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ria CPgRR so foi criado quando retornei do estagio na
NYU, obtendo fmanciamento do PIDE para os antima-
laricos. As pesquisas feitas nesse laboratorio com alu-
nos da UFMG onde fui Docente (até 1992) foram natu-
ralmente muito marcadas pelas metodologias e idéias
aprendidas na NYU, com Ruth e Victor Nussenzweig,
meus mentores (1972-74). Fascinada pelos esporozo-
itas e pela vacina da Ruth (Nussenweig et al. Nature,
1967) decidi estudar os esporozoitas, mas teria antes
de os produzir. Como minha curiosidade nao podiam
esperar logo busquei no T. cruzi um modelo para estu-
dar anticorpos protetores. Usando tripomastigotas iso-
lados de animais e soros de fase cronica, de animais
sabidamente protegidos, descrevi a atividade protetora
e litica dos soros, inclusive em soros de pacientes cha-
gasicos cronicos. Varios académicos compartilhados
com Prof. Zigman colaboraram nos estudos da ativida-
de litica e na proteina reguladora do complemento, abor-
dadas por outros grupos.

Decidi estudar a resposta imune anti-esporozoita
no modadelo aviario e logo descrevemos um novo vetor do
1". gailinaceum, o Aedesijluviatilis.(Mestrado, Mariana Ca-
margo 1977) usado por outros mestrandos (Valquiria
Daher, 1979; Anderson Andrade (2004) e Rodrigo Soares
(2005) e 0 mecanismo de acao de antimalaricos no dou-
torado em andamento de Fernando Varotti (inicio 2005).
Os projetos em malaria humana no CPgRR foram inicia-
dos no mestrado de Cor Fontes (1991). Numa &area de
transmissao focal da malaria vivax. onde soros de paci-
entes, seus familiares e vizinhos, foram caracterizados
para a presencga de anticorpos no teste de ELISA usando
uma proteina recombinante de esporozoitas (rCSP). No
doutorado de Luzia Carvalho, que junto com Cor Fontes,
trabalhamos com voluntarios humanos expostos a mala-
ria endemica (em garimpos, assentamentos agricolas) e
em focos de transmissdo. Quantificando IgG anti-rCSP
ela descreveu a reatividade cruzada entre P. vivax e P.
falciparun2 (doutorado, 1995); Luzia foi a primeira cientis-
ta contratada para o Laboratorio de Malaria no CPgRR e
continuou trabalhando com Erika Braga (doutorado, 1997)
na caracterizacao da resposta anti-proteina de merozoi-
tas sanguineos (anti-MSP1). Esses estudos foram possi-
veis gracas a dedicacao dos alunos, que na area endémi-
ca (MT, PA) trabalharam em condicOes precarias e em

