser-
vatérios do parasito, mantendo, desta forma, sua circulagdo nesses ambientes (ALEN-
CAR et al.,, 2018; MIGUEL et al., 2019).

No Brasil, Plasmodium brasilianum e Plasmodium simium parecem ser as Uni-
cas espécies responsaveis por manter a malaria em simios do Novo Mundo. O P.
brasilianum é encontrado na Regido Amazénica e na Regido de Mata Atlantica do sul
e sudeste, infectando pelo menos 11 géneros de primatas neotropicais, divididos em
cinco familias (Aotidae, Atelidae, Callitrichidae, Cebidae e Phiteciidae). O P. simium,
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por sua vez, é restrito apenas as regides Sul e Sudeste, infectando primatas dos gé-
neros Alouatta, Cebus, Sapajus e Brachyteles (DEANE, 1972; DEANE, 1992).

Na Mata Atlantica brasileira, primatas do género Alouatta se destacam como
potenciais reservatérios para maléaria humana. Estudos sobre a malaria simia, realiza-
dos por Deane (1972), revelaram uma maior frequéncia de infeccao para P. brasilia-
num e P. simium nos primatas pertencentes a este género. Resultados semelhantes
foram encontrados por Duarte et al. (2008), com PNH do género Alouatta identificados
com maior prevaléncia para malaria. Abreu et al. (2019) investigaram infeccées por
Plasmodium spp. em PNH distribuidos em regides de Mata Atlantica nos estados do
Espirito Santo, Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro. Os autores observaram
que, dentre as seis espécies de simios analisadas, somente Alouatta guariba clami-
tans havia sido infectado pelo parasito da malaria. Recentemente, Monteiro et al.
(2020) realizaram uma ampla investigacao epidemioldgica para detectar anticorpos
contra antigenos plasmodiais em simios distribuidos em diferentes regides do Brasil.
Na Mata Atlantica, novamente, somente os primatas do género Alouatta apresentaram
soropositividade.

Ainda no Brasil, P. vivax e P. malariae sédo responsaveis por causar a malaria
humana nas regides de Mata Atlantica do sul e sudeste, onde verifica-se a ocorréncia
da malaria-bromélia (PINA-COSTA et al., 2014). Estes parasitos possuem alta seme-
lhanga morfolégica, imunologica e genética com P. brasilianum e P. simium (CO-
CHRANE et al., 1985; BARNWELL, 1986; ESCALANTE; BARRIO; AYALA, 1995; LIM;
TAZI; AYALA, 2005), sendo consideradas, por muitos autores, como espécies idénti-
cas em hospedeiros diferentes.

Deane, Deane e Ferreira Neto (1966), pesquisando a malaria simia no Horto
Florestal da Cantareira (Sao Paulo), foram alguns dos primeiros a conjecturar a pos-
sibilidade de zoonose, ap6s constatar que um dos colaboradores de seu trabalho ha-
via sido naturalmente infectado por P. simium enquanto realizava capturas de A. (K.)
cruzii. De acordo com Deane (1992), ha possibilidade de a maléria ser uma zoonose
em algumas regides particulares do Brasil se:

e 0 homem for suscetivel aos parasitos simios;

e 0s seres humanos viverem dentro ou perto de florestas habitadas por PNH in-
fectados;

e vetores suscetiveis tiverem a oportunidade de frequentemente se alimentarem

de ambos, macacos e homem.
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A literatura relata numerosos casos de individuos que foram infectados experi-
mentalmente, naturalmente ou acidentalmente, desde 1960, por diferentes espécies
de Plasmodium spp. que acometem tradicionalmente simios, a citar: Plasmodium
cynomolgi (COATNEY et al., 1961), P. brasilianum (CONTACOQOS et al., 1963), Plas-
modium knowlesi (CHIN et al., 1965), Plasmodium inui (COATNEY et al., 1966) e Plas-
modium schwetzi (CONTACOS et al., 1970).

Recentemente, Brasil et al. (2017) conduziram um estudo epidemioldgico na
regiao de Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro, onde foram notificados, entre
os anos de 2015 e 2016, 49 casos de maléaria autoctone. As analises moleculares
apontaram P. simium como principal agente causador da malaria em humanos e si-
mios naquela regido. Sequenciou-se o genoma mitocondrial do parasito, isolado das
amostras obtidas durante o estudo. O resultado sugeriu a identificagdo de P. simium
com base em sequéncias depositadas no GenBank. Polimorfismos de nucleotideos
unicos (SNPs) identificados nas posi¢des 3535 (T -> C) e 3869 (A -> G) foram utiliza-
dos como argumento, pelos autores, para propor uma diferenciagéo entre P. simium
e P. vivax.

Buery et al. (2017) analisou 0 genoma mitocondrial completo de Plasmodium
vivax/simium. Duas redes de haplétipos foram construidas. Uma das redes possuia
29 amostras (22 de humanos, uma de um simio do género Alouatta e seis de mosqui-
tos vetores do género Anopheles spp.), exclusivas do ambiente de Mata Atlantica do
Espirito Santo. Com as amostras obtidas dos 22 humanos, constatou-se a formagao
de sete diferentes haplétipos. Dois desses haplétipos de origem humana eram com-
pativeis com amostras de simios, indicando uma possivel transferéncia dos parasitos
entre ambos os hospedeiros. Apesar disso, os SNPs propostos por Brasil et al. (2017)
nao foram suficientes para diferenciar P. vivax de P. simium, pois ndo se mostraram
estaveis nos diversos haplétipos, havendo mistura nas sequéncias.

A identidade genética entre plasmédios humanos e simianos vem sendo refor-
cada ao longo dos anos. A analise dos genes Csp (Proteina Circunsporozoita) (GOL-
DMAN et al., 1993; ESCALANTE et al., 1995; LIM; TAZI; AYALA, 2005), Cytb (Cito-
cromo B) (ESCALANTE et al., 1998), MSP-1 (Proteina 1 da superficie de merozoito)
(TAZI; AYALA, 2011), além de polimorfismos de microssatélite (LECLERC et al.,
2004), evidenciaram uma alta relacao de similaridade entre P. vivax e P. simium. O
mesmo acontece com P. malariae e P. brasilianum. Neste caso, a similaridade obser-

vada entre as espécies ocorre em funcao do gene Csp (LAL et al., 1988), SSU rRNA
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(FANDEUR et al., 2000), 18S DNAr (FUENTES-RAMIREZ et al., 2017), além da ge-
notipagem de microssatélites (GUIMARAES et al., 2012).

A malaria simia e a malaria-bromélia, além de compartilharem a semelhanca
entre seus respectivos agentes etiolégicos, compartiiham também um mesmo vetor,
(DEANE; DEANE; FERREIRA NETO, 1966; DEANE et al., 1971), o que viabiliza,
ainda, mais um possivel cenario de transferéncia do parasito entre os hospedeiros.

Varia¢des no comportamento do A. (K.) cruzii foram observadas em zonas de
transmissao das malarias simia e humana no Brasil (DEANE et al.,1971). Nas regides
onde este inseto é definitivamente acrodendrofilico, ou seja, onde sua presencga ocorre
majoritariamente na copa das arvores, constatam-se taxas significativas de macacos
infectados e auséncia ou casos raros de maldria humana. Ao contrario, nas regiées
onde comporta-se de maneira mais versatil, circulando tanto na copa das arvores
quanto no solo, é possivel que se tenha um nimero maior de casos humanos. Essa
movimentagao vertical possibilita a espécie se alimentar tanto de PNH como de hu-
manos, possivelmente favorecendo o compartilhamento de plasmodios entre ambos
(DEANE; FERREIRA NETO; LIMA, 1984) (Figura 4).

