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INFECAQO EXPERIMENTAL DE ANOPHELES (KERTESZIA)
CRUZI PELO PLASMODIUM VIVAX

FOR

FLAVIO pa FONSECA & RENATO R. CORREA

O estudo do comportamento dos anofelinos do subgénero Kerfeszia em
Telagio a potencialidade vetora da maliria humana apresenta grande importin-
G2 para a compreensio dos problemas da transmissio da plasmodiose nas zonas
florestais e montanhosas da regiio neotropica,

Longe de ser nova, a questio foi uma das primeiras a serem abordadas no
Teferente 3 epidemiologia da malaria ligada ao Anopheles.

Em 1903, Adolpho Lutz, o sibio patologista brasileiro recentemente falecido,
€M trabalho sobre a “Malaria nas florestas e mosquitos da mata” (1), datado
de 1902 ¢ versando sobre a transmissio do impaludismo na Serra do Cubatio,
Qurante os trabalhos de duplicagiio da linha da estrada de ferro que liga Sio
Paulo a0 porto de Santos, incriminava o Anopheles Iutzi como vetor da infecio.

Nunca serd demais chamar a atengio para o fato de constituir este traba-
"7_'0 um dos mais extraordinirios documentos da admiravel capacidade de dicer-
imento de que era dotado Lutz.

Foi estudando a epidemia que se desencadeou no decorrer dessas pesquisas,
9ue concluiy ser a maliria naquela regiio veiculada por um culicideo por éle
"emetido a Theobald em 1899, o qual o descreven em 1901 (2) sob o nome de
Anopheles Iutzi, nome mais tarde mudado para Anopheles (Kerteszia) cruzi.

Como na época em que Lutz fizera tal verificagio (*) nada era conhecido no
'ocante 30 mecanismo transmissor da infecio paludica, pois os estudos de Ross
€ da Escola Italiana <6 em 1899 fixaram a importancia do papel dos anofelinos,
“Onclue-se que Lutz foi o primeiro a determinar que a malaria era transmitida
Por um anofelino, o que alias relata no seu trabalho, dizendo:

-‘-‘-_-—'——n

"i
Chent;
Ingy;

}' A daty deve ser a de fevereiro de 1898, segundo se deduz da lista completa de excursbes
ficas realizadas por Lutz de 1897 a 1908, publicada por este autor no “Resumo dos Trabalhos do
tato Hacteriologico de S. Paulo, de 1892 a 1908, pag. 35, Tipografia do Diario Oficial, S. Paulo.”
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“Fiquei logo certo de ter encontrado a especie de mosquitos que
procurava, embora naquela época ainda nada se soubesse acerca dos
caracteres dos transmissores da malaria. Quando se teve conheci-
mento, logo depois, que os mesmos deveriam ser procurados entre as
espécies de Anopheles, vi com satisfagio que a nova espécie era um
Anopheles. E éle o mesmo que mais tarde foi descrito por Theobald
sob o nome de Anopheles luizi, uma das espécies menores e mais
delicadas”.

E esta verificagio, que nunca vimos citada ou encarecida nos estudos bio-
graficos, alids cuidadosos, sobre a personalidade impar de Lutz, que lhe da pre-
cedéncia na descoberta da transmissio da malaria humana e constitue uma das
maiores glorias do sabio brasileiro e da ciéncia patria, sendo para lamentar que
a sua publicagio, preterida até 1903, ndo possa conferir-lhe a merecida prio-
ridade.

Logo a seguir, Galli-Valério fornecia elementos para que melhor se funda-
mentasse a suspeita de Lutz, publicando em 1904 (3) um trabalho em que de-
monstrou a infecio do Anopheles Iutzi, ou pelo menos de uma espécie do subge-
nero Kerteszia, por um hematozoario da malaria, em matenial remetido por seu
antigo discipulo, dr. Rebsamen de Wintherthon, e colhido a 32 kms. de Paranagua.

Constou tal verificacio do encontro de um exemplar infetado com cerca de
13 oocistos dentre 20 que lhe foram enviados.

