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RESUMO O Estado de Sio Paulo, situado na regido Sudeste do Brasil, apresenta esporadicamente casos
autdctones de maldria que se caracterizam pela presenca de quadro clinico benigno com para-
sitemias baixas e sintomatologia branda, identificados como maldria vivax. Pouco se sabe a
respeito da sintomatologia e resposta imune desenvolvidas pelo ser humano para as variantes
Plasmodium vivax VK247 e Plasmodium vivax-like humano. Estas variantes sdo transmi-
tidas pelo mosquito Anopheles (Kerteszia) cruzii, uma das espécies mais abundantes no
Sudeste brasileiro. O objetivo deste trabalho foi verificar a infecgdo em anofelinos desta regido,
através do teste imunoenzimdtico ELISA com utiliza¢do de anticorpos monoclonais especificos
dirigidos contra as regides repetitivas da proteina circunsporozoita de P. vivax cldssico,
P. brasilianum/P. malariae e P. vivax VK247. Coletas entomoldgicas foram realizadas no
periodo de 1991 a 1993 em Sio Vicente e Juquitiba, municipios localizados em drea remanes-
cente da Mata Atlintica do Estado de Sdo Paulo. A Mata Atlantica é rica em plantas da fami-
lia Bromeliaceae, criadouros de formas imaturas de anofelinos do subgénero Kerteszia. De um
total de 1117 espécimes de An. (Ker.) cruzii capturados no Municipio de Sio Vicente, 0,179%
foram positivos para P. vivax cldssico. Em Juquitiba, dentre 1161 An. (Ker.) cruzii pesqui-
sados, 0,086% foram positivos para o P. vivax VK247, o que demonstra a presenga da variante
na regido. Embora o indice de infeccio encontrado seja baixo, a alta densidade destes mosqui-
tos e sua voracidade (picam durante as 24 h do dia) poderiam compensar a baixa porcentagem
de espécimes infectados.

A malaria é doenga de elevada pre-
valéncia em dreas tropicais e subtropi-
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cais do mundo e representa um obsté-
culo para o desenvolvimento sécio-
econdmico dos paises afetados. O Bra-
sil é responsavel por 47% dos casos
de maldria registrados nas Ameéricas
(1). Em 1993 foram notificados 484 135
casos na regido Amazdnica, sendo que
63,43% deles foram causados pelo
parasita Plasmodium vivax; 35,79% pelo
Plasmodium  falciparum; 0,04% pelo
Plasmodium malariae; e 0,74% pela asso-
ciagdo de P. vivax e P. falciparum (2).
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A superficie do estdgio de plasmo-
dios é recoberta por uma proteina
denominada circunsporozoita (proteina
CS), que apresenta epitopos especificos
para cada espécie de plasmodio, repre-
sentados por seqiiéncias repetitivas de
aminodacidos. Tais seqiiéncias sdo con-
servadas para o P. falciparum, P. malariae
e P. brasilianum. Contudo, para o P.
vivax classico, foram descritas variantes
desta proteina, denominadas P. vivax
VK247 e P. vivax-like humano (3, 4).
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No Brasil, a variante VK247 foi
observada no Estado do Acre, através
de inquérito sorolégico (5) e através de
pesquisa do antigeno CS deste plas-
modio em anofelinos (6). No Estado do
Para, as variantes VK247 e vivax-like
foram encontradas pela técnica de
polymerase chain reaction (PCR) em
infec¢Ges mistas (7). Cochrane et al. (8)
e Lal (9) demonstraram a existéncia de
identidade entre as proteinas CS de
P. malariae e P. brasilianum. Qari et al.
(4, 10) demonstraram a existéncia de
identidade entre as proteinas CS de P.
vivax-like humano e P. simiovale (para-
sita de maldria simiana). Pouco se sabe
a respeito da sintomatologia e resposta
imune desenvolvidas pelo ser humano
em relagdo as variantes de P. vivax, ou
mesmo sobre os vetores mais compe-
tentes para sua transmissao. Contudo,
é possivel que exista uma correlacdo
entre casos assintomaticos em dareas
malarigenas e presenga de variantes.