Figura 4 — Esquema de transmissao do ciclo hipotético da malaria-bromélia no bioma de Mata Atlan-
tica.
Fonte: Buery et al., 2021.
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2.6. Anopheles (Kerteszia) cruzii, o vetor primario da malaria-bromélia

Mosquitos do género Anopheles compreendem hoje cerca de 465 espécies.
Dessas, somente 70 sdo reconhecidas como importantes na transmissdo da malaria
(SINKA et al., 2012). No Brasil, varias espécies de Anopheles sao conhecidas. Os
principais transmissores da malaria no pais pertencem ao subgénero Nyssorhyncus e
ao subgénero Kerteszia.

Anopheles (Kerteszia) cruziii Dyar & Knab, 1908 é considerado o principal vetor
da malaria simia e da malaria-bromélia no Brasil. Sua distribuicdo geografica abrange
o litoral brasileiro, principalmente nas regides Sul e Sudeste (COUTINHO; RACHOU;
FERREIRA, 1944; DEANE; DEANE; FERREIRA NETO 1965; DEANE et al.,1971).

Assim como as demais espécies do subgénero Kesteszia (exceto Anopheles
bambusicolus Komp, 1937), A. (K.) cruzii utiliza a agua retida nos verticilos das bro-
mélias epifitas ou terrestres para sua reproducao. Por depender desse meio para o
desenvolvimento de suas formas imaturas, as fémeas desta espécie geralmente prio-
rizam lugares umidos e sombreados, de maneira que a evaporagao da agua ocorra
de forma mais lenta. Sua densidade populacional esta diretamente relacionada a
abundéancia de bromélias (CONSOLI; LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Em condi-
cbes laboratoriais, o ciclo de vida desta espécie — do ovo até a fase adulta — durou
aproximadamente 35 dias (WILKERSON; PEYTON, 1991). A longevidade natural de
um adulto foi estimada entre 35 e 56 dias (FERREIRA et al.,1969).

A populacéo de A. (K.) cruzii encontra-se predominantemente nas regides de
Mata Atlantica. Neste ambiente, a espécie manifesta um comportamento acrodendro-
filico. O termo acrodendrofilia diz respeito a tendéncia que alguns mosquitos silvestres
possuem de desempenhar suas atividades (reproducao, alimentacdo/hematofagia)
préximas a copa das arvores (GARNHAM; HARPER; HIGHTON, 1946). Diferentes
estudos obtiveram resultados que atestaram esse comportamento no A. (K.) cruzii,
confirmando sua preferéncia em viver na copa das arvores, se reproduzir nos verticilos
de bromélias epifitas (preferivel) e se alimentar em simios e passaros (FORATTINI;
LOPES; RABELLO, 1968; DEANE et al.,1971; GUIMARAES; ARLE; MACHADO,
1987; UENO; FORATTINI; KAKITANI, 2007; REZENDE et al., 2009; BUERY et al.,
2018). No entanto, variacoes comportamentais podem ocorrer. Eventualmente, A. (K.)
cruzii pode ser encontrado circulando no solo (DEANE et al.,1971) ou no ambiente
domiciliar, proximo de areas florestais, em busca de fontes sanguineas (FORATTINI
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et al., 1990; GUIMARAES et al., 2000). Sua permanéncia no ambiente antrépico con-
diciona-se apenas ao tempo de hematofagia, ratificando seu comportamento assinan-
tropico e sua forte relagdo com o meio silvestre (FORATTINI et al., 1993; GUIMARAES
et al., 2003).

As variagdes comportamentais de A. (K.) cruzii, observadas em diferentes re-
gibes do Brasil podem, em parte, ser explicadas por fatores ambientais. Estudos re-
centes mostram que alteragbes ambientais antrdpicas podem exercer impacto sobre
a populacédo dessa espécie, ocasionando a diminuicdo da sua densidade vetorial e
provocando alteragdes fenotipicas (MULTINI; WILKE; MARRELLI, 2019) e comporta-
mentais (dispersdo vertical e acrodendrofilia) (CHAVES et al., 2016; MEDEIROS-
SOUSA et al., 2019). Além disso, A. (K.) cruziipode compor um complexo de espécies
cripticas, com subgrupos ocorrendo em diferentes regides de Mata Atlantica do Brasil
(CARVALHO-PINTO; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2004; RONA; CARVALHO-PINTO;
PEIXOTO, 2010; RONA; CARVALHO-PINTO; PEIXOTO 2013; DIAS et al., 2018; KIR-
CHGATTER et al., 2020). Entende-se, como espécies cripticas, duas ou mais espé-
cies diferentes em termos genéticos, mas morfologicamente iguais, tradicionalmente
classificadas como uma unica espécie (PFENNINGER; SCHWENK, 2007).
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3 JUSTIFICATIVA

A transmisséao residual da malaria na regidao extra-Amazénica foi considerada
interrompida nas regides Sul e Sudeste do Brasil na década de 1960, apés intensa
campanha de combate vetorial. Todavia, casos humanos autéctones ainda sao notifi-
cados esporadicamente todos 0s anos nessas regides, sobretudo nas areas de Mata
Atlantica. Neste bioma, um conjunto de fatores ecolégicos como, clima e vegetacéo,
propiciam a formacao de criadouros permanentes para anofelinos, o que favorece a
transmissao residual da doenca e dificulta, por exemplo, a implementacao de proce-
dimentos padronizados de controle.

Questbes sobre a dinamica de transmissdo da malaria-bromélia (residual)
ainda precisam ser esclarecidas. As caracteristicas epidemioldgicas observadas nas
regides de ocorréncia diferem suficientemente daquelas observadas na regiao Ama-
z6nica. A existéncia de uma cadeia de transmissao tradicional, fundamentada na re-
lacdo hospedeiro-vetor-hospedeiro tem sido questionada. A presenca de um possivel
reservatério ndo humano do parasito na Mata Atlantica é considerada. Atualmente,
acredita-se que PNH possam cumprir este papel. Esta hipbtese, apesar de ser factivel,
ainda nao é bem esclarecida.

Recentemente, um surto de febre amarela silvestre reemergiu nas areas de
Mata Atlantica do sul e sudeste do pais e foi responsavel por inUmeras epizootias,
principalmente nos estados de Minas Gerais e Espitito Santo (MINISTERIO DA SA-
UDE, 2017). Os primatas ndo-humanos do género Alouatta sp. — apontados como
principais reservatoérios da malaria humana e simia na Mata Atlantica — sdo os mais
suscetiveis ao virus da febre amarela (VASCONCELQOS, 2003; MARES-GUIA et al.,
2018) e, por ocasiao do surto, estiveram entre os mais afetados, com registro de ele-
vada mortalidade. Nesse contexto, assumindo a hipétese da participagdo de PNH no
ciclo de transmissao da malaria-bromélia, a sua reducéo populacional deveria esgotar
a fonte de infecgao, principalmente para os anofelinos do subgénero Kerteszia e, em
decorréncia disso, exercer impacto na cadeia de transmissao da doenca.

Em virtude dos fatos mencionados, os anofelinos tornam-se importantes indi-
cadores biolégicos da malaria na Mata Atlantica. Analisar sua diversidade, distribui-
cao, abundancia e infectividade nesse momento, em que a populagdo de PNH do
género Alouatta — apontados como potenciais reservatorios — encontra-se reduzida,
podera definir melhor a atuacao e a influéncia dos possiveis hospedeiros/reservatérios
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e, com isso, esclarecer incertezas epidemiolégicas e melhor elucidar a dinamica de

transmissao da malaria-bromélia.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a dindmica de transmissdo da Malaria Residual de Sistemas de Mata

Atlantica em areas rurais do estado do Espirito Santo a partir da populagéo de culici-

deos do género Anopheles.

4.2 Objetivos especificos

1.
2.

