UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MICROBIOLOGIA
AGRICOLA E DO AMBIENTE

Alessandra Bittencourt de Lemos

ASPECTOS HISTORICOS E ECOLOGICOS DA MALARIA NO RIO GRANDE DO
SUL, BRASIL.

Porto Alegre
2022






Alessandra Bittencourt de Lemos

ASPECTOS HISTORICOS E ECOLOGICOS DA MALARIA NO RIO GRANDE DO
SUL, BRASIL.

Tese apresentada ao Programa de Pods-
Graduagao em Microbiologia Agricola e do
Ambiente do Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul como requisito para o titulo de doutor(a)
em Microbiologia Agricola e do Ambiente.

Orientador(a): Prof". Dr’. Onilda Santos da Silva
Coorientador(a): Dr. Jader da Cruz Cardoso

Porto Alegre
2022



CIP - Catalogagio na Publicagdo

de Lemos, Ales=andra Bittencourt

ASFECTO3 HIS IC03 E ECD%G-IEUB D& MARLARTE WO RID
GARNDE DO 3UL, BRASIL. / Alessandra Bittencourt d=
Lemas. —— 2022

138 E.

QOrientadora: Omilda Jantos=s da 3ilwva.

Coorientador: Jdder da Crus Cardoso.

Tene (Doutorado! -—- Tniversidadse Federal do Bioc
Grande do 3ul, Institato de Cifncias Bdsicas da Sadde,
Frograma de= :nﬁa Eraduacdn =m Microbiologia Bgricola =
do imnte=, Forto Leg’r\e, BR-F3, Z02Z.

1. Maldria. 2. Rio Grande do 8nl. 2. Histéria. £.
Reme::-g'!m:*a.. 5. Bcocolegia. I. da Silva, Omnilda Santos=,
prient. II. Cardoso, Jider da Crus, coorient. III.
Titunlo.:

Ehhumhpebﬁmmﬁam;anﬁmmm Ficha Catslografica da UFRIGS com os
formecidos pelojs) sutor(s).




“...Para extingui-la sera preciso um Hercules. Mas
esse Hercules s6 existira nos poderes publicos, na
boa orientacdo daquelles que se dizem directores e
guias do povo, sem atritos que geram a rebeldia; sem
censuras que nao corrigem; sem exploragdes que nao
dignificam; sem presumpgdes absoletas que n&o
ensinam. E um inimigo commum que se tem a
combater, e € preciso faze-lo, custe o que custar;
portanto reclama o concurso de todos.”

Angelo Dourado, 1900.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, amor maior, pelo total apoio e compreensdo nos
momentos felizes e dificeis desta jornada. Em especial aos meus pais Vera Bittencourt
e Tulio Flores de Lemos pelas palavras e ajuda no desenvolvimento e nas leituras
deste trabalho;

Aos meus orientadores Prof? Dr? Onilda Santos da Silva e Dr. Jader da Cruz
Cardoso, pelos ensinamentos técnicos, conversas, apoio, discussdes, almogos e por
todos os momentos especiais;

A todas as instituicdes envolvidas, que foram fundamentais para a
execucao deste trabalho nas suas diversas facetas: Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), Centro Estadual de Vigilancia em Saude (CEVS), Prefeitura
Municipal de Eldorado do Sul (PMES), Biblioteca Publica do Estado, Museu de
Histéria de Medicina (MUHM) representado pelas historiadoras Angela Pomatti e
Glaucia Kulzer muito generosas em buscar e ceder materiais e Criadouro
Conservacionista Arca de Noé que abriu suas portas para as coletas;

Um agradecimento muito especial a Edmilson dos Santos e Harry Luiz Pilz
Junior pelos seus esforgcos em campo, ensinamentos, incentivos, risadas e conselhos.
Sem vocés teria sido impossivel continuar;

A todos aqueles que ajudaram no trabalho de campo: Abner Moraes da
Silva da Rosa, Marcelo de Souza Sampaio, Juliana Querino Goulart e Liliane Lazier;

As gestoras de Eldorado do Sul Juliana Carvalho e Fabiani Tadini pelo
apoio e flexibilidade de horario de trabalho; também aos demais colegas de trabalho
por compreenderem minhas auséncias, dando seu melhor;

Um agradecimento especial ao Nicolas Felipe Drumm Mdiller, da Divisao
de Vigilancia Ambiental do CEVS, pelas identificagbes dos mosquitos, brilhante e
fundamental para o desenvolvimento deste trabalho;

Também meus agradecimentos para toda a equipe do Centro de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CDCT) do CEVS, representado pela
bidloga Claudia Maria Dornelles da Silva, coordenadora do laboratério de Genética
Molecular, que colaborou com as analises moleculares.

Ao historiador Cristiano Enrique de Brum que gentilmente forneceu alguns
documentos de grande importancia e relevancia, além de ter sido o consultor histérico
na construgc&o da histéria da malaria no RS;

Aos professores Gabriel Cremona e Thiago Azevedo pela ajuda de grande
valia na construcao de mapas e calculos de NDVI. Vocés foram fundamentais.

A todos meus amigos e amigas pela compreensao, apoio e presencga.
Vocés foram fundamentais para o cumprimento desta misséao;



A todos os colegas de laboratorio da UFRGS, técnicas e alunos de
Iniciagdo Cientifica pela ajuda e apoio durante o desenvolvimento deste trabalho.
Obrigada pelos pequenos e grandes momentos;

A todos os demais professores que contribuiram para a constru¢cdo de meu
conhecimento, formal ou informalmente.



ASPECTOS HISTORICOS E ECOLOGICOS DA MALARIA NO RIO GRANDE DO
SUL, BRASIL

Autor: Alessandra Bittencourt de Lemos
Orientadora: Prof’. Dr’. Onilda Santos da Silva
Co-orientador: Dr. Jader da Cruz Cardoso

RESUMO

A malaria, também chamada de impaludismo, € uma doenca antiga e de grande
impacto na saude publica, causando milhares de mortes anuais pelo mundo. No
Brasil, sua ocorréncia esta relacionada a duas regides, sendo a amazdnica
considerada endémica e a regido extra-amazonica, ndo endémica. O bioma Mata
Atlantica tem apresentado importancia na transmissao de malaria extra-amazodnica,
uma vez que propicia um ambiente para que ocorra todos os elementos necessarios
para sua manutencgdo: vetores anofelinos, parasitos do género Plasmodium e
hospedeiros como o0 homem e os primatas-nao-humanos. O Rio Grande do Sul teve
endemismo de malaria na regiao litordnea, onde possui grande area coberta por Mata
Atléntica, apesar de ser considerada livre desta doenga desde meados de 1960. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi realizar a construgao histérica de ocorréncia da
malaria no Estado e relacionar aspectos ecoldgicos relacionados ao vetor Anopheles,
uma vez que houve confirmagao de um caso humano autdéctone na regiao em 2014.
Para tanto, foi realizada extensa busca documental e visitas a acervos e museus para
reunir relatérios e materiais relativos ao impaludismo no RS. Dados do caso autéctone
foram resgatados e analisados para definir a reemergéncia da malaria no Rio Grande
do Sul. Para as coletas de mosquitos, foram amostrados os municipios de Trés
Cachoeiras, Trés Forquilhas, Eldorado do Sul e Morro Reuter, onde foram instaladas
armadilhas do tipo CDC e Shannon, com capturas noturnas das 18h as 6h e das 18h
as 22h, respectivamente. Os dados foram analisados estatisticamente para a
associacdo com fatores abidticos. As ocorréncias de mosquitos também foram
relacionadas com NDVI em busca de uma associagcdo com a vegetacdo. Como
resultados, se discorre desde o primeiro relato de malaria no RS, em 1900, passando
pelos periodos da Primeira Republica (1889-1930), entre 1930 e 1960, entre 1960 e
2000, até chegar entre 2000 até 2019, passando por 2014 quando acontece a
reemergéncia da doenga. Por sua vez, esta foi determinada apdés analises de
informagdes epidemioldgicas. Com relagdo aos dados amostrais, foram realizadas
142 amostragens que, juntas, coletaram 266 individuos de Anopheles e 2.773
espécimes de outros grupos taxondmicos, totalizando 3.039 mosquitos. As espécies
foram afetadas de forma diferente pelas condi¢gbes abidticas, de acordo com a
localidade amostrada, provavelmente porque o esforgco amostral entre elas foi
diferente. N&o houve diferenga significativa entre as estagbes do ano ou entre as
localidades. O NDVI também nao mostrou diferenga significativa.
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ABSTRACT