O Estado de Sao Paulo é conside-
rado drea sem transmissdo ativa da
doenga, porém a Superintendéncia de
Controle de Endemias (SUCEN),
o6rgdo da Secretaria de Estado da
Saude, tem detectado anualmente
casos esporadicos de maldria autéc-
tone, de decurso clinico geralmente
atipico, brando ou mesmo assintoma-
tico. O parasita identificado nesses
casos é o P. vivax (11, 12). Em 1994
foram notificados 28 casos autdctones
no Estado de Sao Paulo (4,3% do total
de casos notificados). Nos dltimos 3
anos, cerca de 90% dos casos autdcto-
nes ocorreram nas regides da grande
Sao Paulo (Municipio de Juquitiba),
Vale do Ribeira, Baixada Santista e
Litoral Norte (13).

Os vetores incriminados na trans-
missdo da maldria nestas localidades
sdo o Anopheles (Kerteszia) cruzii e o
Anopheles (Kerteszia) bellator (14). Sao
espécies neotropicais, caracterizadas
por ampla distribuicio ao longo da
Costa Atlantica brasileira. Estes anofe-
linos sdo conhecidos transmissores de
P. vivax, bem como de P. simium e de
P. brasilianum (parasitas de maldria
simiana). O An. (Ker.) cruzii é um ano-
felino antropofilico de héabitos predo-
minantemente exofilicos, encontrado
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em ambientes de mata. Apresenta ati-
vidade ao longo das 24 horas do dia,
com picos nos periodos crepusculares.
As formas imaturas se desenvolvem
em aguas depositadas nos axeis das
bromelidceas (14-16). A mata da Costa
Atlantica abriga espécies de macacos
comumente infectados com P. simium
e P. brasilianum (17, 18). E possivel que
estes parasitas sejam transmitidas para
o ser humano, o que poderia explicar a
sintomatologia escassa.

Os dados sobre a infec¢do do An.
(Ker.) cruzii por plasmoédios ainda sdo
restritos. Somente a partir do desen-
volvimento de anticorpos monoclo-
nais especificos contra os peptideos
sintéticos correspondentes as regides
repetitivas da proteina CS de diferen-
tes espécies de plasmoédios, tornou-se
possivel a realizagdo de testes imunoen-
ziméticos e imunorradiométricos para
detectar infec¢do em anofelinos. Essa
detecgdo s6 era viavel anteriormente
através da disseccdo de glandulas sali-
vares. Os novos testes permitem iden-
tificar a espécie de parasita da malaria
com que um anofelino esta infectado,
0 que ndo acontece com a visualiza¢do
do esporozoita, além de apresentarem
alta sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade dos resultados.
Estes testes sdo realizados com maior
rapidez do que a dissec¢do de glandu-
las salivares e possibilitam o processa-
mento dos espécimes conservados
para posterior processamento em
locais que apresentem infra-estrutura
laboratorial adequada. Desta forma,
o emprego destas técnicas é impor-
tante para o entendimento dos meca-
nismos de transmissao e para a atuali-
zagdo das estratégias de controle da
malaria.

O estudo descrito no presente tra-
balho foi desenvolvido nos Munici-
pios de Sao Vicente e Juquitiba,
Estado de Sao Paulo, durante o pe-
riodo de 1991 a 1993. O objetivo do
estudo foi verificar a infecgdo de ano-
felinos, através do teste imunoenzi-
matico ELISA de captura com anticor-
pos monoclonais dirigidos contra as
regides repetitivas da proteina CS de
P. vivax classico, P. vivax VK247 e P.
malariae/P. brasilianum.

MATERIAIS E METODOS
Area de estudo

As coletas entomolégicas foram
realizadas em duas localidades situa-
das em darea remanescente de Mata
Atlantica no Estado de Sao Paulo, cuja
vegetacdo do tipo perenifélia higrofila
é rica em plantas da familia Bromelia-
ceae, que funcionam como criadouros
de formas imaturas de anofelinos do
subgénero Kerteszia. Uma das areas
estd inserida na regido do Planalto
Atlantico a 800 m de altitude, na
Reserva Estadual Pedro de Toledo
(24°04" S; 47°00" O), Municipio de
Juquitiba, e se limita ao sul com os
municipios de Itanhaém e Pedro de
Toledo. A outra area localiza-se na
encosta serrana, a 600 m de altitude,
no Parque Estadual da Serra do Mar
(23°57" S; 46°23" O), nas localidades
de Pai Mathias e Engenheiro Ferraz,
pertencentes ao Municipio de Sao
Vicente. A regido planaltina apresenta
indice pluviométrico anual de 1200
a 1400 mm e temperatura médial
anual de 18 a 19 °C. A area serrana
exibe média anual de 2000 mm de
chuva e temperatura média de 18 a
22 °C (19).