Determinar a composi¢cao da fauna anofélica nas areas exploradas;

Comparar abundancia, riqueza e distribuicdo de espécies de anofelinos entre

as areas consideradas de alto e baixo risco para malaria residual;

Verificar a infecgao natural por protozoarios do género Plasmodium nas fémeas

de mosquitos do subgénero Kerteszia coletadas;

Identificar as diferentes espécies de Plasmodium circulantes nas fémeas de

anofelinos pertencentes ao subgénero Kerteszia.
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5 METODOS

5.1 Delineamento do estudo

O estudo foi conduzido nas regides rurais dos municipios de Santa Teresa —
Valsugana Velha (19°58’05,2”S 40°34°40,8"W) e Itaguacu — Alto Caparaé (9°44'12,7’S
40°58’33,1"W), localizadas na regiao montanhosa do estado do Espirito Santo (Figura
5). A cidade de Santa Teresa possui uma area de 683.032 km2 com 32,1% de cober-
tura de Mata Atlantica. Por sua vez, a cidade de ltaguacu, distante 53 km de Santa
Teresa, possui 535.021 km?, dos quais 17,7% estao cobertos pela Mata Atlantica (SE-
AMA, 2018; IBGE, 2019).

Os dois pontos de coleta foram selecionados com base nas caracteristicas ge-
ogréficas (altitude e proximidade com fragmentos de Mata Atlantica) e epidemiol6gi-
cas (alto e baixo risco para maléria). A localidade de Valsugana Velha tornou-se ponto
de coleta fixa apds registros de casos autéctones de maléria e de infeccao natural por
Plasmodium spp. em mosquitos do género Anopheles, evidenciados nos estudos de
Cerutti Junior et al. (2007), Rezende et al. (2009) e Buery et al. (2018), respectiva-
mente. A localidade de Alto Caparad dispde de um aspecto geografico similar ao de
Valsugana Velha (ambos com aproximadamente 900m de altitude), porém, até o mo-
mento, ndo ha registros de transmissdo da malaria na regiao.

Segundo o Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao
Rural (INCAPER), a regiao de Valsugana Velha e Alto Caparad apresentam clima frio
e umido (INCAPER, 2020). As temperaturas minimas médias e maximas medias dos
meses mais frios e mais quentes variam entre 7,3 - 9,4 °C e entre 25,3 - 27,8 °C,
respectivamente. Essas areas recebem uma precipitacao anual de aproximadamente
1.332 mm (Valsugana Velha) e 1.066 mm (Alto Caparad) (INCAPER 2020). O periodo
chuvoso se concentra entre os meses de janeiro e abril e entre outubro e dezembro.

Os meses de maio a setembro sdo marcados por um periodo de estiagem e seca.

24



-41°50'24.0"
T

-18°3'36.0"
JM09EEL8L-

DYT2THL-

Minas Gerais"

-19°224.0"

4 ol Ttaguacu L

-20°1"12.0"
W0CLhL0C"
J
e o

Legenda
@ Atto Caparaé
@ Valsugana Velha
Il Mata Atlantica
- Rios e Lagos

Oceano Atlantico

21°0'0.0

T
) QP
5
00.0-LT

: " L id
Rio de Janeiro R

A 0 25 50  75km

ha¥

1 1
-41°5024.0" -40°5512.0" -40°00.0"

Figura 5 — Localizacado geografica das duas areas de estudo no estado do Espirito Santo, Brasil.
Fonte: Arquivo pessoal.

5.2 Estratégias de captura

As capturas foram realizadas uma vez por més, no periodo compreendido entre
maio de 2019 e abril de 2020, totalizando 12 meses de coleta.

Os métodos de captura utilizados foram: (1) armadilhas luminosas do tipo CDC
com iscas de COg, instaladas no interior da floresta (copa e solo); (2) armadilhas de
Shannon, instaladas no interior da floresta.

As armadilhas do tipo CDC foram instaladas simultaneamente (copa e solo). A
equipe de campo utilizou duas armadilhas deste tipo, posicionando-as em pontos es-
tratégicos para captura. A primeira armadilha do tipo CDC foi erguida a aproximada-
mente 15 metros de altura, na copa das arvores (no interior da floresta). A segunda
armadilha do tipo CDC foi posicionada a aproximadamente um metro do solo, também
no interior da floresta. Por esse método, as capturas tiveram um tempo de duracéo
equivalente a 12h, sendo instaladas a noite (18:00h) e retiradas pela manha (06:00h).
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Armadilhas de Shannon também foram utilizadas para captura de anofelinos
no interior da floresta. As capturas realizadas por essa metodologia tiveram a duragéo
de quatro horas, tendo a instalagdo das armadilhas ocorrido as 18:00h e sua retirada
as 22:00h.

Figura 6 — Armadilhas instaladas no interior da floresta para captura de anofelinos. A- Armadilha lu-
minosa do tipo “CDC” (Center for Disease Control); B- Armadilha de Shannon.
Fonte: Arquivo pessoal.

5.3 Armazenamento e identificacao

Os exemplares coletados foram transportados até o Nucleo de Entomologia e
Malacologia do Espirito Santo — NEMES, onde as identifica¢cdes foram conduzidas
pelas chaves propostas por Consoli & Lourenco-de-Oliveira (1994). As fémeas de A.
(K.) cruziie Anopheles (Kerteszia) homunculus Komp, 1937 identificadas foram arma-
zenadas em microtubos contendo alcool isopropilico. Os espécimes foram agrupados
em pools (maximo de 10 amostras/pool). Os pools foram formados segundo locali-

dade, data da coleta e tipo de armadilha.

5.4 Analise laboratorial
5.4.1 Extracao de DNA de “pools” de anofelinos do subgénero Kerteszia

A etapa de analise molecular aconteceu no laboratério de Protozoologia do Ins-
tituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo — IMT/USP.
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A extracao do DNA ocorreu por pools (maximo 10 espécimes/pool) e foi reali-
zada por meio do kit DNeasy ° Blood & Tissue (QIAGEN), de acordo com as instru¢des
do fabricante. Os pools foram agrupados segundo localidade, data da coleta e tipo de
armadilha.

Em microtubos de 1,5ml, os espécimes/pool foram macerados em 180 ul da
solugéo PBS (Phosphate buffered saline). Adicionou-se, entao, 20 ul de proteinase K
para digestdo enzimatica e 200 ul de tampao AL (Lysis Buffer). A mistura foi homoge-
neizada em agitador (vortex) e imediatamente incubada em banho-maria a 56°C por
10 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 pl de etanol (96-100%) para precipi-
tacdo do DNA. Novamente, a amostra foi homogeneizada em agitador (vortex).

A solucéo final foi transferida para um dispositivo de coluna com filtro (DNeasy
Mini spin column), associado a um tubo seco de 2 ml. Os tubos foram centrifugados a
8.000 rpm por um minuto. A coluna (DNeasy Mini spin column) foi removida e entao
transferida para um novo tubo de 2 ml. Foram adicionados 500 pl de tampao AW1
(Wash Buffer 1) a coluna, que, mais uma vez, foi centrifugada a 8.000 rpm por um
minuto. O procedimento da atividade anterior foi repetido mais uma vez, com a adicéo
de 500 pl de tampao AW2 (Wash Buffer 2) e centrifugacdo de 14.000 rpm por trés
minutos.

Finalmente, foram acrescidos 100 ul de tampéo AE (Buffer AE) para eluigdo. A
amostra foi incubada a temperatura ambiente por um minuto e entdo centrifugada a
8.000 rpm por um minuto. O processo de eluicao foi repetido uma vez para obter a
concentragdo maxima possivel de DNA. Ao término, as colunas foram descartadas e
o DNA extraido submetido a andlise.

5.4.2 Reacao em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (QPCR)

As amostras foram processadas mediante a técnica de Reacao em Cadeia da
Polimerase Quantitativa em Tempo Real (TagMan), com o protocolo descrito por Bic-
kersmith et al. (2015). Os primers e sondas utilizados tiveram como alvo o gene 18S
ssrBRNA de Plasmodium para as seguintes espécies: Plasmodium falciparum (BIC-
KERSMITH et al., 2015), P. malariae (ROUGEMONT et al., 2004) e P. vivax (BIC-
KERSMITH et al., 2015) (Quadro 1). As reacdes para determinacao de cada espécie
de Plasmodium foram realizadas separadamente.
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As reacdes da qPCR foram realizadas com volume final de 15 ul, sendo: 2,0 pl
de DNA, 7,5 pl de TagMan Universal Master Mix Il, com UNG (Applied Biosystems),
0,45 pl de cada primer espécie-especifico, 0,15 pl de sonda espécie-especifico
(Probe). Foram utilizados 4,45 ul de agua de injecéao (estéril) para ajustar o volume

final.