Esta observacio é habitualmente posta em duwvida, pois nio so os seus
exemplares eram conservados em alcool, o que torna difficil ajuizar sobre a
infeciio, como tambem o encontro exclusivo de oocistos nio s6 nio prova que
se tratasse de maliria humana, como tambem nio demonstra que a evolugio se
processe até a fase infetante de esporozoito.

Da literatura por nos compulsada, consta ainda um trabalho publicado 23
anos ap6s a observagio de Galli-Valério por Nelson Davis (4), o qual, traba-
lhando em Angra dos Reis com uma Kerteszsia que identificou a Anopheles
(Kertessia) bellator e que Komp (5) julga talvez se trate de Anopheles (Ker-
teszia) anoplus KOMP, 1937, constatou a infegio experimental de um 1nico
espécime entre cerca de 167 alimentados em gametoforos e dissecados 5 dias ou
mais depois do repasto infetante. As condigies em que trabalhou Davis. em
rapida excursio, operando com exemplares de captura e com gametoforos extre-
mamente pobres (s6 4 mosquitos alimentados em doentes com relagio de game-
tocitos e leucocitos superior a 1:100), nio permitem seja tirada conclusio segura
do seu trabalho, que alidas versou sobre um total de 418 exemplares.
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Entre 1929 e 1938 os drs. Seveniano de Miranda e Carvalho Franco (co-
Mmunicagio verbal), trabalhando sob a orientagio do dr. Humberto Pascale no
servigo de combate & maliria realizado durante a construgio da E. F. Mayrink-
Santos, incriminaram os anofelinos do subgénero Kerteszia como os mais pro-
Vavels vetores autoctones da infecio malarica, mormente nas cotas altimétricas
Superiores a 400 ms.. Um daqueles médicos nos forneceu uma carta que, em
Junho de 1930, o dr. Humberto Pascale dirigia ao dr. Mario Souto, engenheiro-
chefe da construgio daquela ferrovia, na qual escreve textualmente:

“... o mosquito Anopheles crusi (espécie bromelicola por nés en-
contrada naquela regiio e sobre cujo papel como transmissor da
malaria alimentamos por ora, forte convicgio)...”

* % *

_ Presentemente, por sugestio do dr. Arthur Costa Filho, Diretor do
Servigo de Profilaxia da Maldria, e orientado por um dos autores, foi encetado
Um programa de pesquisas, figurando no mesmo a verificagio da potencialidade
¥etora de maldria dos anofelinos pertencentes ao subgénero Kertessia.

Os trabalhos se desenvolveram do seguinte modo:

Foram capturadas por um dos autores na Ilha de Santo Amaro, Estado
de Sio Paulo, nas proximidades da Vila Balneiria do Guaruja, algumas fémeas,
M seguida conservadas em vidros entomoldgicos e alimentadas com sangue de
Cobaia até desovarem,

Os ovos foram semeados e deles sairam larvas vidveis que atingiram as
fases de pupa e imago, tendo-se seguido para a criagio a técnica original do labo-
ftorio de Ecologia deste Servigo, a qual sera oportunamente descrita pelo seu
dutor, -

Dos adultos obtidos, os machos foram destinados 4 determinagio da espécie
Pelo exame dos caracteres da terminilia apos dissecagio de suas varias pecas
(mesosoma e lobos da pinceta), como o aconselha Komp em 1937, tendo sido
fixada provisoriamente a diagnose de Anopheles (Kerteszia) crusi. Dizemos
Provisoriamente, por terem sido observadas pequenas divergencias na morfologia
dos 16bos da pinceta, comparados com a descrigio de Komp para esta espécie,
4Ssunto que devera ser definitivamente elucidado em trabalho ulterior,

 As fémeas virgens da criagio foram, depois de um a tres dias de jejum,
Aimentadas em gametoforos portadores de infegio por Plasmodium vivar e con-

::lda.s em tubos entomologicos com fundo de algodio e papel de filtro ume-.
dos,
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No decorrer das experiéncias a temperatura ambiente, na qual foram man-
tidos estes exemplares, oscilou entre 20 e 32°C..