Malaria, also called impaludism, is an ancient disease with great impact on
public health, causing thousands of deaths annually worldwide. In Brazil, its
occurrence is related to two types of regions, with the Amazon being considered
endemic and the extra-Amazonian region, non-endemic. The Atlantic Forest biome has
shown importance in the transmission of extra-Amazonian malaria, since it provides
an environment for all the elements necessary for its maintenance: anopheline vectors,
plasmodium parasites and hosts such as humans or non-human primates. Rio Grande
do Sul was endemic for malaria in the coastal region, where it has a large area covered
by Atlantic Forest, despite being considered free of this disease since the mid-1960s.
Thus, the objective of this work was to carry out a historical rescue of malaria
occurrence in the State and to relate ecological aspects related to the Anopheles
vector, since there was confirmation of an autochthonous human case in the region in
2014. To this end, an extensive documentary search and visits to collections and
museums were carried out to gather reports and materials related to impaludism in RS.
Data from the autochthonous case were retrieved and analyzed to define the
reemergence of malaria in Rio Grande do Sul. For mosquito collections, the
municipalities of Trés Cachoeiras, Trés Forquilhas, Eldorado do Sul and Morro Reuter
were sampled, where CDC and Shannon traps were installed, with night catches from
6:00 pm to 6:00 am and from 6:00 pm to 10:00 pm, respectively. Data were statistically
analyzed for association with abiotic factors. Mosquito occurrences were also linked to
NDVI in search of an association with vegetation. As a result, it goes from the first
report of malaria in RS, in 1900, through the periods of the First Republic (1889-1930),
between 1930 and 1960, between 1960 and 2000, until reaching between 2000 and
2019, passing through 2014 when disease reemergence. In turn, this was determined
after analysis of epidemiological information. Regarding the sampling data, 142
samples were taken, which together collected 266 individuals of Anopheles and 2,773
specimens from other taxonomic groups, totaling 3,039 mosquitoes. Species were
affected differently by abiotic conditions, according to the sampled locality, probably
because the sampling effort between them was different. There was no significant
difference between seasons or between locations. The NDVI also showed no
significant difference.
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1 INTRODUGAO

A construgéo historica acerca de uma doenga em determinado territorio,
associado a analise de sua incidéncia atual, pode prever e revelar dados importantes
quanto aos riscos de surtos e epidemias. Um dos campos da saude publica que atua
neste contexto é a Vigilancia Ambiental em Saude, cujo conceito se baseia no estudo
de alteracbes ambientais que possam interferir na saude humana, de modo a
identificar e indicar medidas de controle e prevengao desses riscos associados as

doencgas e agravos a saude (Brasil, 2002).

A Vigilancia Ambiental da malaria no estado do Rio Grande do Sul tem se
desenvolvido de forma gradual. A revisdo da subfamilia Anophelinae do Rio Grande
do Sul (RS) foi um passo importante para conhecer as espécies que podem se
envolver na transmissdo do protozodrio no Estado (Cardoso, 2004). E importante que
este tipo de trabalho, tipico de Vigilancia Entomoldgica, seja realizado de forma
sistematica e continua a fim de manter a lista de espécies de mosquitos e sua

distribuicdo atualizada.

Desde que o Estado foi considerado ndo malarigeno, no final da década de
60 (Barata, 1973; Moreira et al., 2017), os esforgos tém sido voltados apenas para o
controle de casos importados. Entretanto, em 2014 um paciente foi diagnosticado com
malaria na forma grave, atribuida ao Plasmodium vivax. Seu local de residéncia foi o
municipio de Terra de Areia, mas o Local Provavel de Infec¢do (LPI) foi em Trés
Forquilhas. Chamou a atengdo dos 6rgaos publicos o paciente nao ter realizado

deslocamento, marcando sua reemergéncia no Estado (Lemos et al., 2021).

Em 2015 uma fémea de Alouatta guariba clamitans (bugio-ruivo) de
cativeiro foi notificada por Wink et al. (2017) com inclusdes sanguineas compativeis
com Plasmodium sp. no municipio de Morro Reuter, levantando um alerta quanto a
possibilidade de um inicio de transmissao zoonética na regiao.

Estes casos alertaram sobre a importancia de se reconsiderar a auséncia
do parasito circulante no Rio Grande do Sul. Para tanto, a construgédo historica é
importante para a compreensdao da dindmica passada que, juntamente com a

distribuicao de vetores nos tempos atuais, comporia a histéria completa da malaria no
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Rio Grande do Sul.

Dentro do sistema de saude, a Vigilancia Ambiental se envolve com
doengas emergentes e reemergentes relacionadas a reservatorios, vetores e
hospedeiros. Desta forma, torna-se importante a associacdo entre os trabalhos
académicos e o servico de saude para a busca de resultados responsivos e

qualitativos para ambas as areas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Estudar aspectos historicos e ecolégicos da malaria no Rio Grande do Sul.

2.2 Objetivos especificos

e Construir a histéria da malaria no Rio Grande do Sul;

e Resgatar dados epidemiolégicos da investigagao de um caso autéctone e
registra-lo como a reemergéncia da malaria no Rio Grande do Sul;

e Amostrar os mosquitos de areas com ocorréncia historica de malaria ou
circulacao de Plasmodium spp.;

e Relacionar as amostras totais de mosquitos com dados bidticos e abidticos;

e Relacionar a ocorréncia de Anopheles com fatores bidticos e abibticos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aspectos bioldgicos - o parasito

3.1.1 Ciclo de Plasmodium sp.

Para entender a distribuicdo e epidemiologia da malaria, € necessario
conhecer os aspectos bioldégicos do seu agente causador. Representantes de
Plasmodium sao protozoarios que pertencem ao filo Apicomplexa, cuja caracteristica
€ a presencga de um conjunto de organelas organizadas em um dos polos da célula
parasitaria denominada de Complexo Apical. Este parasito passa por um ciclo de vida
complexo, que envolve uma fase sexuada em mosquitos, que atuam como vetores, e
ciclos de reprodugdo assexuada em hospedeiros intermediarios (vertebrados). As
fases desses ciclos também podem ser classificadas em: estagio esporogbnico, que
ocorre no vetor; estagio exoeritrocitico e eritrocitico, quando em hospedeiros
vertebrados o0s parasitos encontram-se infectando hepatdcitos ou eritrécitos,
respectivamente (Matteelli & Castelli, 1997).

O ciclo se inicia quando fémeas de determinadas espécies de Anopheles
ingerem gametécitos femininos (macrogametécitos) e masculinos (microgametdcitos)
provenientes de um hospedeiro infectado. No organismo do mosquito ocorre o
processo de exflagelacdo dos microgametécitos, dando origem a oito microgametas
haploides. Esses microgametas possuem dois flagelos que |he ddo mobilidade e
permitem que encontrem o macrogameta para a formagdo de um zigoto, num
processo semelhante aos espermatozoides e 6vulos em vertebrados. O zigoto sofre
uma replicacao transformando-se em um oocineto, que atravessara o tecido epitelial
do intestino do vetor, se desenvolvendo em um oocisto que se fixara logo abaixo da
lamina basal do tecido. Ocorre divisdo esporogébnica até a ruptura da sua parede,
quando ha liberacdo de milhares de esporozoitos na hemocele dos mosquitos. Os
esporozoitos migram para as glandulas salivares e sdo inoculados em novo
hospedeiro quando a fémea do anofelino faz o repasto sanguinho (Neves, 2016; Smith
et al., 2014).