estruturas improvisadas. Contamos com o imprescindivel
apoio de José M Souza (UFPA) e Cor JF Fontes (UFIvIT e
MS-MT), ambos medicos clinicos. lideres em investiga-
coes em quimioterapia antimalanca humana. Alguns ex-
alunos continuam trabalhando em malaria: (i) Eliana Ro-
cha, professora na UFAL. ex- bolsista de AP que traba-
Ihou 4 meses na Amazdnia, onde obteve rigoroso e efici-
ente treinamento de Virgilio do Rosario, quando no IEC-
PA, no cultivo do P. falciparum: (ii) Luzia Carvalho, atual
chefe do Laboratério de Malasia do CPgRR. ex-aluna
desde sua graduacéo na UFMG, orienta alunos de IC e
PG: (iii) Erika Braga, professora da UFMG. é responsavel
pelo ensino e pesquisa em Malaria, orienta na IC e PG:
(iv) Clarice Abramo (mestrado, 1993) professora da UFJF.
trabalha em quimioterapia antirnalarica; (v) Humberto
Carvalho, ex-bolsista de AP. usando P. falciparum faz seu
doutorado nos EUA. Prosseguiram na carreira académi-
ca (1) no seu pais de origem: Mariana Camargo (Pana-
ma), Enrique Melendez (Venezuela) e Adelina Ramirez
(Venezuela); e (2) no seu estado de origem: Valquiria
Daher (UFES), Heloisa Bastos (IJEPA), Valter Andrade-
Neto (UFRN). Luciana Dantas (UERN), Almir Rocha
(UFPA). Contamos recentemente com Virgflio do Rosa-
ro, na Universidade Nova de Lisboa (UNL), onde rece-
peu Valter (bolsa sanduiche-CNPq, 2002) para testar a
“cerveja do indio” contra esporozoitas da malaria de roe-
dores. Mostramos que essa planta. usada para prevenir
malaria na Amazonia, é ativa na malaria aviaria contra o
ciclo pre-eritrocitico, idem na malaria de roedores. Con-
cluindo, utilizando linhas de pesquisas e protocolos diver-
sificados conseguimos implantar, fora da area endémica.
meios de treinar estudantes e produzir o conhecimento
cientifico voltado para solucionar problemas da malaria
humana. Abordamos, sobretudo os antimalancos, em
colaboracao com dezenas de quimicos da mais elevada
competéncia (nao mencionados nesse resumo). Forma-
mos alguns lideres de pesquisas que continuam na mes-
ma tradicao de formar cientistas trabalhando em malaria
com modelos experimentais. Afinal, estamos em Minas
Gerais onde nao ha transmissao da maléria, mas onde
existe grande tradicao no ensino e nas pesquisas em

Parasitologia e em Imunoparasitologia.

CNPq, FAPEMIG, PDTIS-FIOCRUZ financiarem nossas pesquisas
nos ultimos 5 anos.

4. ENTOMOLOGIA E CONTROLE DE VETORES

O PAPEL DA ENTOMOLOGIA NO CONTROLE DA MALARIA*

Wanderli P. Tadel', lléa B. Rodrigues’, Joselita M. M. Santos', Miriam S. Rafael', Ricardo A. dos Passos’, Fabio
M. da Costa', Rosemary C. Pinto?, Antdnio E. M. Oliveira® - Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA),
LLaboratorio de Malaria e Dengue.

1. Malaria: epidemiologia e situacao do panorama
na Amazonia provocada por alteracoes ambientais.

A malaria continua sendo um dos maiores pro-
blemas de Saude Publica na maioria dos paises da re-
giao tropical. Estima-se que a cada ano, em todo o

mundo, sao registrados cerca de 300 a 500 milhdes de
novos casos. Segundo a World Health Organization —
WHO '°, os dbitos estao entre 1,5 a 2,7 milhdes de ca-
SOS ano, ocorrendo principalmente entre criancas me-
nores de 2 anos de idade na Africa. Nas Américas. es-
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tima-se que nas areas consideradas malarigenas ou
potencialmente malarigenas vivem mais de 860 milhGes
de pessoas °.

No Brasil cerca de 5.400.000 pessoas vivem em
areas de alto risco de transmissao da malaria, constitu-
idas por partes dos nove estados da Amazonia Legal:
Acre, Rondbnia, Amazonas, Roraima, Amapa, Para,
Maranhao, Mato Grosso e Tocantins. O numero de ca-
sos registrados no Brasil em 2006 foi de 540.182, des-
tacando as areas da Amazoénia Legal como responsa-
veis por 99,98% dos casos registrados no Pais '°.

O controle da maldria vem se tornando comple-
x0 em decorréncia de multiplos fatores. A resisténcia
dos parasitos aos anti-malaricos demanda a utilizagao
de drogas alternativas tendo consequéncias econdmi-
cas e de dificil manuseio nas multiplas dosagens obje-
tivando superar a resisténcia.

A malaria urbana e peri-urbana que se constitu-
em em um problema da mais alta abrangéncia na Ama-
zOnia e a migracao populacional, decorrente de fatores
socio-econdmicos, provocam a formagao de faixas de
transmissao nas cidades, com graves surtos epidémi-
cos. Nestas Comunidades, todos os grupos de idades
sao afetados com altas taxas de morbidade.