Coleta e identifica¢ao dos
anofelinos

Na érea de planalto, os mosquitos
foram capturados com as técnicas de
isca humana com luz e armadilha de
Shannon nos habitats de mata e aberto
(das 17 as 20 h) e armadilha de Shan-
non no ambiente peridomiciliar (das
17 as 20 h). Os habitats aberto e mata
distam respectivamente 50 e 100 m do
domicilio. Na &rea da encosta da
serra, procedeu-se as capturas com
armadilha de Shannon no ambiente
peridomiciliar, a 30 m da mata (das 17
as 20 h). A identificacdo dos anofeli-
nos foi realizada com base em Forat-
tini (20) e Zavortink (21) e por compa-
racdes com material da colegdo
entomoldgica da Faculdade de Satde
Publica da Universidade de Sao
Paulo.
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Teste imunoenzimatico ELISA

Foram utilizados anticorpos mono-
clonais dirigidos contra as regides
repetitivas especificas da proteina CS
do P. vivax classico (2F2) (22); P. vivax
VK247 (2E10) (3); e P. malariae/P. brasi-
lianum (6B10) (23). Como controles
positivos foram utilizados esporozoi-
tas de P. vivax classico (24). Como con-
troles negativos empregou-se anofeli-
nos criados em insetario, sabidamente
néo infectados por plasmédios.

Ap6s a identificagdo, os anofelinos
fémeas foram acondicionados em
tubos com silica gel e mantidos em
temperatura ambiente até serem pro-
cessados. Em seguida foram tritura-
dos individualmente em 50 ul de solu-
¢do salina tamponada com fosfato
(PBS), pH 7,2, contendo albumina
bovina (BSA) a 1%; Nonidet P40
(0,5%); e os inibidores de protease
antipaina e leupeptina (25 ug/ml) e
aprotinina (1,7 unidades/ul). A cada
tubo acrescentou-se 150 ul de solugdo
de PBS pH 7,2 contendo BSA (0,25%).
O material foi mantido a 20 °C. Os
testes foram realizados como descrito
anteriormente (5). Placas plasticas de
PVC (Dynatech Laboratories, Chan-
tilly, Virginia, EUA) foram sensibiliza-
das por 15 h a 4 °C com 60 ul de anti-
corpo monoclonal (1 ug/ml) em PBS
(pH 7,2). Apés cinco lavagens com
solugdo de PBS (pH 7,2) contendo
0,05% de Tween 20 (Sigma) (PBS-T20),
as placas foram bloqueadas com 150
ul de PBS-T20, BSA 5%, permane-
cendo por 2 h a 37 °C. Apds novo ciclo
de lavagens com PBS-T20, foram adi-
cionados 30 ul da suspensdo de mos-
quitos previamente triturados, com
nova incubagdo a 37 °C por 1 h. Em
seguida as placas foram submetidas a
um novo ciclo de lavagens; 50 ul do
anticorpo monoclonal biotinilado e
previamente titulado foram adiciona-
dos, permanecendo por 2 h a 37 °C.
Para cada reacédo foram utilizados con-
troles positivos e negativos. O mesmo
procedimento quanto as lavagens foi
novamente realizado, adicionando-se,
em seguida, 50 ul de conjugado peroxi-
dase ligado a estreptoavidina diluido
em PBS-T20, BSA 1%. Apoés 30 min de

incubagdo a 37 °C, as placas foram
lavadas trés vezes em solucdo de PBS-
T20 e trés vezes em agua destilada,
adicionando-se 60 ul da mistura cro-
mogena 2,2’azino-di(3-etil-benzatiazo-
line sulfonato) (Kirkegaard & Perry
Laboratory, Gaithersburg, Maryland,
EUA). Ap6s 30 min em temperatura
ambiente, a reagdo foi interrompida
pela adigao de 50 ul de dodecil sulfato
de sédio (SDS) a 20% em agua desti-
lada. Os valores das densidades 6pti-
cas foram obtidos apds leitura das rea-
¢oes a 414 nm em leitor de ELISA
(MULTISKAN MCC/340P).