Uma vez no hospedeiro vertebrado, o ciclo pode ser dividido em trés
etapas: pré-eritrocitico, eritrocitico e pods-eritrocitico. Na fase preé-eritrocitica, os
esporozoitos inoculados s&o transportados pela circulagdo ou por células
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inflamatoérias até o figado, onde invadem e replicam-se assexuadamente nos
hepatdcitos, num processo chamado merogonia. Como resultado, milhares de
merozoitos sdo produzidos e liberados na corrente sanguinea através de pequenas
vesiculas, chamadas merossomos. Sua fungdo € o transporte e protecdo contra a
acao das células de defesa do figado (Neves, 2016; Tilley et al., 2011, Prudéncio et
al., 2006).

O ciclo eritrocitico inicia quando os merozoitos liberados pelos hepatécitos
interagem com proteinas de membrana dos eritrocitos, invadindo-os ativamente.
Dentro das hemacias cada merozoito se desenvolve sequencialmente em anel
(trofozoito jovem), trofozoito (consumo da hemoglobina da hemacia), esquizonte e
divisdo em merozoitos (de 8 a 32 merozoitos), momento em que a membrana
eritrocitica se rompe liberando-os para infectarem novas hemacias. Apos alguns ciclos
se inicia uma diferenciagdo em gametacitos, que néo se dividem e ficam na circulagéo
sanguinea disponiveis para seguirem o ciclo dentro do vetor, numa fase pos-
eritrocitica (Neves, 2016; Pishchany & Skaar, 2012; Tilley, et al., 2011; Miller et al.,
2002).

Em alguns casos os plasmddios podem permanecer em estado nao ativo
nos hepatocitos, como € o caso de P. vivax, sendo chamado de hipnozoitos. Este
periodo pode variar de dias a anos e os mecanismos utilizados para sua reativacao
nao estdo bem esclarecidos. Estudos sugerem que a abundéancia sazonal dos
mosquitos e a reativagdo dos hipnozoitos estariam relacionadas, representando uma
coevolucao dos agentes envolvidos (Wells et al., 2010).

A malaria se caracteriza por uma fase aguda, cujos sinais clinicos
aparecem por consequéncia da ruptura dos eritrocitos. O paciente pode apresentar
quadro clinico de leve a grave, podendo evoluir a ébito dependendo da espécie e
carga parasitaria. Sabe-se que P. falciparum tende a gerar quadros mais graves de
malaria, quando comparado as outras espécies (Brasil/SVS/MS, 2020). Por esta
razao, o diagnodstico precoce e o tratamento correto s&o algumas das estratégias
preconizadas pelo Programa Nacional de Prevencéo e Controle da Malaria — PNCM

para diminui¢ao da letalidade desta doencga (Brasil/MS, 2010a).

3.2 Aspectos bioldgicos - o vetor
Popularmente chamados de “mosquitos-pregos” (Forattini, 2002) os
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vetores pertencem a familia Culicidae, compondo especificamente a subfamilia
Anophelinae. Atualmente, este grupo se divide em trés géneros, sendo eles:
Anopheles Meigen, 1818 distribuido nas areas temperadas, subtropicais e tropicais
do mundo, Bironella Theobald, 1905 restrito a regido Australasica e Chagasia Cruz,
1906 pertencente a regido neotropical (Harbach, 2019; Forattini, 2002).

Dentro do género Anopheles, sao descritos oito subgéneros: Anopheles
Meigen, 1818; Baimaia Harbach, Rattanarithikul & Harrison, 2005; Cellia Theobald,
1902; Christya Theobald, 1903; Kerteszia Theobald, 1905; Lophopodomyia Antunes,
1937; Nyssorhynchus Blanchard, 1902; e Stethomyia Theobald, 1902. Entretanto,
Baimaia, Cellia e Christya nao ocorrem no Brasil (Harbach, 2019). Em 2017, Foster et
al. realizaram estudos acerca das relagdes filogenéticas deste grupo, sugerindo a
elevacdo dos subgéneros Kerteszia, Lophopodomyia, Nyssorhynchus e Stethomyia
para nivel de género, uma vez que possuem monofilia estavel e caracteristicas
anatémicas justificaveis.

Na regiao neotropical existem 92 espécies deste género, pertencentes aos
subgéneros: Anopheles (42), Kerteszia (12), Lophopodomyia (6), Nyssorhynchus (29)
e Stethomyia (5), sendo Lophopodomyia e Stethomyia os Unicos representantes sem
importancia epidemioldgica para a transmissao da malaria (Forattini, 2002). No Brasil
sdo 55 espécies do género Anopheles, sendo 54 citadas em Rosa-Freitas et al. (1998)
e uma espécie descrita em Nascimento & Lourengo-de-Oliveira (2002). No Rio Grande
do Sul, Cardoso et al. (2004; 2012) registraram 14 espécies de Anopheles, sendo duas
pertencentes ao subgénero Anopheles, trés espécies de Kerteszia e nove de
Nyssorhynchus.

Esses mosquitos possuem metamorfose completa, passando pelos
estagios de ovo, larva, pupa e adulto. Seus ovos s&o colocados diretamente na coluna
d’agua de forma isolada e possuem um tipo de flutuador (CDC, 2019; Consoli &
Lourengo-de-Oliveira, 1998).

Anofelinos adultos podem ser reconhecidos pela sua postura em repouso,
uma vez que permanecem em angulacao de 30 a 45° com relagdo a superficie (Figura
1). Suas asas sao bicolores com aspecto manchado, e algumas espécies podem
apresentar as veias das asas completamente cobertas por escamas escuras. Podem
ser diferenciados dos culicineos pelos palpos maxilares das fémeas, que séo tao
longos quanto a probdscide (Harbach, 2019).
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Figura 1 — Posi¢cdo de angulagdo do corpo de uma fémea adulta de
Anopheles sp. com relagao a superficie durante repasto sanguineo..

Fonte: CDC/PHIL, 2021. Foto: James Gathany, 2005

Quanto as caracteristicas morfolégicas das larvas, sdo desprovidas de
sifao respiratorio, e, portanto, respiram através de um par de aberturas respiratérias
(espiraculos) localizados no VIII segmento abdominal, o que €& caracteristica
importante para diferencia-las de larvas de outros grupos, como da subfamilia
Culicinae (Harbach, 2019; Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1998).

3.2.1 Subgénero Kerteszia Theobald, 1905

Os principais vetores na regido extra-amazdnica sdo mosquitos do
subgénero Kerteszia (Harbach, 2019; Marrelli, 2007). Apesar de haver a sugestao de
alteragcédo na sua posigao taxondmica, aqui sera mantida a classificagao original. O
subgénero Kerteszia se distribui pela regido neotropical, passando do sul do México
até a América Central e Atlantico Sul, ao longo dos Andes, Argentina e Rio Grande do
Sul (Brasil), se estendendo ao longo da costa do Pacifico da América do Sul (Harbach,
2019). O subgénero esta ausente nas ilhas das indias Ocidentais, exceto Trinidad, e
na maior parte da bacia amazénica (Zavortink, 1973). Este subgénero possui 12
espécies descritas (Harbach, 2019), mas apenas sete ocorrem no Brasil, sendo elas:
Anopheles (Ker.) bambusicolus, Anopheles (Ker.) bellator, Anopheles (Ker.) cruzii,
Anopheles (Ker.) homunculus, Anopheles (Ker.) laneanus, Anopheles (Ker.) lepidotus,
Anopheles (Ker.) neivai (Marrelli et al., 2007; Forattini, 2002). No estado do Rio Grande

do Sul ocorrem trés espécies deste grupo: Anopheles (Ker.) cruzii, An. (Ker.) bellator
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e An. (Ker.) homunculus.

Entre as espécies, algumas diferengas na biologia podem ser observadas,
como preferéncias por interior ou exterior de mata, luminosidade, acrodendrofilia
(altura em que vivem sobre as arvores), entre outras (Consoli & Lourengo-de-Oliveira,
1998; Forattini, 1962). Caracteristica importante deste grupo se refere ao seu habito
reprodutivo, uma vez que suas formas imaturas sao facilmente encontradas na agua
acumulada nas axilas foliares de bromélias das mais variadas espécies e tamanhos,
no interior das matas e no peridomicilio (Forattini, 2002; Consoli & Lourengo-de-
Oliveira, 1998). Devido a esta relagao, Downs e Pittendrigh (1946) propuseram o
termo “bromélia-malaria” para definir a caracteristica epidemiolégica dos casos de
malaria envolvendo estes mosquitos. Neste sentido, ressalta-se Anopheles (Ker.)
cruzii e An. (Ker.) bellator por serem vetores primarios de Plasmodium spp. em areas
de Mata Atlantica do Brasil, ou seja, extra-amazonica. Existem ainda outras espécies
que podem ser consideradas secundarias ou com importancia epidemioldgica ainda
desconhecida (Costa et al., 2014; Marrelli et al., 2007; Deane, 1992; Forattini, 1962).