A Amazobnia brasileira, devido a sua grande ex-
tensao (5.000.000 km?) e complexidade (extrativismo
mineral, agricola, entre outros), depende da aplicagcao
racional dos recursos para efetivamente controlar a
malaria. A caracteristica focal desta doencga é resulta-
do das condigcbes ambientais que favorecem os Ano-
pheles vetores, em seu contato com o0 homem. Neste
contexto, a complexa ecologia da Amazdnia, onde cada
habitat possui caracteristicas especiais, a exemplo das
aguas pretas e acidas e aguas brancas ligeiramente
basicas, pulsos de enchentes e vazantes, proporcio-
nam diversidade e densidade de anofelinos especifi-
cas para cada area, com padroes comportamentais di-
ferentes, estabelecendo dindmicas de transmissao dis-
tintas °.

O modelo de desenvolvimento econdédmico tem
provocado nos ecossistemas naturais, em todo o mun-
do, severas alteracdOes principalmente pela intervengao
humana. Pressdes populacionais, particularmente nos
paises subdesenvolvidos, especialmente na Amazonia
Brasileira, forcam a construcao de usinas hidrelétricas,
abertura de estradas, projetos de irrigacao, exploragcoes
minerais, de combustiveis fésseis como petrdleo e gas
natural, além das colonizacdes humanas descontrola-
das. Estas atividades colocam o homem em contato
com a mata, proporcionando condicoes de reproducao
aos anofelinos e aumento da densidade populacional,
provocando a disseminacédo da malaria em fungao do
intenso contato homem/vetor '* ™. Neste contexto, o
Anopheles darlingi como principal vetor da malaria na
regiao amazonica e, em decorréncia da sua acentuada
antropofilia, caracterizando o seu comportamento en-
défilo, @ a espécie que comanda a transmissao dessa
endemia '° ™,

Dentre os parametros que levam a manifestacao
da malaria, como primeira endemia a surgir em areas
de colonizacdo, ressalta-se (1) a extensa ocorréncia
do(s) vetor(s) nessas regides de modificagdes e (2) o
fato de que as populagdes humanas, frequentemente,
procedem de areas livres da doenca e sao mais susce-
tiveis a infeccao por Plasmodium do que as popula-
coes locais.

1.1 Malaria: agoes de controle de anofelinos.

- Na implementacao do controle da malaria, os
dados entomoldgicos se constituem em suporte para
as decisdes sobre as medidas a serem adotadas. Co-
nhecer a incidéncia e distribuicao das espécies de Ano-
pheles, em areas especificas, € de fundamental impor-
tancia. Os estudos entomologicos possibilitam obter
informacoes sobre a diversidade e o indice epidemio-
l6gico das espécies, permitindo avaliar o nivel de re-
ceptividade de uma determinada regiao, estimando o
seu potencial malarigeno. Correlacionar parametros
entomoldgicos e medidas rotineiramente adotadas sao
atitudes prioritarias. Porém, para se conseguir estas
correlacoes, € necessario conhecer a dinamica de trans-
missdo, suportada em informacgdes basicas sobre o
comportamento dos anofelinos, na area de estudo.

Assim, o controle vetorial constitui-se num para-
metro de fundamental importancia na Amazdnia, pois,
em muitas regides o0 An. darlingi representa cerca de
90% a 99% dos anofelinos em contato com homem.
Como a espécie mostra acentuada antropofilia, esta
envolvida na transmissao em praticamente toda a ba-
cia Amazodnica. Dentre as areas ja estudadas, que mos-
tram estas caracteristicas, ressaltamos o Municipio de
Coari, no qual a espécie representou 97% dos anofeli-
nos em contato com homem na area urbana; 91% no
entorno da cidade; e 99,32% no Lago de Coari. Neste
municipio ha uma relacao direta entre o aumento da
cota do rio e a densidade de An. darlingi. Em algumas
comunidades ribeirinhas do Lago, os moradores aban-
donam suas residéncias neste periodo, face a intensa
transmissao da malaria. SO retornam em suas residen-
cias, apos o refluxo das aguas, quando reduz a densi-
dade do mosquito. No periodo da cheia na regiao, o
igapo torna-se o local de reproducao dos anofelinos,
especialmente para An. darlingi 7.