Os espécimes infetados eram examinados diariamente, sendo efetuada a dis-
seca¢io no dia em que morriam,

A presente nota engloba um total de 35 exemplares trabalhados.

A sumula destes trabalhos se encontra condensada no Quadro No. 1.

QUADRO 1
Resultado geral das dissecagbes das fémeas de A. (Kertessic) crusi infetadas por PL vivar.
Na. Data da No. de gameto- D da Dias de I
exem refeigio citos por 200 % e incubaclo | Estémago | Gl Sal.
plares infetante leucocitos dissecacio extrinseca
1 30.X-40 10 MA. 5 ML i 22.X1-40 23 — —_—
2 30-X-40 10 MA. 5 ML r i 22.XT1-40 23 -— .-
3 30.X-40 10 MA. 5 MI 7.3 22.X1-40 23 -— -—
4 30X40 |10 MA. 5 ML 7.5 20-X1-40 21 sl -3
5 7-X1-40 20 MA. 10 ML 15,0 20-X1-40 13 inut. inut.
6 18-X1-40 5 MA, 5 Ml 5.0 21-X1-40 3 - —
, | 18-X1-40 5 MA. 5 MI. 3.0 20-X1-40 2 - -—
g 18-X1-40 5 MA. § ML 20 2-X11-40 14 - inut.
9 18-X1-40 5 MA. §5 MI1 5.0 2-X11-40 14 - -
10 18-X1-40 $ MA. 5 Ml 5.0 & X11-40 18 inuat. .
11 18-X1-40 | S MA. 5 ML 5.0 26-X1-40 2 — -
12 18-X1-40 | 5 MA. 5 ML 5.0 2-X11-40 14 b —
13 18.X1.40 | 5 MA. 5 ML 5.0 28.X11.40 10 inut, -—
14 18-X1-40 $ MA. 5 MI. 50 23-X1-40 5 -- -—
15 18-X1-40 § MA. 5 ML 30 28-X1-40 5 - -—
16 18.X1-40 5 MA. § ML 50 &X11-40 18 - -
17 18.X1-40 5 MA. § ML 5.0 21-X1-40 3 -— -—
18 18X 1-40 5 MA. S ML 5.0 21.X1-40 3 inut, necs
19 18.X140 | § MA. 5 MI 5.0 23.X1-40 5 - .-
20 18-X1-40 S MA. § ML 5.0 2-X11-40 14 inut, inut,
21 18-XT1-40 5§ MA. § ML 3.0 19-X1-40 1 inut. -—
22 18-X1-40 S MA. S ML 5.0 6-X11-40 18 — 4
23 25.X[-40 4 MA. 2 ML 3.0 3 XI11-40 8 — —
24 25.X1-40 4 MA. 2 ML 3. 4-X11-40 9 inut. inut.
2 25.X1-40 4 MA. 2 ML 30 2.X11-40 7 inut. inut.
26 25-X1-40 4 MA. 2 ML 30 10-X11-40 14 — —
27 28-X1-40 8 MA. 3 ML 5.5 2.X11-40 4 — —
28 28-X1-40 8 MA. 3 ML 5.3 7-X11-40 2 -— inut,
29 28-X1-40 g8 MA. 3 M 5.5 4. X11-40 é o gl
30 28-X1.40 8 MA. 3 ML 5.5 2.XT1I-40 4 — -
3 28-X1-40 8§ MA. 3 MIL 5.5 30-X1-40 2 - —
2 19.XI140 | 18 MA. 10 ML 9 24-X11-40 5 inut. inut,
32 19-X1I-40 18 MA. 10 ML 9 24-X11-40 5 - —
14 26-X11-40 J MA. 1 ML 2.0 30-X11-40 | 4 inut, inut.
35 26-X11-40 3 MA. 1 ML 2.0 10-XI1-40 4 -— A
MA. = Macrogametccito.
MI = Microgametocito.
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Para o caiculo de porcentagem de glandulas salivares infetadas, apenas foram
levados em consideracio os exemplares que resistiram por um prazo minimo
superior a 6 dias depois da refeigio infetante.