3.3 Aspectos historicos e epidemiolégicos

3.3.1 Malaria no mundo

A malaria € uma doenga grave que acomete milhdes de pessoas em todo
o mundo, porém nZo é nova. E uma doenga antiga, sendo registrada pela primeira vez
na China em torno de 2.700 anos a.C. (Cox, 2010). Em 400 a.C. o médico grego
Hipdcrates relaciona pela primeira vez a ocorréncia de febres na populacdo com a
proximidade de aguas estagnadas, contrariando a crenga comum da época de que
sua origem se dava pela punicdo divina. Da mesma forma, os romanos observaram
essa associagao e adotaram a drenagem dos pantanos como medida de prevengao
(Franca et al., 2008).

O proprio termo malaria é relacionado ao ambiente, tendo origem do
italiano antigo e significando “mal’aire” ou “ar estragado”. Como o nome ja diz, fazia
mencao ao adoecimento das pessoas que entravam em contato com uma suposta
atmosfera contaminada (Cox, 2010). J&4 o termo “paludismo” foi adotado pelos
franceses para fazer referéncia aos ambientes palustres, ou pantanos, que estariam

relacionados a doencga (Francga et al., 2008).
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No final do século XIX Sampaio (1872) descreveu a malaria como miasma,
refletindo a compreensao da doenga desde os tempos antigos. O entendimento era
de que os ambientes palustres eram constituidos pela presenca de pegonhas
produzidas por animais microscépicos ou plantas, dispersos pelo ar com os vapores
d’agua e absorvidos pelos pulmdes, causando doengas. Hoje se sabe que vapores
d’agua e semioquimicos dos reservatorios sao fatores pré-determinantes para a
escolha do local de oviposi¢éo pela fémea gravida (Okal et al., 2013; Bentley & Day,
1989). Este conceito de miasma foi aceito até Charles Louis Alphonse Laveran
identificar elementos pigmentados exclusivamente no sangue de pacientes malaricos,
em 1880. Laveran concluiu entdo serem estes parasitos em trés fases distintas de
desenvolvimento e envolvidos diretamente na causa da febre palustre (Laveran, 1880;
Laveran, 1881, p. 103).

Em 1897, o médico britanico Ronald Ross estuda oito “mosquitos marrons”
cujos ovos “tém o formato de barcos antigos com popa e proa levantadas, e linhas
que irradiam da borda cdncava como fileiras de remos” e que haviam feito repasto
sanguineo em pacientes malaricos. Inicialmente, quatro mosquitos foram dissecados
para a identificacdo dos parasitos observados anteriormente por Laveran. A fim de
acompanhar seu possivel desenvolvimento no organismo do mosquito, analisa uma
unica fémea deste inseto no segundo dia, duas no quarto dia e uma ultima apés cinco
dias do repasto. Assim, descreve o desenvolvimento desde o processo de
exflagelacéo até a formac&o do oocisto, definindo o papel dos vetores na transmisséo
de Plasmodium spp. (Ross, 1897). Por seus trabalhos, Charles Laveran e Ronald
Ross receberam o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1907 e 1902,
respectivamente (The Nobel Prize, 2021).

Mesmo hoje, mais de um século apds a descoberta de sua origem, a
malaria ainda € um problema de escala mundial que acomete milhdes de pessoas em
todo o mundo, principalmente nos trépicos, sendo a doenga parasitaria que mais mata
criangas no mundo. O Relatorio Mundial da Malaria de 2020 (WHO, 2020), apresenta
uma seérie historica dos casos estimados no mundo, com intervalo de confianga acima
de 95% (Figura 2). A comparagao entre as regides da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) mostra que a Africa segue liderando em numero de 6bitos (Figura 3). Nas
Américas, se estima que em torno de 128 milhdes de pessoas vivem em areas de

risco para a doenga, com uma estimativa de mais de 500 ébitos em 2019, apesar da
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incidéncia ter caido no mundo todo (WHO, 2020; OPAS, 2019).
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Figura 2 — Estimativa de casos de malaria no mundo, nos ultimos vinte anos
(intervalo de confianga: 95%).

Adaptado de: WHO, 2020
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Organizagao Mundial de Saude, entre 2000 e 2019 (intervalo de confianga: 95%).

Adaptado de: WHO, 2020
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3.3.2 Malaria no Brasil

A malaria também €& conhecida como paludismo, impaludismo, febre
palustre, febre intermitente, febre tercd benigna ou maligna, entre outros. E uma
doenga infecciosa febril aguda causada por protozoarios do género Plasmodium,
cujos sintomas incluem febre alta, calafrios, tremores, sudorese intensa e cefaleia,
ocorrendo ciclicamente de acordo com a espécie do parasito infectante (Brasil/MS,
2010b).

Protozoarios do género Plasmodium possuem ciclo heterogenético, ou
seja, existe uma alternancia de geragdes entre ciclos assexuados (vertebrados) e
sexuados (mosquitos) (Rey, 2008). A transmissdo ocorre pela picada de fémeas
infectadas da subfamilia Anophelinae durante seu repasto sanguineo. Ao injetarem os
patdogenos juntamente com a saliva no hospedeiro, iniciam o ciclo da malaria
(Brasil/MS, 2019). Por este motivo, mosquitos com habitos hematofagicos possuem
enorme importancia epidemioldgica (Lozovei, 2005; Consoli & Lourengo-de-Oliveira,
1998).

Plasmodium pode infectar diferentes espécies de mamiferos, no entanto a
infeccdo é espécie-especifica, ou seja, cada espécie de Plasmodium tem uma
“preferéncia” por determinadas espécies de hospedeiros. Quatro espécies sao
consideradas exclusivamente humanas: Plasmodium vivax Grassi, 1890, P. malariae
Laveran, 1881 e P. falciparum Welch, 1897 (todas com distribuigdo nos tropicos e
subtrépicos), e P. ovale Stephens, 1922, que s6 ocorre no continente africano (Neves,
2016; Forattini, 2002; Brasil/MS, 2010b). Também existem algumas espécies
zoonoticas que circulam entre humanos e primatas ndo-humanos, como Plasmodium

simium, P. brasilianum e P. knowlesi (Brasil et al., 2017).

Quanto ao perfil epidemiologico, o Brasil € dividido em duas regides
distintas: a regido Amazdnica, composta pelos estados do Acre, Amazonas, Amapa,
Para, Rondbnia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranh&o, considerada
endémica; e a regido extra-Amazoénica, composta pelos demais estados brasileiros e
que apresenta baixos niveis de transmissdo, portanto considerada ndo endémica
(Brasil/MS, 2021; Pina-Costa et al., 2014).

O Brasil tem apresentado uma diminuicdo da incidéncia de casos
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autéctones, apesar de ter sido registrado um aumento nos ultimos anos (Brasil/MS,
2021). Dados do Ministério da Saude mostram que em 2017 no Brasil houve um
aumento de 50,4% no numero de casos quando comparado ao ano anterior,
totalizando 194.426 notificagbes (193.917 na regido Amazodnica e 509 na extra-

Amazobnica). Ja o ano de 2019 apresentou queda de 19% com relagao a 2018.