A avaliacao das atividades do controle vetorial,
além de verificar a efetividade das medidas adotadas,
auxilia na tomada de decisdes sempre que existir uma
modificacao no padrao comportamental e/ou uma alte-
racdo ambiental. Neste contexto, as acoes de aplica-
coes aeroespaciais de inseticidas quimicos (termone-
bulizacdo e UBV) e a borrifacao intradomiciliar devem
ser planejadas em todo o0 seu processo de execucao
sendo acompanhadas da avaliacao da densidade /pa-
ridade de alados antes e depois da aplicagao do inseti-
cida. Em carater especial, a borrifacao intradomiciliar
deve ser avaliada por meio da prova biologica de pare-
de ja que os piretroides caracteristicamente nao permi-
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tem marcar as paredes como fazia o DDT, antes utiliza-
do. Desta forma, a prova biolégica de parede constitui-
se fundamental mecanismo de avaliagao para evitar
problemas operacionais € manter protegidas as resi-
déncias e, enfim, o homem do contato com o vetor.

No entanto, somente o controle dos mosquitos
adultos nao é suficiente para diminuir a densidade do
vetor. As formas imaturas desenvolvem-se em colegcoes
hidricas, seus criadouros naturais, sob excelentes con-
dicoes. Neles ha abundancia de matéria organica e
condi¢des de temperatura, luminosidade e pH suficien-
tes para rapidamente se desenvolverem e atingirem a
fase adulta.

Nos ultimos anos, com a intensificagao da pisci-
cultura na area periurbana de algumas cidades na
Amazobnia, a exemplo de Manaus e Coari, no Amazo-
nas, e Cruzeiro do Sul, no Acre, detectou-se uma nova
modalidade de reproducao do An. darlingi e que tem
interferéncia na transmissao '°. A especie passou a
explorar os tanques utilizados para criagao dos peixes,
originando uma nova forma de infestacao pelo vetor,
determinando a sua continua presenca durante o ano
todo. Em decorréncia, foi necessario equacionar o pa-
pel dos tanques que estao em continua ampliacao. Foi
necessario implementar um sistema de monitoramento
para ser possivel manter a criacdo de peixes, pois e
base de alimentacao de muitas familias, principalmen-
te nas periferias e assegurar mecanismos de controle,
para manter baixa a densidade do An. darlingi, em va-
lores incompativeis com a transmissao.

Neste foco gerou-se a necessidade da introdu-
cao de novas estratégias que possibilitassem melhor
abordagem das medidas de controle de imaturos res-
peitando-se principalmente as condigcoes ambientais.

A utilizacao de bioinseticidas bacterianos para o
controle de vetores da malaria na Amazdnia € de gran-
de relevancia, quando se considera a questao da con-
servacao do meio ambiente, além da busca de méto-
dos mais eficazes para as formas imaturas de vetores
da malaria. Mas, o sucesso para uma eficiéncia utiliza-
cao do Controle Biologico em criadouros naturais de
anofelinos nesta regido, depende de alguns fatores
ambientais, que interferem na toxicidade da entomo-
bactéria em relacao ao inseto alvo. Estes parametros
indicam a necessidade de estudos prévios nos princi-
pais ecossistemas, onde se desenvolvem as formas
imaturas de anofelinos.