Quadro 1 — Sequéncia de primers utilizados para amplificar o gene 18S ssRNA de Plasmodium em
00ls de anofelinos no sistema gPCR.

Alvo Primers/ Sequéncia5 -3’
sondas
Falc-F GACTAGGTGTTGGATGAAAGTGTTAAA
P. falciparum Falciorob VIC-TGAAGGAAGCAATCTAAAAGTCAC-
aiciprobe CTCGAAAGA-QSY
Vivax-F GACTAGGCTTTGGATGAAAGATTTTAA
P. vivax
Vivaxprobe NED-ATAAACTCCGAAGAGAAAA-MGBNFQ
Mal-F CCGACTAGGTGTTGGATGATAGAGTAAA
P. malariae
Malaprobe FAM-CTATCTAAAAGAAACACTCAT-MGBNFQ

Fonte: Rougemont et al. 2004; Bickersmith et al. 2015.

A amplificacdo do DNA foi realizada em Termociclador Step One Plus (Applied
Biosystems), nas seguintes condi¢des: 50°C por dois minutos (etapa de ativacdo da
enzima Uracil-N-glicosilase TagMan®), 95°C por 10 minutos e 50 ciclos a 95°C por 15
segundos (etapa de desnaturacao) e 60°C por um minuto (etapa de anelamento dos
oligonucleotideos e extensao do DNA alvo).

Controles positivo e negativo foram utilizados em todas as reagdes. Como con-
trole positivo, foi utilizado DNA extraido de pool/ de A. (K.) cruziiinfectado por P. vivax,
sangue de macaco Rhesus infectado por P. brasilianum e sangue de pacientes infec-
tados por P. falciparum. Como controle negativo, foi utilizada agua de injecao (estéril).

5.5 Analise estatistica

Apbs o término da coleta e identificacdo morfoldgica das espécies de anofeli-
nos, os dados foram tabulados em planilhas eletrénicas do Microsoft Excel
2016 e organizados de acordo com: localidade, data da coleta, espécie e tipo de ar-
madilha.
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Para analise dos dados, foram utilizados o programa R (versao 1.3.1093), com
complemento do pacote vegan, e o programa PAST (versao 4.03). Em todas as ana-
lises estatisticas, utilizou-se o nivel de significancia de 5% (a= 0,05).

5.5.1 indices ecoldgicos

Os dados sobre distribuicdo e densidade dos anofelinos foram expressos na
forma de frequéncia absoluta e relativa. Foram calculados o indice de Diversidade de
Shannon-Wiener (H’), o indice de Dominancia de Simpson (C) e o indice de Equabili-
dade de Pielou (J) para diversidade, dominancia e rigueza de espécies, respectiva-
mente. O indice de Sorensen (IS) permitiu avaliar a similaridade da composicao de
espécies entre as areas amostradas. Os valores do indice de Diversidade de Shan-
non-Wiener (H’) e do indice de Dominancia de Simpson (C) foram comparados entre
as duas areas estudadas (Valsugana Velha e Alto Caparad) por meio do teste t de

Hutcheson.

5.5.2 Sazonalidade

Dados meteorolégicos como temperatura (°C) e precipitacdo (mm) foram obti-
dos da estacao automatica de Santa Teresa, administrada pelo Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET).

Para a analise da distribuicdo sazonal, foram utilizados o coeficiente de corre-
lacdo de Spearman (quando os dados amostrais violaram a premissa de normalidade)
e o coeficiente de correlacdo de Pearson (quando os dados amostrais respeitaram a
premissa de normalidade). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a nor-
malidade dos dados. Os dados de temperatura utilizados no calculo referem-se a meé-
dia do dia do evento (coleta) e os de precipitagdo correspondem a chuva acumulada
nos sete dias anteriores ao dia da coleta.

5.5.3 Taxa Minima de Infeccao (TMI)

Para estimar o percentual de anofelinos infectados, foi calculada a taxa minima
de infeccdo, em que o numero total de pools positivos foi dividido pelo nimero total
de espécimes testados e multiplicado por 100, como descrito por Paiva et al. (2006).
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A taxa minima de infeccao foi estimada assumindo-se que um pool positivo contém

pelo menos um espécime infectado.

TMI = Numero total de pools positivos X 100

Total de espécimes analisados
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6 CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho foi conduzido em parceria com o Nucleo de Entomologia e Mala-
cologia do Espirito Santo — NEMES, 6rgéo vinculado a Secretaria de Estado da Saude
do Espirito Santo que realiza investigacoes entomoldgicas rotineiramente como parte
de suas atribuicées nas acdes de saude publica em ambito estadual.

No processo de captura entomoldgica, nenhum dano foi infligido ao meio-am-
biente. Os membros da equipe usaram equipamentos de prote¢éo, evitando acidentes
por animais peconhentos e picadas por insetos.
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7 RESULTADOS

7.1 Composicao, abundancia, riqueza e diversidade de espécies de anofelinos

Entre maio de 2019 e abril de 2020, foram realizados 12 eventos de coleta,
resultando na captura de 1.471 espécimes de anofelinos, distribuidos em trés subgé-
neros e 13 espécies (Tabela 1). Em relagdo as espécies coletadas, A. (K.) cruzii foi a
que apresentou maior frequéncia (87%), seguida por Anopheles (Nyssorhynchus)
strodei Root, 1926 (6%) e Anopheles (Nyssorhynchus) evansae Brethes, 1926
(4,21%).

Tabela 1: Abundéncia de anofelinos de acordo com espécie, local de coleta e tipo de armadilha.
A:. Anopheles; K:. Kerteszia; N:. Nyssorhynchus.

Valsugana Velha Alto Caparad
Espécies Total (%) cDC CcDC CDC CDC
Shannon <515 copa Shannon solo copa
Anopheles (K-) 4 g0 (87) 13 10 1236 0 ! 20
cruzii
Anopheles (N.) 89 (6) 80 7 0 2 0 0
strodei
Anopheles (N.)
evansae 62 (4.21) " " 1 ’ 1 :
Anopheles (K.) 14 (0,95) 0 0 14 0 0 0
homunculus
Anopheles (N.) 7 (0.47) 6 1 0 0 0 0
galvaoi ’
Anopheles (A.)
mediopunctatus 40.27) ° ° 1 ° ’ i
Anopheles (N.) 3(02) 1 1 0 1 0 0
lutzii ’
Anopheles (N.) 3(02) > 1 0 0 0 0
triannulatus ’
Anopheles (N.)
lanei 2(0,13) 1 1 0 0 0 0
Anopheles (N.) 2(0.13) 0 0 0 2 0 0
oswaldoi ’
Anopheles (A.) 2(0,13) 0 0 0 1 1 0
fluminensis ’
Anopheles (A.)
punctimacula 2(0.13) 0 ° ° 1 1 :
Anopheles (N.) 1(0.06) 1 0 0 0 0 0
argyritarsis ’
Total 1.471 150 36 1.252 9 4 20

Dentre as areas exploradas, a localidade de Valsugana Velha exibiu maior
abundancia e riqueza, com 1.438 (97,7%) exemplares distribuidos em 10 espécies.
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Em contrapartida, na localidade de Alto Caparad, foram obtidos apenas 33 (2,24%)
anofelinos, pertencentes a sete espécies. Somente quatro espécies de anofelinos fo-
ram semelhantes entre as duas &reas (Figura 7). O indice de Sorensen (IS 0,47) re-
velou uma baixa similaridade entre as areas quanto ao nimero de espécies compar-
tilhadas.