Observando as regides de forma isolada, em 2019 a regido Amazdnica
registrou 156.918 casos, sendo 4.351 (2,8%) relacionados ao P. falciparum + malaria
mista; e em 2020 foram 141.848, dos quais 5.975 (4,2%) estavam relacionados ao P.
falciparum + malaria mista. Da mesma forma, em 2019 a regidao extra-Amazénica
registrou 536 casos, sendo 384 (71,6%) causados por Plasmodium nao falciparum.
Em 2020, este numero cai para 299, sendo 233 nao falciparum (77,9%) e em 2021,
até o més de margo, ja havia 89 notificagcdes, sendo 71 (79,8%) enquadrados na
mesma situagao (Figura 4). Os dados mostram que a maioria das ocorréncias no
Brasil estdo relacionadas ao Plasmodium nao falciparum. A importancia da relacao
com o parasito se da pela gravidade da doenga, uma vez que P. falciparum é mais

agressivo e desenvolve uma forma mais grave de malaria, elevando o risco de oébito.
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Figura 4 — Casos confirmados de malaria notificados na regido extra-
amazdnica, por espécie parasitaria, no periodo de 2007 a margo/2021. No grafico
estdo excluidas Laminas de Verificacdo de Cura (LVC).

Fonte: Brasil/MS, 2021
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A malaria humana foi considerada endémica no Estado do Rio Grande do
Sul no periodo entre 1920 até final de 1960 (Rio Grande do Sul/SES, 2019). Apds este
periodo registrou-se circulagdo de P. simium e P. brasilianum em bugios da espécie
Alouatta guariba clamitans (bugio-ruivo) no Estado (Brasil et al. 2017; Deane & Neto,
1969). Décadas depois, a reemergéncia da malaria humana foi registrada no

municipio de Trés Forquilhas (Lemos et al., 2021).

Como estratégia de Vigilancia em Saude, a Portaria n° 1.932, de 09 de
outubro de 2003, implantou no pais o Programa Nacional de Prevengao e Controle da

Malaria - PNCM, cujos objetivos séo:
e reduzir a incidéncia da malaria;
e reduzir a mortalidade por malaria;
e reduzir as formas graves da doenga;
¢ eliminar a transmissao da malaria em areas urbanas nas capitais;

¢ manter a auséncia da transmissao da doenca nos locais onde ela tiver

sido interrompida.

Este importante instrumento fortalece as a¢des de descentralizacdo das
acdes de controle e combate desta endemia, assim como estimula o fortalecimento

da vigilancia na regidao extra-Amazénica (Brasil, 2003).

3.3.3 Malaria zoonédtica

Como mencionado anteriormente, o género Plasmodium tem certa
especificidade quanto ao hospedeiro, de modo que P. falciparum e P. vivax sao
exclusivamente humanos, enquanto P. relictum e P. gallinaceum infectam aves
(Valkiunas et al., 2018; Williams, 2005). Algumas espécies podem infectar mais de

uma espécie de hospedeiro, sendo assim denominadas malarias zoondticas.

Mesmo sendo menos comuns, malarias zoondticas estdo ganhando forga
no campo da investigagdo epidemiolégica em todo o mundo. Plasmodium knowlesi
Sinton and Mulligan, 1933 foi considerada espécie zoonética apds Chin et al. (1965)
registrarem pela primeira vez sua circulagdo entre humanos e primatas na Malasia.

Posteriormente, registros semelhantes foram feitos nas Filipinas (Luchavez et al.,
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2008), Singapura (Ng Ot et al., 2008), Tailandia (Putaporntip et al., 2009), Vietna (Eede
et al., 2009), Indonésia (Figtree et al., 2010), Camboja (Khim et al., 2011) e Laos
(lwagami et al., 2018), tornando o sudeste asiatico uma regido importante para esta
zoonose. Singh et al. (2004) confirmaram sua circulagao natural na Malasia, utilizando
técnicas moleculares de PCR, uma vez que Plasmodium knowlesi poderia ser
confundido com P. malariae por suas semelhancas microscopicas. Ainda nao foi

encontrado registro dessa espécie circulando no Brasil.

A partir de casos de malaria ocorridos no estado do Rio de Janeiro entre
2015 e 2016, Brasil et al. (2017) utilizaram analises parasitolégicas, PCR convencional
e qPCR para identificar os plasmddios presentes no sangue de pacientes da regiao,
com objetivo de investigar a presenga de espécies zoonoéticas. Como resultado, foi
registrada a presenga de P. simium, um parasito de primatas-ndo-humanos,
infectando humanos. Essas ocorréncias levantaram um alerta para a ocorréncia de

malaria zoonotica no Brasil.

No Rio Grande do Sul, Deane & Neto (1969) examinaram um total de 55
bugios (Alouata fusca clamitans) provenientes dos municipios de Bom Jesus, Sao
Francisco de Paula, Viamao e Guaiba. Apenas Guaiba apresentou animais infectados
entre os 14 analisados do municipio, sendo trés positivos para P. simium, um para P.
brasilianum, e trés apresentaram ambas as espécies. Além disso, uma amostra foi
identificada apenas como Plasmodium sp., que somados representaram 57,1% de
positividade.

Wink et al. (2017) relataram inclusdes sanguineas compativeis com
Plasmodium sp. em uma fémea de Alouatta guariba clamitans que havia sido
encaminhado ao Nucleo de Conservacdo e Reabilitacdo de Animais Silvestres
(PRESERVAS?!), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O animal era

" Criado em 2004 com o nome de CECLIVET, o PRESERVAS se trata de um projeto de
extenséao, formado por docentes, pés-graduandos e graduandos do curso de Medicina Veterinaria da
UFRGS, tendo sua base no Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade. Recebem as mais
variadas espécies de animais, provenientes de apreensdes policiais, 6rgaos ambientais e de saude,
zoologicos, ONG’s, populares, entre outros. Realizam procedimentos de diagnédstico e tratamento de

animais silvestres.
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proveniente de criadouro conservacionista situado em Morro Reuter-RS e néo

apresentava sinais clinicos de malaria.

Pouco se sabe sobre a circulacdo e a manutencao de Plasmodium sp. no
Rio Grande do Sul, principalmente apds o Estado ser considerado ndo endémico para

malaria.

4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em trés etapas. A primeira foi documental e levou
em consideragao os aspectos histéricos da malaria no Rio Grande do Sul, desde os
primeiros registros documentais encontrados até o caso autéctone ocorrido no ano de
2014. A segunda etapa se relaciona a este caso especificamente, sendo realizada a
analise criteriosa dos eventos para definir a malaria como reemergente no Estado.
Finalmente, a terceira foi experimental, visando a coleta de mosquitos nas areas de

Mata Atlantica, intensamente afetadas pela moléstia no século passado.

4.1 Registros histéricos documentais

Foi aplicado um método de pesquisa histdrica utilizando fontes primarias:
artigos cientificos, livros e documentos oficiais referentes ao assunto. As noticias
publicadas em jornais ao longo do tempo também se tornaram importantes fontes para
o entendimento do contexto da doenca nos diferentes momentos histoéricos. O local
de pesquisa mais relevante foi a Biblioteca Nacional Digital do Brasil (HDB, 2021),
com filtro 1 para “Local” e filtro 2 para “Rio Grande do Sul”, onde foram analisadas
3.223 ocorréncias de jornais gauchos, utilizando os seguintes descritores: malaria
(2.379 ocorréncias), impaludismo (737), Fundagcdo Rockefeller (46), miasma (36) e
febre palustre (25).

Além das consultas online, foram investigados documentos no Arquivo
Histérico do Estado, pertencente a Secretaria da Cultura, Arquivo Publico do Estado
do Rio Grande do Sul — APERS, Biblioteca Publica do Estado e Museu de Historia da
Medicina do Rio Grande do Sul — MUHM.

Para coleta dos dados epidemioldgicos de 1999 a 2006 foi utilizada a base
de dados das Tabulagbes da Vigilancia Epidemiolégica — CEVS/SES/RS, Tabnet
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(Figura 5), utilizando a caixa do Sinan Windows para buscar as notificagdes de
malaria. Para os dados a partir de 2007, a base de dados do DATASUS do portal do
Ministério da Saude (Figura 6).