Dos 35 espécimes utilizados, 14 nido resistiram ao prazo prefixado e 6 foram
inutilizados por varias causas. Restaram, portanto, 15 fémeas aproveitaveis, das
Quais uma teve as glandulas inutilizadas. Dai resulta que puderam ser devida-
Mmente examinadas 14 glindulas, tendo uma se mostrado positiva, numa pro-
Por¢io, portanto, de 7,1%.

Com material de glindulas infetadas com esporozoitos foi preparado um
€sfregaco corado pelo Giemsa, no qual a microfotografia (Fig. 1) mostra espo-
Tozoitos localizados em um dos campos da preparagio. A {fémea encontrada
Positiva efetuou a refeicio infetante a 18-XI-40 e foi dissecada a 6-XII-40,
dpresentando o gametoforo utilizado formas sexuadas diferenciadas de Plas-
Modium vivar na proporgio de 5 macrogametocitos e 3 microgametocitos para
200 leucocitos, em 5,09, portanto.

Procedeu-se, igualmente, ap exame de 25 estomagos, incluidos os dos espé-
Cimes que morreram nos 6 primeiros dias apés haverem sugado os gametoforos.
Um deles foi encontrado positivo, apresentando oocistos (Fig. 2) de varas
dimensges e ainda na fase pre-esporozoitica. O exemplar infetado foir alimen-
ado em gametdéforo a 19-XII-40 e foi dissecado em 24-XII-40. No sangue
Periférico do paciente foram encontradas formas sexuadas diferenciadas do
Plasmodium vivaxr na proporcio de 18 macrogametocitos e 10 microgametocitos
Para 200 leucocitos, em 9%, por conseguinte.

O percentual de estomagos infetados se elevou a 4,0, considerando que um
Presentou oocistos para um total de 25 examinados.

s Resumindo: num total de 29 Kerteszia dissecadas, duas acusaram a infe-
540 pelo Plasmodium vivar, atingindo a percentagem de 6,8,
Sintetizamos no Quadro No. 2 o resultado das dissecagdes:

QUADRO 2
e
No. de gl. sal estOmagos

Exemplares % e Os. %%

Sxaminados examinadas examinados
—
| 29 68 14 7.1 23 1 | 40
e — | J J

Ao dr, A. Carvalho Franco, cuja técnica para a obtengio de anofelinos
Wltos utilizamos, e ao dr. J. A. Fonseca, pelas microfotografias e demais
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auxilio prestado pelo seu laboratorio, o nosso cordial agradecimento. Ao dr.
Arthur Costa Filho, fundador e Diretor do Servigo de Profilaxia da Malaria do
Estado de S. Paulo e criador da respectiva Estagio Experimental, cuja organi-
zacdo tornou possiveis estas pesquisas, exprimimos profundo reconhecimento.

CONCLUSOES

A. Os autores chamam a atengdo para o fato de ter sido Adolpho Lutz o
primeiro a suspeitar ser a maldria veiculada por um mosquito do genero Ano-
pheles, segundo se infere do seu trabalho “Waldmosquitos und Waldmalaria”,
realizado em 1898 e dado a publicidade em 1903.

B. Tendo encetado alguns trabalhos no sentido de infetar em condicdes
experimentais anofelinos do subgénero Kertessia, conseguiram criar em labo-
ratorio machos e femeas destes mosquitos. Os machos foram destinados a iden-
tificagio da espécie, procedendo-se a dissecagio da terminilia e algumas de suas
pecas em separado (mesosoma e lobos da pinceta). Fixaram em carater proviso-
rio a diagnose de Anopheles (Kerteszia) crusi, por terem constatado ligeiras di-
ferengas na estrutura dos lobos da pinceta comparados com os descritos e figu-
rados por Komp em trabalho publicado em 1937, no qual éste autor faz uma
revisaio completa do subgeénero,

C. As fémeas virgens sugaram portadores de formas sexuadas diferenciadas
do Plasmodium vivar e foram dissecadas 2 medida que morriam.