Valsugana Velha Alto Caparaé

Anopheles (K.) homunculus

Anopheles (A.) mediopunctatus

Anopheles (N.) fanei Anopheles (N.) oswaldoi

Anopheles (N.) galvaoi Anopheles (A.) fluminenses

Anopheles (N.) argyritarsis Anopheles (A.) punctimacula

Anopheles (N.) triannulatus

Figura 7 — Diagrama de Venn representando espécies de anofelinos capturados em Valsugana Ve-
Iha, Alto Caparad e ambas as localidades. A: Anopheles; K: Kerteszia; N: Nyssorhynchus
Fonte: Arquivo pessoal.

Anopheles (K.) cruzii, vetor primario da malaria humana e simia na Mata Atlan-
tica, foi a espécie dominante e mais abundante no estudo, constituindo 87% de toda
a amostra. Analisando sua variagao populacional entre as areas exploradas, obser-
vOu-se uma predominancia desta espécie, com um numero aproximadamente 60 ve-
zes maior, na localidade de Valsugana Velha (endémica para malaria) quando com-
parada a localidade de Alto Caparad (area ndo endémica).

A distribuicao de anofelinos por armadilhas de acordo com a localidade encon-
tra-se representada na Figura 8. Do total de mosquitos coletados e analisados,
86,47% foram capturados em armadilhas luminosas tipo CDC posicionadas na copa
das arvores, seguidas de armadilhas Shannon (10,81%) e armadilhas luminosas tipo
CDC posicionadas no solo (2,72%). Analisando as trés espécies mais abundantes
isoladamente para cada area e tipo de armadilha, obteve-se os seguintes resultados:
Anopheles (N.) strodei foi inexistente na copa das arvores nas duas areas, pouco fre-
guente nas armadilhas luminosas tipo CDC posicionadas no solo e predominante na
armadilha de Shannon em Valsugana Velha (91,95%) e Alto Caparadé (100%);
Anopheles (N.) evansae foi praticamente inexistente na copa das arvores, sendo sua
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frequéncia no solo maior na armadilha de Shannon, sobretudo em Valsugana Velha
(72,88%); a espécie considerada vetor primario da malaria na Mata Atlantica, o A. (K.)
cruzii, foi encontrado em todos os estratos em Valsugana Velha, apresentando uma
menor abundancia na armadilha luminosa tipo CDC posicionada no solo (0,79%) e na
armadilha de Shannon (1,03%). A frequéncia desta Ultima espécie aumentou expres-
sivamente na copa das arvores (98,17%). Na area considerada ndo endémica para
malaria, A. (K.) cruzii também foi predominante na copa das arvores (95,24%), mas

sua abundancia total foi consideravelmente menor, como ja observado.

a
Anopheles (N.) triannulatus

Anopheles (N.) argyritarsis I
Anopheles (N.) galvaoi I
Anopheles (N.) lutzii
Anopheles (N.) lanei I —
Anopheles (A.) mediopunctatus |
Anopheles (N.) evansae I
Anopheles (N.) strodei I
Anopheles (K.) homunculus I
Anopheles (K.) cruzii

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
@Shannon BCDC Solo mCDC Copa

Anopheles (A.) punctimacula I
Anopheles (A.) fluminenses I
Anopheles (N.) oswaldoi | —
Anopheles (N.) lutzii | —
Anopheles (N.) evansae I
Anopheles (N.) strodei | —
Anopheles (K.) cruzii I

0% 20% 40% 60% 80% 100%
EShannon BECDC Solo mCDC Copa

Figura 8 — Distribuicdo de anofelinos por espécie, armadilha e local de coleta. (A) Valsugana Velha;
(B) Alto Caparad. A: Anopheles; K: Kerteszia; N: Nyssorhynchus.
Fonte: Arquivo pessoal.

Considerando os indices ecolégicos, quanto a Diversidade de Shannon-Wie-
ner, Dominancia de Simpson e Equabilidade de Pielou, observou-se significativa dife-
renca do indice de diversidade de Shannon-Wienner entre as duas areas (p <0,05).
Embora tenha-se amostrado um menor numero de espécies e espécimes, a localidade
de Alto Caparad apresentou uma maior diversidade (H’= 1,2912) em relacao a locali-
dade de Valsugana Velha (H’= 0,5351). O indice de dominancia de Simpson mostrou-
se diferente, com significancia estatistica, entre as localidades (p <0,05), com o maior
valor ocorrendo em Valsugana Velha (C= 0,77508) e o menor valor em Alto Caparad
(C=0,42883).
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Os valores do indice de diversidade de Shannon-Wienner e do indice de domi-
nancia de Simpson sofreram forte influéncia da evidente abundéncia e dominancia do
A. (K.) cruzii, que representou 87,5% e 63,3% da fauna anofélica de Valsugana Velha
e de Alto Caparag, respectivamente. Os valores do indice de Equabilidade de Pielou
reforcam esta ideia. A localidade de Alto Caparad apresentou menor riqueza (S=7) e
menor numero de espécimes capturados (n= 33). Contudo, exibiu maior indice de
Equabilidade (J= 0,6635), revelando uma distribuicdo mais igualitaria das abundan-

cias entre as espécies.

7.2 Distribuicao temporal e sazonalidade de anofelinos

As Figuras 9 e 10 apresentam a riqueza de espécies e a abundancia de espé-
cimes capturados mensalmente nas localidades de Valsugana Velha e Alto Caparag,
respectivamente.

Em Valsugana Velha (Figura 9), a maior abundancia foi registrada no més de
outubro de 2019, com 236 espécimes distribuidos em oito espécies. O més com me-
nor abundéancia de todas as espécies foi abril de 2020, com apenas trés espécimes.
A Unica espécie capturada em todos os meses foi A. (K.) cruzii, com as maiores fre-
quéncias ocorrendo em maio de 2019 e novembro de 2019 e a menor frequéncia em
abril de 2020.

Em Alto Caparaé (Figura 10), a maior abundéancia foi registrada no més de fe-
vereiro de 2020, com 17 espécimes distribuidos em duas espécies. Nenhum anofelino
foi capturado nos meses de maio de 2019, junho de 2019, julho de 2019, novembro
de 2019, dezembro de 2019 e abril de 2020.

Os resultados das correlacdes entre a abundancia das espécies de Anopheles
e as variaveis climaticas (Temperatura média do dia e Precipitagdo média acumulada
de sete dias que antecederam a coleta) estdo disponiveis no quadro 2. Somente as
trés espécies mais abundantes de Valsugana Velha e a espécie mais abundante de
Alto Capara6 foram testadas. Nao houve correlagéo significativa entre quaisquer das

variaveis analisadas.
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Figura 9 — Variagédo sazonal das espécies de anofelinos capturadas na localidade de Valsugana Ve-
Iha, ES, no periodo de maio de 2019 a abril de 2020.
Fonte: Arquivo pessoal.

20
16
12
8
o
c
«T
-]
c
3
2
<
8
4
. | | | HI IJIUj_II | A Al I |
mai/19 jun/19 jul/19 ago/19 set/19 out/19 nov/19 dez/19 jan/20 fev/20 mar/20 abr/20
Meses de coleta
® Anopheles (K.) cruzii @ Anopheles (N.) strodei O Anopheles (N.) evansae @ Anopheles (N.) lutzii
® Anopheles (N.) oswaldoi m Anopheles (A.) fluminenses m Anopheles (A.) punctimacula

Figura 10 — Variacao sazonal das espécies de anofelinos capturadas na localidade de Alto Caparad,
ES, no periodo de maio de 2019 a abril de 2020.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Quadro 2 — Correlagéo entre abundancia e variaveis climaticas por espécie e localidade.
K: Kerteszia; N: Nyssorhynchus.