‘ TABULAGOES DA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA - CEVS/SES/RS

PACTO PELA SAUDE, RS.
Base DATASUS I = : :
|Clique aqui v/ | Clique aqui v]

SINAN - 1A STICA, SEXUAL E/OU OUTRAS, RS, 2009-2020
(atualizado em 13/10/2020)
[ Cique aqui v [Chique aqui v

SINAN NET E DENGUE ONLINE (atuatisado em 15/10/2020)
Casos Confirmados, residentes no RS, 2007 a 2020

Casos Confirmados, residentes no RS, 1999 a 2006

lescoha ] [Mataria v|

Tuberculose e Casos Confi no RS, 2001 a 2020 c " e

|escoha v/ \E@IM“'__'L:,“] od )

Casos notificados e no RS, 2007 a 2020

| Clique Aqui v|

SIM - RS. 2000-2018 Fonte: NIS/DGTI | SINASC - RS. 2000-2018 Fonte: NIS/DGTI 1.

Figura 5 — Tela do Tabnet para obtengcdo de dados epidemioldgicos da
malaria no Rio Grande do Sul, no periodo de 1999 a 2006.

Fonte: Brasil/MS/Datasus, 2020a

=A Ministério da Salde
() INFORMAGOES DE SAUDE DATASUS Tecnologia da Informacao a Servico do SUS

() AJupA

DATASUS

> MALARIA - CASOS CONFIRMADOS NOTIFICADOS NO SISTEMA DE INFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFICAGAO - RIO GRANDE DO SUL

Linha Coluna Conteddo

Ano 1° Sintomal(s) ~|  [Autoctone Mun Res <] [casos confirmados ~
Més 1° Sintoma(s) UF Finfeccdo

Municipio de notificacdo Escolaridade

|Regido de Saude (CIR) de notif  ~ Raca v

> PERIODOS DISPONIVEIS

> SELECOES DISPONIVEIS

Figura 6 — Tela do Datasus para obtengdo de dados epidemioldgicos da
malaria no Rio Grande do Sul, no periodo de 2007 a 2019.

Fonte: Brasil/MS/Datasus, 2020b
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4.2 Locais de coleta de amostras bioldgicas

Quatro municipios do Rio Grande do Sul foram amostrados: Eldorado do
Sul, Morro Reuter, Trés Cachoeiras e Trés Forquilhas. O critério de escolha dos

municipios se baseou na ocorréncia histérica de circulacdo de Plasmodium spp.

O municipio de Eldorado do Sul se localiza na regidao metropolitana de
Porto Alegre, a aproximadamente 12km do centro da capital, fazendo limite com os
municipios de Guaiba, Arroio dos Ratos, Charqueadas e Porto Alegre. Possui area
territorial de 509Km? e apresenta caracteristicas floristicas de transigcdo entre os
biomas Mata Atlantica e Pampa, sendo a plantagao de arroz uma atividade importante
na regiao e, portanto, ocupando grandes areas de vegetagao (Eldorado do Sul, 2019;
FEPAM, 2019). Sua escolha se deu por ter se emancipado do municipio de Guaiba
em 1988, abrangendo a possivel area onde foi identificado Plasmodium simium
(Deane, 1969). Foram amostrados 4 pontos distintos nos arredores da localidade

desta ocorréncia.

Morro Reuter se localiza a aproximadamente 63Km da capital do Estado,
tendo como municipios limitrofes: Santa Maria do Herval, Sapiranga, Dois Irmé&os,
Ivoti, Presidente Lucena e Picada Café (Morro Reuter, 2019a). Sua area de pouco
mais de 89Km? pertence ao Bioma de Mata Atlantica, com vegetagdo marcada por
cerca de 20% a 50% de queda foliar das espécies. Além disso, € uma regidao que
apresenta florestas bem desenvolvidas, com vegetagdo alcangando 30 a 35m de
altura, mas com numero de espécies menor do que em outras Florestas Ombrofilas
do Rio Grande do Sul (Morro Reuter, 2019b). A escolha do municipio se deu pela
ocorréncia de PNH positivo em 2017 (Wink, 2017) e foram amostrados 2 pontos

distintos proximos ao local desta ocorréncia.

O municipio de Trés Cachoeiras se localiza na regiao litoranea do Estado,
a cerca de 175 Km da capital do Estado. Faz limite ao Sul com o municipio de Terra
de Areia e Trés Forquilhas; ao Norte com Dom Pedro de Alcantara; ao Leste com
Arroio do Sal e a Oeste com Morrinhos do Sul. Sua area territorial total de 251 Km?
esta completamente inserida junto a Mata Atlantica, tendo a plantagdo de banana
grande valor econémico e, portanto, sendo uma vegetacdo bem comum na regiao

(Trés Cachoeiras, 2019). Devido a sua proximidade geografica, semelhanga de
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paisagem com Trés Forquilhas e devido a oportunidade de instalagdo das equipes de
coleta, este municipio foi escolhido para ser monitorado mensalmente sempre no

mesmo ponto.

Da mesma forma, o municipio de Trés Forquilhas se localiza na regiao do
litoral norte do Estado, a 154 km de Porto Alegre, possuindo territorio de 217 Km?. Faz
limite com os municipios de Itati, Terra de Areia, Trés Cachoeiras, Sdo Francisco de
Paula e Praia Grande (SC). Assim como seu municipio vizinho, esta inserido na Mata
Atléntica apresentando paisagem de mata primaria e secundaria, ficando entre os 10
municipios com floresta mais preservada, segundo “O Atlas dos Remanescentes
Florestais e Ecossistemas Associados do Bioma Mata Atlantica”, desenvolvido pela
Fundacdo SOS Mata Atlantica e o INPE, 6rgao vinculado ao Ministério da Ciéncia e
Tecnologia, divulgado em 2015 (SOSMA, 2019). A escolha se deu por ser municipio
sede de um caso humano autdctone (Lemos et al., 2021) e foi amostrado apenas um

ponto proximo a este.

4.3 Procedimentos de campo

As capturas foram realizadas durante duas noites consecutivas. No
municipio de Trés Cachoeiras houve frequéncia mensal, durante um periodo de 12
meses que se iniciou em margo/2019. Demais municipios (Morro Reuter e Eldorado
do Sul) foram amostrados trimestralmente no més subsequente a mudanga de
estacdo climatica, sendo abril/2019 (outono), julho/2019 (inverno), outubro/2019
(primavera) e janeiro/2020 (verao). O municipio de Morro Reuter teve um esforgo
amostral extra nos meses de marco e maio de 2019. Trés Forquilhas foi amostrado
de forma esporadica em junho e agosto de 2019 (Figura 7). Os resultados dessas
coletas esporadicas foram considerados junto com as analises metodologicas, exceto

quando comparados meses especificos (estagdes do ano).
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Figura 7 — Imagem representando os pontos amostrados nos quatro
municipios. A: Trés Forquilhas e Trés Cachoeiras; B: Morro Reuter a esquerda e a
direita um mapa do Rio Grande do Sul com as localidades amostradas; C: Eldorado
do Sul.

Foram aplicadas duas técnicas de armadilhas luminosas para coletar os
vetores: a primeira foi a Barraca de Shannon com auxilio de um sugador manual tipo
frasco, onde o coletor suga o mosquito em pouso nas paredes da barraca. A segunda
€ do tipo CDC, que consiste em uma armadilha automatica cujo motor é conectado a

uma hélice, possuindo fonte luminosa e COz2 (gelo seco) como atrativo. Os mosquitos



36

entdo sdo sugados para um copo coletor de onde sao posteriormente recolhidos.
Eram instaladas 3 armadilhas do tipo CDC, em ambiente de mata, distribuidas
distantes entre si por pelo menos 50m para que ndo houvesse interferéncia nas
coletas (Hiwat et al., 2011).

Uma barraca de Shannon era instalada no interior da mata e, da mesma
forma que as armadilhas CDC, preferencialmente em locais que sabidamente havia
circulagao de primatas ou teria histérico de circulagao de Plasmodium spp. O periodo
de coleta na Barraca de Shannon foi das 18h as 22h e as armadilhas CDC eram

acionadas as 18h e desligadas as 6h (Figura 8).

Figura 8 — Armadilhas utilizadas para as capturas. A: Barraca de Shannon
(observa-se ao fundo a esquerda uma CDC instalada); B: CDC com isca de CO:a.

Também foi utilizado um aspirador/capturador dentro e fora da barraca para
coleta aleatdria de mosquitos em momentos oportunos no periodo noturno. Em todos
os métodos o material foi triado em campo, armazenado em tubos Falcon contendo

silica e etiquetados conforme técnica de coleta, com data e local (Figura 9).
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-, A TR
Figura 9 — Procedimentos de campo apds as coletas. A: triagem; B:
acondicionamento de amostras.