Nos estudos desenvolvidos por Tadei & Rodri-
gues '"*e Rodrigues ' nos municipios de Manaus € Novo
Airao os resultados obtidos em laboratério com bioen-
saios e 0os dados das aplicacbes em campo, utilizando
criadouros com diferentes caracteristicas, possibilita-
ram verificar que o controle biolégico com Bacillus thu-
ringiensis e Bacillus sphaericus € uma medida alterna-
tiva efetiva no monitoramento das formas imaturas de
anofelinos na Amazénia. Os dados mostraram diferen-
tes graus de toxicidade para as trés formulacoes estu-
dadas, nos diversos tipos de criadouros. Para a formu-
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lacao de B. thuringiensis var. israelensis — Bti (Teknar),
a dose minima nao foi efetiva, sendo recomendado para
esta regiao a concentracao de 100 ml do produto para
10 litros de agua, cuja efetividade nos criadouros foi de
20/25 dias. Para B. sphaericus 2362, as caracteristicas
pontuais da efetividade dos dois formulados foram con-
trolar as formas imaturas nesses criadouros, por um
periodo que variou entre 10 € 15 dias em doses mini-
mas e, entre 20 e 30 dias, para aplicacoes em doses
mais elevadas.

| Portanto, nas aplicacdoes em campo dos biolarvi-
cidas bacterianos na regiao amazonica, para controle
das formas imaturas de anofelinos, pode-se considerar
o periodo de 20 dias como uma norma para as reapli-
cacoes. Este procedimento permite que os criadouros
permanecam livres de anofelinos, com uma faixa de
seguranca de cinco dias.

1.2 Malaria: estudo das populacoes de vetores.

Estudos avancados no campo da biologia mole-
cular aplicada aos parasitos e hospedeiros de doencas
endémicas sao cotados como uma das principais alter-
nativas de combate a essas doencas. Alem disso, as
ferramentas moleculares possibilitam o avanco nos es-
tudos da biologia dos vetores incluindo interacao parasi-
to-hospedeiro, competéncia vetorial e estudos taxonoé-
micos, auxiliando nas medidas de controle vetorial.

As espécies de mosquitos incluidos no género
Anopheles subgénero Nyssorhynchus sao extremamen-
te dificeis de serem identificados devido ao polimorfis-
mo e sobreposi¢cao dos caracteres morfologicos utiliza-
dos para a identificacéo. As fémeas adultas, responsa-
veis pela transmissao de patdégenos, sao as mais difi-
ceis de serem identificadas e por esse motivo, a carac-
terizacdo das espécies envolvidas na transmissao de
plasmoédios humanos fica comprometida.

Para diminuir estes problemas na identificacao,
seqliéncias génicas sao cada vez mais utilizadas para
a identificacao de espécies, uma vez gue, as tecnicas
moleculares estdo mais baratas e disponiveis para a
maioria dos taxonomistas, além disso, os custos de
sequenciamento de DNA estdao menores. Podemos Cis
tar como exemplo, estudo desenvolvido por Marrelli et
al. °, empregando sequéncias de bases nitrogenadas
do ITS2 do DNA ribossOmico, revisando a situagao ta-
xonémica do Anopheles oswaldoi, e Marrelli et al. “ com
outras espécies de anofelinos. O grupo Oswaldoi inclui
quinze espécies, e destas, sete estao envolvidas na
transmissao de plasmodios e pelo menos quatro, Ano-
pheles aquasalis, Anopheles benarrochi, An. oswaldoi
e Anopheles nuneztovari compreendem complexos de
espécies cripticas. Os autores demonstraram que o An.
oswaldoi inclui provavelmente quatro espéecies cripti-
cas, sendo uma delas o Anopheles konderi que foi re-
centemente removida da sinonimia de An. oswaldoi por
Flores-Mendoza et al. *. As diferencas morfologicas e
comportamentais também sugerem a presenca de es-
pécies cripticas dentro do taxon identificado como An.
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benarrochi. Em algumas localidades, por exemplo, em
Rondonia, Brasil, a espécie e zodfila, enquanto que na
Colébmbia e Peru é altamente antropdfila * ' ™2,

Um dos fatores determinantes do grau de ende-
micidade numa regiao geografica susceptivel é a pre-
senca da especie de mosquito vetora naquela area.
Especies vetoras e diferencas populacionais influenci-
am no comportamento da atividade de picar, repasto
sanguineo, local de repouso e antropofilia . Conside-
rando a heterogeneidade que tem sido detectada ao
longo da area de distribuicao geografica de An. darlin-
gi, e aos aspectos comportamentais e da biologia des-
sa especie, varios estudos vém sendo realizados so-
bre a variabilidade genetica, utilizando diferentes mar-
cadores moleculares, para o conhecimento da estrutu-
ra genetica e do fluxo génico entre as populacoes, pos-
sibilitando maior entendimento da diversidade geneti-
ca e da capacidade vetorial da espécie.