Variaveis climaticas
Localidade Especie Temperatura mé- Precipitac
dia recipitacao
Valsugana Velha Anopheles (K.) cruzii FrJ== % 17% Fr; % 231
Valsugana Velha Anopheles (N.) strodei Fr)== %%% ;8;;'
Valsugana Velha Anopheles (N.) evansae r;== %i% ;835
Alto Caparad Anopheles (K.) cruzii :; %:;g Fr; % 162

Fonte: Arquivo pessoal.

7.3 Resultado da analise molecular para deteccao de Plasmodium nos espéci-
mes pertencentes ao subgénero Kerteszia

A infeccao natural por P. falciparum, P. malariae e P. vivax foi investigada em
um total de 768 espécimes, divididos em 80 pools. Do total de espécimes analisados,
760 (76 pools) pertenciam a espécie A. (K.) cruzii e oito espécimes (quatro pools)
pertenciam a espécie A. (K.) homunuculus. O resultado molecular revelou oito pools
positivos, sendo sete (87,5%) pertencentes a A. (K.) cruzii e um (12,5%) pertencente
a A. (K.) homunuculus. Com relacdo as espécies de Plasmodium identificadas, cinco
(62,5%) pools foram positivos para P. vivax e trés (37,5%) pools foram positivos para
P. malariae. Nao foram identificados pools positivos para P. falciparum. Anopheles
(Kerteszia) cruzii foi encontrado naturalmente infectado por P. vivax (quatro pools) e
P. malariae (trés pools). Por sua vez, A. (K.) homunculus foi encontrado naturalmente
infectado apenas por P. vivax (um pool).

Foi calculada a Taxa Minima de Infeccao para A. (K.) cruzii admitindo-se que
pelo menos um exemplar estava infectado em cada pool. A Taxa Minima de Infec¢ao
total foi igual a 0,92% (7:760). A Taxa Minima de Infecg&o por espécie de Plasmodium
foi de 0,53% e 0,39% para P. vivax e P. malariae, respectivamente.

Como evidenciado na Tabela 2, todos os pools positivos para Plasmodium spp.
foram provenientes da localidade de Valsugana Velha e foram capturados em arma-
dilhas do tipo CDC, posicionadas na copa das arvores.
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Tabela 2: Deteccao de infeccao natural de Anopheles (Kerteszia) cruzii e Anopheles (Kerteszia) homu-
nuculus (pools) de acordo com localidade, armadilha, espécie de Plasmodium e data.

Amostra/ Localidade Armadilha Espécie de Data
Pools Plasmodium

04 Valsugana Velha CDC COPA P. malariae Maio 2019
06 Valsugana Velha CDC COPA P. malariae Maio 2019
18 Valsugana Velha CDC COPA P. vivax Maio 2019
25 Valsugana Velha CDC COPA P. vivax Junho 2019
26 Valsugana Velha CDC COPA P. vivax Junho 2019
45 Valsugana Velha CDC COPA P. vivax Outubro 2019
49 Valsugana Velha CDC COPA P. malariae Novembro 2019
61* Valsugana Velha CDC COPA P. vivax Dezembro 2019

* Anopheles (Kerteszia) homunculus

A Figura 11 exibe a distribuicdo mensal das infec¢des naturais por P. vivax ou P.

malariae nos pools analisados.

3

N

Pools positivos para Plasmodium

0 | 11

mai/19 jun/19 jul/19 ago/19 set/19 out/19 nov/19 dez/19 jan/20 fev/i20 mar/20 abr/20
Meses de coleta

m Plasmodium vivax B Plasmodium malariae

Figura 11 - Deteccéo de infeccao natural por Plasmodium spp. nos anofelinos de acordo com o més
de coleta entomolégica.
Fonte: Arquivo pessoal.
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8 DISCUSSAO

Um total de 13 espécies de anofelinos pertencentes a trés subgéneros foram
identificados nas duas areas amostradas. Das 13 espécies de anofelinos capturados,
11 ja foram descritas em outros trabalhos realizados no Espirito Santo (ANDRADE;
BRANDAO,1957; REZENDE et al., 2009; MENEGUZZI et al., 2009; REZENDE et al.,
2013; BUERY et al., 2018). Anopheles (Anopheles) fluminenses Root, 1927 e Anophe-
les (Anopheles) punctimacula Dyar e Knab, 1906 representam as duas espécies pos-
sivelmente ainda nao registradas no estado. Esses novos registros de distribuicdo sao
o resultado de esforcos intensivos de coleta de curto prazo em areas remotas onde
espécies anteriormente ndo registradas sdo capturadas e as distribuicdes de espécies
existentes sdo expandidas.

No presente estudo, os resultados sobre a fauna anofélica nas duas distintas
areas de Mata Atlantica mostraram variagcdes na composicado e na abundancia das
espécies, evidenciando uma relagao entre o perfil entomoldgico e a situagao epidemi-
oldgica especifica de cada local. A area de Valsugana Velha - onde casos autoctones
de malaria sdo notificados — apresentou maior riqueza de espécies, abundancia de
espécimes e dominancia da espécie A. (K.) cruzii. Rezende et al. (2013), de modo
similar, compararam o perfil entomologico de duas areas de Mata Atlantica e consta-
taram a influéncia exercida pela fauna anofélica na dindmica de transmissao da ma-
laria. Para os autores, a riqueza de espécies associada a dominancia de A. (K.) cruzii
sao fatores que favorecem a transmissao da malaria-bromélia.

Como mencionado, A. (K.) cruzii foi coletado em maior abundancia nas duas
areas exploradas. Ainda que encontrada em quantidades distintas, essa espécie re-
presentou 63,6% e 87,5% da fauna anofélica de Alto Capara6 e Valsugana Velha,
respectivamente. A dominancia da espécie A. (K.) cruzii evidenciada neste trabalho é
consistente com os resultados descritos por outros estudos entomolégicos conduzidos
em fragmentos de Mata Atlantica de diferentes regides do Brasil (GUIMARAES et al.,
1987; REIS et al., 2010; GUEDES; NAVARRO-SILVA, 2014; CERETTI-JUNIOR et al.,
2020). Na Mata Atlantica, A. (K.) cruzii representa a espécie do género Anopheles
mais importante do ponto de vista epidemioldgico, sendo apontada como vetor prima-
rio da malaria simia e humana (REZENDE et al., 2009; BUERY et al., 2018 DUARTE
et al., 2013; LAPORTA et al., 2015; DEMARI-SILVA et al., 2020).
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A composicao de espécies e a abundancia de espécimes, sobretudo da espé-
cie A. (K.) cruzii, diferiram entre as areas exploradas. As diferengas observadas po-
dem ser decorrentes do grau de preservacao dos fragmentos florestais estudados,
bem como das suas respectivas caracteristicas locais, como a disponibilidade de ha-
bitat larval no interior da floresta. A abundancia e o dominio absoluto da espécie A.
(K.) cruzii em Valsugana Velha e o pequeno nimero de espécimes dessa espécie
obtido em Alto Caparad parece indicar um maior grau de preservacao do fragmento
florestal de Valsugana Velha, onde casos autoctones de malaria séo ocasionalmente
identificados. Anopheles (K.) cruzii € uma espécie silvestre, fortemente associada a
presenca de bromélias, habitat larval de preferéncia. Consequentemente, pode-se es-
perar uma maior abundancia desse anofelino em fragmentos de Mata Atlantica pre-
servados, onde ha uma maior disponibilidade de bromélias. Segundo Dorvillé (1996),
anofelinos do subgénero Kerteszia sao excelentes bioindicadores de alteracoes am-
bientais, incluindo aquelas de acao antrépica. Diferentes estudos relataram diferenca
na abundancia da espécie A. (K.) cruziiem ambientes de Mata Atlantica preservados
e antropizados, corroborando esse aspecto indicativo de preservacao (RIBEIRO et al.,
2012; CHAVES et al., 2016; MEDEIROS-SOUSA et al., 2019).