As expedi¢des de campo contaram com o apoio de técnicos da Divisao de
Vigilancia Ambiental em Saude (DVAS) do Centro Estadual de Vigilancia em Saude
(CEVS).

No total foram percorridos 8.028 Km e utilizados 112 kg de COa.

4.4 Procedimentos de laboratorio

A identificagao dos anofelinos foi realizada utilizando-se, principalmente, as
chaves dicotdémicas de Forattini (2002) e Consoli & Oliveira (1994). As identificagdes
foram realizadas no Laboratério de Taxonomia e Vigilancia Entomoldgica de
Mosquitos da Divisao de Vigilancia Ambiental em Saude (DVAS) do Centro Estadual
de Vigilancia em Saude (CEVS).

4.5 Dados meteorolégicos e estagdes do ano

Os dados meteorolégicos foram extraidos das “Tabelas de Dados” do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) no periodo de 01/03/2019 a 01/03/2020
(INMET, 2020). As estacdes escolhidas como referéncia para as areas amostradas
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foram: Estacdo Convencional Caxias do Sul, referenciando Morro Reuter; Estacao
Convencional Torres, referenciando Trés Cachoeiras e Trés Forquilhas; e Estagcao
Convencional Porto Alegre, referenciando Eldorado do Sul. A escolha foi baseada na
proximidade com 0s municipios.

Os dados abidticos analisados foram umidade média, temperatura média e
precipitacdo. Foi calculada a média de cada parametro nos quinze dias que
antecederam a primeira amostra, a fim de analisar a influéncia de cada fator na
abundancia dos mosquitos.

Para comparar as estagdes do ano, consideramos 0s meses de janeiro,
fevereiro e margo para verao; abril, maio e junho para outono; julho, agosto e setembro

para inverno; e outubro, novembro e dezembro para a primavera.

4.6 Geoprocessamento e NDVI

Para fazer a associagdo com a qualidade da vegetagao foram calculados
os indices de Vegetacéo por Diferenca Normalizada (do inglés Normalized Difference
Vegetation Index — NDVI) das areas amostradas. Um dos objetivos dos indices de
vegetacdo é ressaltar a resposta do espectro da vegetacdo em relagdo aos mais
variados alvos da superficie terrestre, como solo, agua, etc, devido ao antagonismo
da reflectancia da vegetacao nos espectros do infravermelho préximo e do vermelho
visivel (Chaves et al., 2013). Basicamente, uma planta saudavel absorve através de
sua clorofila a maior parte da luz vermelha visivel, enquanto a estrutura celular reflete
a maior parte do vermelho préximo. Isso se traduz que uma atividade fotossintética
alta (vegetacao densa e saudavel) ira refletir maior banda de infravermelho préximo e
absorver (menor reflectancia) maior banda de vermelho.

A analise de NDVI possui um espectro de -1 a 1, onde -1 representam
objetos inanimados ou plantas mortas e 1 é considerada uma mata totalmente
saudavel. Neste trabalho adotaremos a seguinte classificagdo: Corpos d’agua,
Estruturas Artificiais, Rochas e ou Nuvens: -1 a 0,00; Solo Exposto ou Solo Nu: de 0,0
a 0,15; Vegetagao Esparsa ou Rala: de 0,15 a 0,23; Grama: de 0,23 a 0,38; Pastagem
Densa: de 0,38 e 0,51; Vegetacao Provavelmente Densa: de 0,52 a 0,66 e Vegetagao
Provavelmente Muito Densa: de 0,66 a 1,0 (Souza Junior & Lacruz, 2015).

O resultado é apresentado em formato de mapa, com cores que variam do
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vermelho para niveis de -1 a verde escuro, para niveis de 1. Foram utilizadas imagens
captadas pelo satélite Landset-8, correspondente a orbita 221 ponto 81, datada de 24
de margo de 2019 para Eldorado do Sul e Morro Reuter e 6rbita 220 ponto 80, datada
de 02 de abril de 2019 para Trés Cachoeiras. As imagens foram obtidas no site USGS
(USGS, 2021). Para o calculo do NDVI foram utilizadas as Bandas 4 (RED - vermelho)
e Banda 5 (NIR - infravermelho préximo), aplicando-se no software de gerenciamento
de Sistemas de Informagdes Geograficas Quantum GIS?2 a féormula: (NIR-
RED)/(NIR+RED) (Souza Junior & Lacruz, 2015).

Em seguida, foi utilizada a ferramenta de processamento de analise raster
do QGis para calcular a média do NDVI de cada municipio para representar o valor

meédio de pixels de cada intervalo de cores.

4.7 Analise estatistica

A fim de testar a influéncia da estagcdo do ano nas diferentes amostragens,
assim como a diferenga de amostragem entre as localidades, foram aplicados os
testes de Analise de Variancia (ANOVA) one-way e two-way. Estes testes avaliam
basicamente se existe diferenga significativa entre as médias e se os tratamentos
possuem influéncia na variavel dependente (quantidade de mosquitos). No caso,
comparamos a soma das coletas de mosquitos para cada estagdo do ano (soma de
janeiro, fevereiro e margo para verao, e assim por diante) e aplicamos ANOVA one-
way para identificar diferenga significativa. No outro caso, consideramos apenas o0s
meses comparaveis (janeiro, abril, julho e outubro) e comparamos com a quantidade

de mosquitos coletados para cada municipio aplicando o teste ANOVA two-way.

Para verificar os padroes de distribuicdo espacial da coleta de mosquitos e
sua resposta a variaveis, foi realizado um escalonamento de ordenagao
multidimensional, para identificar quais variaveis explanatorias poderiam afetar a
variancias entre locais e abundancia de mosquitos (James & Mcculloch, 1990). Para
tanto, foi utilizado a Analise de Correspondéncia Canénica (CCA, escala dupla), com
uma matriz explanatodria (fatores abidticos) com médias gerais pelas seguintes

condicdes: temperatura, umidade e pluviosidade. A abundancia dos mosquitos foi

2 QGIS versao 3.20.1 (QGIS Development Team, 2022. QGIS Geographic Information
System. Open Source Geospatial Foundation Project. http:/qqgis.osgeo.org).
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testada e inferida pela possivel preferéncia ecolégica com as variaveis explanatérias,
levando em consideracdo os diferentes pontos de coleta como variaveis

independentes, gerando assim, um plano para cada.

Assim, uma CCA de triplotagem foi realizada para uma melhor observagéo
de como as variaveis explanatérias (linhas vetorizadas) influenciam a distribuicao de
amostras e locais, representados nos eixos. O parametro de escalonamento tipo 2 foi
utilizado para observar a posicdo dos valores maximos das variaveis com as
explanatérias pela média da distancia ortogonal entre amostras e linhas vetorizadas.
Todos os procedimentos supracitados foram conduzidos no software PAST 4.03

(Hammer, Harper & Ryan, 2001).

Outra analise realizada foi para entender a associagdo entre o NDVI e a
diversidade (quantidade de espécies) encontrada em cada ponto amostrado. Para
tanto, foi aplicada uma Analise de Regressao Linear Simples, no programa PAST 4.03

(Azevedo et al., 2020) para correlacionar essas duas variaveis.

A amostragem universal de mosquitos pelos diferentes métodos de coleta
e nos diferentes pontos de coleta foram analisados pela frequéncia de abundancia

absoluta, através de histogramas comparativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serao apresentados em trés capitulos, onde o primeiro traz
a construgao historica da transmisséo de Plasmodium spp. em ambientes malarigenos
no Rio Grande do Sul, a partir dos primeiros registros documentais e publicitarios
encontrados. O periodo foi limitado até 2019, quando a malaria segue sendo
monitorada através de casos importados. Este capitulo € a transcricdo exata do livro
“A Historia da malaria no Rio Grande do Sul”.

O segundo capitulo sera apresentado na forma de artigo ja publicado,
representando a reemergéncia da malaria no Rio Grande do Sul a partir de um caso
ocorrido em 2014 no municipio de Trés Forquilhas.