O limiar de reatividade, ou cut-off
(CO), do teste imunoenzimatico foi
definido para cada uma das espécies
de plasmédios estudadas, a partir de
100 fémeas de An. stephensi criadas em
laboratério, ndo infectadas, adicio-
nando-se 3 desvios padrdo a média
aritmética das densidades dpticas obti-
das em diferentes ensaios, segundo a
formula CO = X + 3 SD (onde X € a
média aritmética das densidades 6pti-
cas dos espécimes padrdo negativos e
SD é o desvio padrao obtido). Os valo-
res das densidades 6pticas dos exem-
plares positivos foram classificados
em cruzes, sendo uma cruz (+) de3 a6
desvios padrao; duas cruzes (++) de 7
a 9 desvios padrao; e trés cruzes (+++)
mais de 9 desvios padréao (6).

RESULTADOS

Um total de 2 278 Anopheles (Kertes-
zia) cruzii foram analisados pelo teste
ELISA, capturados no Municipio de
S3o Vicente, nas localidades de Pai

Mathias (517) e Engenheiro Ferraz
(600), e no Municipio de Juquitiba
(1161). Dos 1117 mosquitos captura-
dos nas duas localidades de Séo
Vicente, dois exemplares (0,179%)
foram positivos para o P. vivax clas-
sico. Os demais anofelinos coletados
neste municipio foram negativos para
o P. vivax VK247 e para o P. brasilia-
num/malariae. No municipio de Juqui-
tiba, dentre os 1161 mosquitos exami-
nados, um exemplar (0,086%) foi
positivo para o P. vivax VK247,
demonstrando assim a presenca desta
variante na regido estudada. Os outros
exemplares foram negativos para as
demais espécies de plasmddios pes-
quisadas.

As médias aritméticas das densida-
des opticas para o P. vivax, para o P.
vivax VK247 e para o P. malariae/brasi-
lianum foram, respectivamente, 0,152;
0,182; e 0,206, com desvio padrdo de
0,024; 0,046; e 0,039. Os valores de cut-
off obtidos foram 0,225; 0,322; e 0,323,
respectivamente.

Os valores de densidades opticas
obtidos com os mosquitos positivos
foram de 1,412 para o P. vivax classico
e 1,465 para o P. vivax VK 247.
Segundo os critérios referidos ante-
riormente, tais mosquitos foram classi-
ficados em +++ (valores maiores do
que 9 desvios padrdo em relagdo ao
limiar de reatividade).

Na tabela 1 observa-se a ocorréncia
de anofelinos segundo técnica de cap-
tura empregada. O maior rendimento
das coletas foi obtido através da utili-
zagdo de armadilha de Shannon nas
trés localidades estudadas. Os exem-
plares positivos para P. vivax e P. vivax

TABELA 1. Ocorréncia de Anopheles (Kerteszia) cruzii segundo técnica de captura empre-
gada nas localidades de Pai Mathias, Engenheiro Ferraz e Juquitiba, SP, Brasil, 1991 a 1993

Técnica de captura

Localidades Isca humana Shannon Total
Engenheiro Ferraz 192 408 600
Pai Mathias 203 314 517
Juquitiba 65 1096 1161

Total 460 1818 2278
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VK247 foram obtidos através de arma-
dilha de Shannon.

DISCUSSAO

Embora o indice de infec¢do dos
anofelinos obtido neste trabalho seja
aparentemente baixo (0,149% para o P.
vivax classico e 0,086% para o P. vivax
VK247), foi suficiente para que trés
funciondrios da SUCEN contraissem
maléria durante as coletas realizadas
em Pai Mathias e Engenheiro Ferraz
(25). An. (Ker.) cruzii sdo mosquitos
vorazes que picam durante as 24 horas
do dia (com picos crepusculares). Além
disso, nos meses em que normalmente
sdo notificados os casos de maldria na
regido (meses com temperaturas mais
elevadas), a densidade desses anofeli-
nos é extremamente alta. Estes fatores
poderiam compensar a baixa porcenta-
gem de espécimes infectados.