A dindmica populacional de anofelinos esta intrinsicamente relacionada com as
variaveis ambientais, que exercem um importante papel na formacéo e manutencéo
de criadouros naturais, utilizados para o desenvolvimento das formas imaturas em
ambientes silvestres. Estudando areas de Mata Atlantica, Guimaraes et al. (2000;
2001) observaram que variacoes de temperatura e precipitacdo influenciavam na
abundancia de algumas espécies do género Anopheles, a destacar A. (K.) cruzii, mos-
quito de grande importancia epidemioldgica. Ao contrario do observado pelos traba-
Ihos acima citados, neste estudo, ndo foram encontradas correlagdes significativas
entre a abundancia das espécies e as variaveis ambientais analisadas. A auséncia de
correlagao observada neste trabalho pode estar relacionada com a baixa abundancia
das espécies A. (N.) strodei e A (N.) evansae, que foram capturadas em Valsugana
Velha, e com a baixa abundancia da espécie A. (K.) cruzii capturada na localidade de
Alto Capara6. Além disso, a indisponibilidade de dados climaticos oficiais para o mu-
nicipio de ltaguacu (Alto Caparad) deve ser considerada uma limitagdo desse estudo.
Os dados climaticos obtidos da estacdo meteoroldgica de Santa Teresa foram extra-

polados para a area de Alto Caparad.
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Ademais, a complexa topografia da Mata Atlantica cria condigées ambientais e
microclimaticas especificas que podem influenciar a abundancia de alguns anofelinos
(MARQUES et al., 2012). Por exemplo, mosquitos do subgénero Kerteszia, principal-
mente A. (K.) cruzii, se reproduzem nas aguas que se acumulam nos verticilos de
bromélias, localizadas na sombra da copa das arvores, protegidas dos raios solares
(ConCONSOLI; LOURENGO-DE-OLIVEIRA, 1994). Essa condicao especifica de re-
producgéo dentro das bromélias pode gerar condigdes microclimaticas particulares que
sao imperceptiveis as analises que consideram apenas dados do macroclima.

O indice de Diversidade de Shannon-Wiener (H"), o indice de Dominancia de
Simpson (C) e o indice de Equabilidade de Pielou (J) foram usados para estimar a
diversidade de espécies, dominancia de espécies e equabilidade das areas amostra-
das. Embora a area de Valsugana Velha tenha apresentado maior riqueza, foi também
onde se verificou a maior dominancia de espécies. Na regido de Alto Caparaé, o indice
de Diversidade Shannon-Wiener (1,2912), o indice de Equabilidade de Pielou (0,6635)
e o Indice de Dominancia de Simpson (0,42883) indicaram maior diversidade e equa-
bilidade e menor dominancia em comparacao a area de Valsugana Velha. Nesse sen-
tido, nota-se que a maior riqueza observada nem sempre reflete a maior diversidade
existente na area, uma vez que a diversidade pode ser determinada pela convergéncia
da riqueza e da equabilidade (MELO, 2008). O indice de Equabilidade de Pielou (J)
se refere a distribuicdo do nimero de espécimes entre as espécies. E proporcional a
diversidade e inversamente proporcional a dominancia (PIELOU, 1975). Portanto, a
abundancia expressiva da espécie A. (K.) cruzii em Valsugana Velha conferiu maior
dominancia e menor equabilidade a area em relagéo a Alto Caparad, que apresentou
maior diversidade provavelmente devido a maior equabilidade do numero de espéci-
mes entre as espécies.

De acordo com Guimaraes et al. (1985), mosquitos que apresentam comporta-
mento acrodendrofilico devem ser frequentemente monitorados, uma vez que, muitos
patdgenos que causam doencas ao homem surgem de ciclos enzodticos, dos quais
participam como hospedeiros algumas espécies de vertebrados, a citar, PNH, que
habitam essencialmente a copa das arvores. Anopheles (K.) cruzii, vetor primario da
maldria humana e simia na Mata Atlantica, € uma espécie acrodendréfila. IniUmeros
trabalhos ja demonstraram a preferéncia dessa espécie pela copa das arvores (FO-
RATTINI et al., 1968, DEANE et al., 1971; REZENDE et al., 2009). No presente es-
tudo, A. (K.) cruzii foi capturado majoritariamente na copa das arvores, corroborando
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os resultados anteriormente citados. Contudo, na localidade de Valsugana Velha -
onde casos autoctones de malaria ocorrem esporadicamente - alguns espécimes tam-
bém foram capturados no solo. Nessa mesma localidade, Rezende et al. (2009) e
Buery et al. (2018) identificaram a infec¢ao natural por Plasmodium vivax em um pool
da espécie A. (K.) cruzii, capturado por armadilhas do tipo CDC posicionadas a um
metro de altura. A versatilidade dessa espécie em se movimentar entre a copa da
arvore e o solo foi sinalizada por Deane et al. (1971) como um fator de risco para
transmissao e compartilhamento de protozoarios do género Plasmodium entre simios
e humanos. Mais recentemente, um estudo realizado em areas de Mata Atlantica de
Sao Paulo reafirmou essa ideia, demonstrando que A. (K.) cruzii pode atuar como
ponte para que patdgenos de importancia médica circulem entre hospedeiros que ha-
bitam a copa das arvores e hospedeiros que habitam essencialmente o solo (EVAN-
GELISTA, et al., 2021).

Na dinamica de transmissao da malaria-bromélia, varios autores consideram a
possibilidade de que PNH possam ser uma fonte de novas infec¢cées por Plasmo-
dium para humanos e vice-versa, desde que haja uma espécie de mosquito compe-
tente, capaz de atuar como ponte entre essas diferentes espécies hospedeiras (DE-
ANE et al., 1971; BUERY et al., 2018). Alguns estudos recentes relataram de fato
transferéncias de Plasmodium de PNH para humanos ou de humanos para PNH
(BRASIL et al., 2017; RODRIGUES et al., 2018). No entanto, apenas especula-se
quais sao as possiveis espécies de PNH que se envolvem nesse ciclo de transmissao
compartilhado. Muitos autores acreditam que o PNH da espécie Alouatta guariba deva
ser o principal reservatério com importancia epidemioldgica para a malaria humana,
visto que os trabalhos sobre a maléria simia que foram realizados ao longo dos ultimos
anos na Mata Atlantica encontraram nessa espécie as maiores prevaléncias de infec-
cao para P. brasilianum e P. simium, espécies semelhantes aos protozoarios huma-
nos P. malariae e P. vivax, respectivamente (GOLDMAN et al., 1993; ESCALANTE et
al., 1998; LECLERC et al., 2004; TAZI; AYALA, 2011).

A relevéancia epidemiolégica dos PNH do género Alouatta no contexto da mala-
ria-bromélia estd em prova desde que a sua populacao foi drasticamente reduzida em
decorréncia do surto de febre amarela silvestre, que se disseminou nas areas de Mata
Atlantica do sul e sudeste brasileiros. Como postulado por Abreu et al. (2019), espe-
rava-se que a diminuicdo populacional do provavel principal reservatorio da malaria