Como citado anteriormente, o sequenciamento
de DNA em larga escala nao € mais um problema e
iInovacoes em bioinformatica facilitam a identificacao e
anotacao automatica de um grande numero de genes
e transcritos. Em decorréncia desse novo panorama,
observou-se um aumento dramatico no numero de se-
guéncias de nucleotideos de mosquitos no GenBank.

O genoma do Anopheles gambiae foi seguenci-
ado e varios projetos de sequenciamento de bibliote-
cas de cDNA foram ou estao sendo executados, contri-
buindo a descoberta do transcriptoma completo destes
mosquitos. O conhecimento gerado pelo sequencia-
mento do genoma do An. gambiae forneceu a comuni-
dade cientifica fundamentos poderosos para a analise
de expressao génica em mosquitos. Esforgcos similares
resultarao em breve no sequenciamento e anotacao dos
genomas de varios importantes vetores de doencgas
humanas, tais como Aedes aegypti, Culex quinquefas-
ciatus e outras sete espécies do género Anopheles.
Neste contexto, cita-se 0 An. darlingi, principal vetor da
malaria humana no Brasil. Considerando o Projeto Ge-
noma Funcional do An. darlingi, foi gerada Biblioteca
de cDNA desse mosquito, para identificar seqliéncias
de genes expressos (Expressed Sequence Tags - ESTS)
envolvidos em resisténcia a inseticidas e fazer compa-
racao com o genoma funcional de An. gambiae, princi-
pal vetor da maléria na Africa. Além do Projeto Geno-
ma Funcional, estudos estdo sendo realizados no am-
bito do Transcriptoma e Proteoma do An. darlingi.

Nao obstante, o atual desafio € explorar esta
quantidade enorme de informacao, formulando per-
guntas especificas que possam levar ao desenvolvi-
mento de ferramentas para o controle da malaria ou
outras enfermidades transmitidas por esses mosqui-
tos vetgres.
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5. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

A IMPORTANCIA DO TRATAMENTO EM SITUAQﬁO DE CAMPO (MANAUS)
NO CONTROLE DA MALARIA

Wilson Duarte Alecrim
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O QUE APRENDEMOS COM A MALARIA VISANDO SEU CONTROLE:
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Desde o Inicio do século passado, com 0O reco-
nhecimento dos fatores envolvidos na transmissao da
malaria, a comunidade cientifica tem procurado eluci-
dar os mecanismos de doenca, de prevengao e de con-
trole da mesma.

Ja em 1902, na Segunda Conferéncia Internaci-
onal de Estados Americanos, foi destacada a impotr-
tancia da malaria como doenca limitante para a saude
e desenvolvimento da regido. Esta conferéncia foi a
motivadora da criacéo da Organizacao Pan-americana
da Saude.

Em 1942 a malaria foi considerada “a doenca que
causa mais mal ao maior numero de nagoes do conti-

nente”, por ocasiao da XI Conferéncia Sanitaria Pan-
americana.

Em 1954 inicia 0 plano americano de erradica-
cao da malaria e em 1992, com a faléncia do “sonho da
erradicacao”, a Organizagao Mundial da Saude pro-
péem o controle da malaria, com visao regional e, a
partir de 1998, inicia o projeto de “fazer retroceder a
malaria” buscando reducao de 50% da incidéncia da
doenca ate 2010.

A despeito das varias tentativas de controlar a
malaria ela encontra-se em expansao no mundo e, se-
gundo Boéte: “Hoje, o impaludismo esta em plena re-
crudescéncia, com uma mortalidade mais que duplica-
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