Zavala et al. (26) descreveram a
associagdo entre carga parasitdria e
valores de densidade o6ptica com
potencialidade vetorial, que foi utili-
zada no presente estudo para determi-
nacdo do limiar de reatividade e da
carga parasitaria dos exemplares cole-
tados. Observando nossos resultados,
verificamos que os valores das densi-
dades 6pticas dos exemplares positi-
vos foram muito mais elevados do que
os limiares de reatividade, o que
indica uma elevada carga parasitaria
nestes anofelinos.

A presenga de anofelinos infectados
com P. vivax classico e com a variante
P. vivax VK247 sugere a possibilidade
de uma diversidade de plasmédios

1. World Health Organization (WHO). World
malaria situation in 1993. Weekly Epidemiol Rec
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Maléria. Dados epidemioldgicos de maldria, 1993.
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circulando nesta regido. Os dados de
sorologia da populagdo residente (27)
refor¢am esta sugestao.

Curado et al. (28) realizaram inqué-
ritos soroldgicos nas mesmas regides e
época deste trabalho. Estes autores
empregaram os testes imunoenzima-
tico (ELISA) com peptideos sintéticos
como antigenos especificos das protei-
nas CS de P. malariae/P. brasilianum, P.
vivax cldssico, P. vivax VK247 e P.
vivax-like humano, além da reagéo de
imunofluorescéncia indireta (IFT) com
antigeno de formas sangiiineas asse-
xuadas de P. vivax. As prevaléncias
totais obtidas através do teste de
ELISA em 475 amostras de soro coleta-
das em um raio de 5 a 10 km em torno
da moradia dos casos de maldria
autoctone notificados foram: 3,6%
para o P. malariae/P. brasilianum; 5,3%
para P. vivax-like humano; 7,1% para
P. vivax VK247 e 4,3% para o P. vivax
classico, sendo de 29,9% a positividade
em IFI, reforcando os dados do pre-
sente estudo. Os resultados apresenta-
dos por Curado et al. (27, 28) sugerem
uma subnotificagdo dos casos de mala-
ria, principalmente os causados por
espécies de plasmoédios como P. mala-
riae/P. brasilianum, ocasionada prova-
velmente pela baixa sensibilidade
aliada a dificuldade da identificacdo
do parasita no exame microscépico
direto.

O Estado de Sao Paulo apresenta
casos autdctones de maldria cuja etio-
logia continua obscura. E importante
conhecer a extensdo do problema e
verificar se estes casos se tratam de
transmissdo silvestre que acomete o
homem acidentalmente.
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ABSTRACT

Infection of Anopheles
(Kerteszia) cruzii with
Plasmodium vivax and
Plasmodium vivax variant

VK247 in the municipalities of

Sao Vicente and Juquitiba,
Sao Paulo

Sporadic cases of autochthonous malaria have been recorded in Sao Paulo State,
located in the Southeast region of Brazil. These cases are characterized by their benign
course, low parasitemia, and mild symptomatology and have been identified as vivax
malaria. Little is known about the symptoms and immune response elicited in
humans by the variants Plasmodium vivax VK247 and P. vivax-like human malaria par-
asites. These variants are transmitted by Anopheles (Kerteszia) cruzii, one of the most
common species of mosquitoes in the Southeast of Brazil. The objective of the study
described in this paper was to investigate infection in anophelines using ELISA
immunoenzymatic assay with specific monoclonal antibodies directed against the
repetitive regions of the circumsporozoite protein in classic P. vivax, P. brasilianum/P.
malariae, and P. vivax VK247. Between 1991 and 1993, mosquitoes were collected in
Séo Vicente and Juquitiba, municipalites located in a remnant of the Brazilian Atlantic
forest in Sdo Paulo State, an ecosystem rich in plants of the Bromeliaceae family. These
plants function as nurseries for immature forms of anophelines of the subgenus
Kerteszia. Of 1117 An. (Ker.) cruzii captured in Sdo Vicente, 0.179% were positive for
classic P. vivax. In Juquitiba, of 1161 An. (Ker.) cruzii, 0.086% were positive for P. vivax
VK247, confirming the presence of this variant in the region. Although the infection
rate is low, the high density of these mosquitoes and their voracity (they exhibit 24-h
biting activity) could compensate for the low percentage of infected specimens.
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