na Mata Atlantica trouxesse impactos na dinamica de transmissao, resultando, por
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exemplo, na diminuicdo da infectividade do principal vetor, sabidamente o A. (K.) cru-
zii. Os estudos recentes que foram conduzidos em areas de Mata Atlantica e que em-
pregaram o diagndstico molecular para detecgéo da infecgcao natural por Plasmodium
em A. (K.) cruzii encontraram uma taxa minima de infecgédo variando de 0,04% a 1%
(REZENDE et al., 2009; DUARTE et al., 2013; NEVES et al., 2013; KIRCHGATTER
et al., 2014; BUERY et al., 2018; DEMARI-SILVA et al., 2020). Os resultados referen-
tes as andlises moleculares apresentados no presente estudo revelaram a infeccéo
natural por Plasmodium em 7 dos 76 pools da espécie A. (K.) cruzii que foram anali-
sados, sendo a taxa minima de infeccdo de 0,92%. Esse resultado esta de acordo
com as taxas encontrados por outros estudos anteriormente citados. Diante disso, é
concebivel a ideia de que outras espécies de PNH possam sustentar a cadeia de
transmissao da malaria-bromélia no cenario em que a populacao daqueles do género
Alouatta encontra-se reduzida. No estado do Rio de Janeiro, onde casos autoctones
de malaria sao registrados, PNH do género Sapajus foram encontrados naturalmente
infectados por P. simium e P. brasilianum (ALVARENGA et al., 2015). Mais recente-
mente, na cidade de Santa Teresa — municipio de abrangéncia desse estudo —, pes-
quisadores identificaram a presenca de P. falciparum e P. brasilianum nas fezes de
PNH da espécie Sapajus nigritus (Dados ainda néo publicados). A identificagdo de
novos géneros e espécies de PNH naturalmente infectados por Plasmodium reforca a
hipbtese de que, na Mata Atlantica, uma variedade de hospedeiros ndo humanos
possa atuar como reservatorio para malaria, contribuindo, assim, para a permanéncia
do protozoario no ambiente. Perante o exposto, estudos investigativos na Mata Atlan-
tica utilizando potenciais reservatérios sao absolutamente necessarios e, portanto, de-
vem ser encorajados. Contudo, tais estudos ndo devem se restringir apenas ao diag-
néstico da infeccdo. Pelo contrario, devem principalmente buscar o entendimento do
curso e do perfil de infeccao nos hospedeiros silvestres estudados.

Como ja mencionado, sete pools do mosquito A. (K.) cruzii provenientes da
localidade de Valsugana Velha foram positivos para P. vivax (quatro pools) e P. ma-
lariae (trés pools). Todos os pools positivos foram obtidos de armadilha CDC posicio-
nada na copa das arvores. Esse resultado ratifica a importancia primaria desse vetor
na transmissao da malaria-bromélia. Em conjunto, esses dados sustentam a hipétese
de que as condi¢des especificas de procriacdo do A. (K.) cruzii favorecem seu predo-

minio na copa das arvores, onde encontram, como criadouros, bromélias epifitas e,
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como principal fonte de sangue, os PNH. A distribuicdo desse vetor no ambiente sil-
vestre se ajusta ao ciclo de transmissao da malaria-bromélia, que parece ocorrer prin-
cipalmente entre os PNH na copa das arvores, sendo os humanos hospedeiros aci-
dentais (BUERY et al., 2021).

No presente estudo, um pool de A. (K.) homunculus oriundo da localidade de
Valsugana Velha se mostrou positivo para P. vivax. Existem pouquissimos relatos da
infecg@o natural por Plasmodium nessa espécie de anofelino, sendo, portanto, uma
constatacao importante para a epidemiologia da malaria-bromélia. Contudo, sabe-se
que A. (K.) cruzii e A. (K.) homunculus sao duas espécies com altas semelhancas
morfoldgicas, podendo ser erroneamente identificadas quando avaliados somente ca-
racteres taxondmicos tradicionais (SALLUM et al., 2009). Considerando a importancia
epidemioldgica dessas espécies, bem como suas semelhangas morfolégicas, méto-
dos moleculares e genéticos tém sido regularmente utilizados para minimizar os erros
de identificacdo, garantido assim uma distingcao segura (CALADO; NAVARRO-SILVA,
2005; LORENZ et al., 2015). Portanto, a ndo adogcéao de métodos moleculares ou ge-
néticos para identificacéo da espécie A. (K.) homunuculus deve ser considerada como
outro fator limitante desse estudo.

Neste estudo, outras espécies de anofelinos, incluindo A. (N.) strodei, A. (N.)
evansae e Anopheles (Nyssorhynchus) triannulatus Neiva e Pinto, 1922 foram encon-
tradas em baixa frequéncia. No entanto, € importante documentar a ocorréncia dessas
espécies, pois, em situacdes excepcionais, elas também podem transmitir a malaria.
Diferentes autores relataram a suscetibilidade desses anofelinos a infecg¢ao por proto-
zoarios do género Plasmodium em areas de Mata Atlantica (DUARTE et al., 2013;
LAPORTA et al., 2015; BUERY et al. 2018). Segundo Consoli e Lourenco-de-Oliveira
(1994), essas espécies sao vetores secundarios e podem participar do ciclo de trans-
missao da maldaria quando presentes em altas densidades.

Finalmente, esses resultados reforgam a importancia epidemiolégica do A. (K.)
cruzii na transmiss&o da malaria-bromélia na Mata Atlantica. Boas condi¢des ambien-
tais associadas a uma ampla variedade de criadouros, abrigos e fontes sanguineas
sao caracteristicas encontradas na Mata Atlantica e que fazem desse bioma um am-
biente propicio a reproducao de inumeras espécies de culicideos, sendo algumas des-
sas espeécies consideradas de importancia médica, dada a sua capacidade em trans-
mitir arboviroses e parasitoses para humanos (ALENCAR et al., 2016). Detentora de

uma rica biodiversidade, a Mata Atlantica tem sofrido intenso processo de degradacao
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ambiental, resultado de urbanizagao, industrializagdo e expansao agricola (RIBEIRO
et al., 2011). As alteragdes antrdpicas provocadas nessas areas tém estreitado o con-
tato entre mosquitos vetores, hospedeiros reservatérios e humanos, propiciando o
surgimento e a disseminacao de doencas emergentes e reemergentes, como a mala-
ria-bromélia (RIBEIRO et al., 2012; MEDEIROS-SOUSA et al., 2019). Diante desse
contexto, o presente trabalho enfatiza a necessidade de implantar e implementar es-
tudos entomoldgicos e epidemioldgicos na Mata Atlantica, sendo essa uma estratégia
essencial para o monitoramento de doencgas vetoriais que acometem tradicionalmente
ou acidentalmente populacées que frequentam ou vivem préximas de areas cobertas

pela floresta.
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9 CONCLUSOES

» Foram capturadas 13 espécies de anofelinos no periodo de maio de 2019 a
abril de 2020, distribuidas em trés subgéneros;

* Houve dominancia da espécie A. (K.) cruzii, essencialmente acrodendrofilica,
em detrimento das demais espécies de anofelinos capturadas;

» Ainvestigacado da frequéncia de positividade para Plasmodium spp. demons-
trou a circulagao de P. malariae e P. vivax, principalmente em A. (K.) cruzii;

» A positividade para P. vivaxem A. (K.) homunculus levanta questdes importan-
tes sobre o possivel papel dessa espécie na transmissdo do protozoario em
regides de Mata Atlantica. Todavia, a confirmagcao dessa espécie por método
molecular ou genético deve ser considerada, tendo em vista a relevancia epi-
demiolégica desse achado;

« Dentre as espécies de Plasmodium identificadas, a mais prevalente foi o P.
vivax (62,5%), sequido de P. malariae (37,5%);

* Alocalidade explorada que apresentou maior riqueza de espécie, abundancia
de espécimes e infecgao natural por Plasmodium spp. foi Valsugana Velha,
zona rural de Santa Teresa, area que possui maior casuistica de malaria rela-
cionada ao bioma de Mata Atlantica;

* A riqueza e a abundancia de anofelinos de interesse médico em Valsugana
Velha fazem dessa area uma zona de risco para transmissdo da malaria-bro-
mélia, sendo, portanto, necessaria a vigilancia entomolégica continua dessa
area.

» Outras espécies de primatas ndo-humanos devem atuar como potenciais re-
servatorios do protozoario na Mata Atlantica, uma vez que a auséncia de pri-
matas do género Alouatta parece nao ter influenciado a sua circulagéo na copa
das arvores;

» O conhecimento da fauna anofélica e da diversidade de espécies de Plasmo-
dium circulantes na Mata Atlantica é importante para a vigilancia entomoldgica
e para o desenvolvimento de estratégias de controle e prevencédo de doenca

na populacéo.
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