Vinte e nove dos espécimes alimentados em gametoforos portadores de Plas-
modium wivaxr foram examinados, tendo dois apresentado formas evolutivas do
parasita, um no estomago e outro nas glandulas salivares, em 6,8% dos casos, por-
tanto.

D. A comprovagio apresentada de poder o Plasmodium vivaxr evoluir até a
fase final do ciclo em uma espécie do subgenero Kertessia vem contribuir para dar
base mais solida a4 suposi¢io de Lutz, segundo a qual as Kertessia seriam culpa-
das da transmissio da malaria nas matas.

ABSTRACT

Adolpho Lutz was the first to suspect that the malaria is transmitted by 3
mosquito of the genus Anopheles, forwarded by him in 1899 to Theobald (2)s
during researches made on February 1898 at the Sdo Paulo Railway, as can b€
deduced from his work “Waldmosquitos und Waldmalaria” dated 1902 and
published in 1903 (1), where he says: |

]
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“Ich war sofort iiberzeugt, die gesuchte Miickenart gefunden
zu haben, obgleich damals uber die Charakteren der Malariatber-
triger noch nichts bekannt war. Als bald darauf erkannt wurde,
dass dieselben unter den Amopheles-Arten zu suchen seien, sah ich
mit Befriedigung, dass die neue Art ein Anopheles war. Es ist
derselbe, welcher spater von Theobald unter dem Namen Ano-
pheles Iutzii beschrieben wurde, emmer der kleinsten und zartesten

Arten”,

Lutz’ supposition concerning the transmission of malaria by mosquitoes of
the genus Kertessia had not been confirmed entirely up to today. Galli-Valerio's
Paper (3) dealing with oocysts found in the stomach of a Kertessia specimen in-
fected under natural conditions, has not proved that it concerned a human Plas-
Modium, nor that the infection could reach the sporozoitic phase; it even has
been doubted that it were really oocysts due to the bad preservation of the ma-
terial. Davis' (4) researches in Brazil also have reached only the oocystic phase
“ad this in only one among 148 specimens experimented, this result, being, doubt-
less, owing to the difficulties due to the lack of a laboratory.

In the present paper the results obtained with Anopheles (Kerteszia) crusi
El‘ﬁi in the laboratory are reported. Wild female specimens, captured on the

Tlha de Santo Amaro”, State of Sio Paulo, in the neighbourhood of the *“Ser-
" do Cubatio”, where Lutz worked, were preserved until oviposition, the eggs
being bred until the adult phase.,

The male specimens were dissected for determination of the species, as advis-
*d by Komp (5), the female ones being fed on patients with gametocyts of
Plasmodium vivar in the circulating blood.

. Of 39 infected specimens, 29 were used for dissections, one specimen hav-
"Ig presented infection of the stomach after 5 days of extrinsic incubation and
HMother one infection of the salivary glands after 18 days of extrinsic incubation,
The Percenfage of infection was, therefore, of 6,8 or 10% when taking in con-

Sideration only those specimens that lived 5 days or more after the infective
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(Trabalbo de colaboragio do Servico de Profilaxia da

Malaria do Estado de 5. Paunlo e da Seccio de Parasitologia

- . . e do Instituto Butanmtan. Apresentado i Secgio de Med. Trop.
¢ Mol. Infect. da Assoc. Paul. de Med. em 18-1.941 e dado

i puoblicidade em margo de 1541). ;
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Fig. 1

Esporozoitos de Plarmodium tiver encontrados mnas glindolas salivares de

Anopheles (Kertersia) cruzi,

rig. 2

Oocistos de Plasrmodinm titer encontrados no estdmago de
Anopheles (Kerteszia) crus,
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