O terceiro sera a apresentacdo de aspectos ecoldgicos relacionadas as

amostras de campo, finalizando os objetivos deste trabalho.
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Malana iz an acute febrile infectious dizeaze causad
by Plasmodium parasites transmitted by infecting bites
of anopheline female mosquitoes. Malaria affects thou-
sands of people worldwide and, therefore, represents a
serious public health problem, especially in populations
of tropical and subtropical regions of Africa, Asia and
Central and South Americas.® In 2019, about 8%% of
malaria case: registered in Brazil were caused by Plas-
modium vivax, while P. faiciparum accounted for just
over 10% of cazes, and P. malariae was rarely diag-
nozed.® In Brazil, there are two main epidemiological
and transmission profiles: (i) the Amazon basin rainfor-
est malaria, which accounts for more than 99% of the
reported malaria case: and (11) Atlantic Forsst malana
that, despite accounting for only 0.08% of cases, com-
plicate: control measures and represents an important
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public healkth problem because of the case-fatality rate,
due to the increased time elapsed for the diagnosis.*®
Differently from the Amazonian Region, where Anoph-
eles (Nyssoriynchus) dariingi is rezponsible for the bulk
of the endemic and epidemic transmission, Anopheles
(Kerteszia) cruzii has been considered the main vectorin
the Atlantic Forest, a biome rich in bromeliads, the larval
habitat of Kerzeszia mosquitoes.® Counodunl\ An. cru-

zii 13 also the main vector of simian malaria in Atlantic
Forest areas “* In certain circumstances, the bites of An.
cruzii may be numerous both at the tree canopies and on
ground level, and a high prevalence of both human and
simian malaria would be expected.“4”%

Rio Grande do Sul iz the southernmost Brazilian
State. The first records of malaria in this state date back
to 1200 in a port city named Rio Grande, located in the
southern state coast ™ In 1918, the dizeaze was recorded
at the northern coast, in the municipality of Torres, bor-
dering the State of Santa Catarina **** Thereafter, the
northern coastal zone between the municipalities of Tor-
res and Osorio, essentially from latitude 20°30" 10 20°59",
was considered the hot spot malaria transmission area
until the end of the 1960s. After several control actions,
autochthonous human malaria was no longer recorded in
Rio Grande do Sul #2236 Then after more than four
decade:, an unexpected malaria case wa: detectad In
April 2014, in a 58-vear-old white male, diabetic insulin
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5.2 CAPITULO Il- AREEMERGENCIA DA MALARIA NO RIO GRANDE DO SUL
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dependent, living in the free urban area of
Terra de Areia (20°35°13"'S 50%03°59""W), a municipali-
ty at the northern coastal zone distant 45 km from Torres
andllemfmmPormAlegre,tbecapmlofRioGnndg
do Sul (Fig. 1). Even though the patient lives in an urban
area, he often spent the weekends and holidavs in his
vacation home at the rural area of the Tré: Forquilhas
municipality (site 1 - 290°22°56.1"S 50°10°03.6"W) and
hunting in the vicinity woods of his emplovee’s lands
(site 2 - 20°23°50.437S 30°07°54.46"W) (Fig. 1). Both 1
and 2 sites are located in the Atlantic Forest biome (Fig.
2). At the onset of the symptoms, the patient reported
cough, runny nose and body ache: on April 24th. Af-
ter seven davs, svmptoms prograssed to fever, sweating,
chills, dvspnea and intense tremors. On May 11, and af-
ter 10 days of treatment for a suspected leptospirosis, the
patient was admitted to the Intensive Care Unit of Sio
Lucas Hospital in Porto Alegre, where his clinical fea-
ture: progressad to renal failure, thrombocytopenia and
disorientation. Promptly, the blood film examination
detected the presence of Plasmodium and the protocol
treatment for severe and complicated malaria recom-
mended by the Brazilian Ministry of Health, was started.
&7 The next day, after notification to the Epidemiologi-
cal Surveillance of Porto Alegre municipality, thin blood
smear: were forwarded to the Parasitology Laboratory
of the Central Laboratory of the State Department of
Health of Rio Grande do Sul - LACEN/SES-RS, where
P. vivax malaria infection was diagnosed with a parasi-
taemia of 5,000 parasites/yL. The patient recovered and
left the hospital on May 20th.

Concomitantly, according to the recommendations of
memelnn\hmm\ of Health, a patient blood sample
ukendumgho;pmhumnwassentomm:m
zon Reference Centrs for Malaria Diagnozis, at Funda-
¢d0 Oswaldo Cruz, for confirmation of malaria diagno-
215 by parasitological and molecular methodologies and
to rule out the possibility of co-infection by polvmerase
chain reaction (PCR). For this end, the genomic DNA
was extracted from 1 mL whole blood using QlAamp

Fig. 1 Rio Grazde do Sul State, highligheing the Trés Forguilhas aad
Terrz do Aveiz alitios, in tae Atlantic Forest Bioms.

midi columns, as described by the manufacturer (Qia-
gen®). P. simium/P. vivax was diagnosad by convention-
al®® and real-time”® PCRs, and no P. faiciparum or P.
malariae infection was detected;***" the same was true
for microscopic examination.

To identify vectors possibly involved in the transmis-
sion, in November 17 and 19, 2014, a team from the En-
vironmental Health Surveillance (CEVS) collected mos-
quitoes in site 2, (Fig. 3) using Shannon trap between
6:30 - 9:30PM. Mozquitoes were sent to the Laboratory
of Mosquitoe: and Hematozoa Transmitters (LATHE-
MA) of Fundagio Oswaldo Cruz and 268 specimens of
Anopheles (Kerteszia) cruzii were identified. Aiming to
identify Plasmodium infection in these samples, entire
bodusofmosqumeswmpoﬂed(_Smdnﬂmlsexh)
and homogenised in 50 uL of DNA-free sterile distilled
water by using the Precellys 24% tissue homogeniser in
bead tubes. DNAzol (150 uL) was added to the homoge-
nates, following centrifugation (9600 x g, 10 min). DNA
was extracted from 160 uL of supernatant after precipita-
tion with 100 pL of 100% ethanol, following centrifuga-
tion (9600 x g, 10 min). The pellet was rezsuzpended with
160 uL of 70% ethanol and subsequently centrifuged as
above. After evaporation at room temperature, the pellet
was finally resuspended in 40 uL of DNA-free stenle
distilled water and incubated at 4°C overnight. Then,
PCR was performed emploving the same protocols used
for detection of the human malaria infection. All mos-
quitoes tested negative for P. falciparum, P. vivax and P.
maiariae infections.

The epidemiological investigation did not detect any
introduced or imported malaria case either in the mu-
nicipality where the patient lives (Terra de Areia, anur-
ban area) or in the icipality regularly visited by the
patient (Trés Forquilhas). In addition, the patient did not
report any travel to Brazilian or foreign malaria endemic
areas and did not receive a blood transfusion. All these
data, plus the capturs of A1 ¢ruzii in Trés Forquilhas, as
well as the presence of howler monkeys, the main reser-
voir of malaria parasites-infecting humans*"***% in At-
lantic Forest sites vizited by the patient, strongly points
o Trés Forquilhas as the infection site and raised the
hypothesis of a zoonotic malaria. Indeed, simian para-
sites originating tertian malaria human outbreaks have
been reported in Atlantic Forest of Southeast Brazil™
and, in the same way, the vast majority of malaria cazes
conszisted of people living in urban areas who went to At-
lantic Forest for leisure. It is well known that two simian
Plasmodiwm species infecting-humans occur in South
America: P. simium and P. drasilianum. P. drasilianum
and P. malariae are considersd the same specie:™® and
the parasite is conventionally called P. drasilianum when
detacted in monkeys and P. malar:uwbenm;nosedin
humans. P:mmmhasahxghdegeeofmpbolo
genetic, and immunologic similarities with P. \nar""
and, therefore, it is poszible to detect this parasite using
in house P. vivax PCRs, as used in this work. While P.
brasilianum 1s spread in the South America continent
and has been found infecting several non-human primate
species, P. simium has ouly been found in southern and
southeastern Brazilian Atlantic Forest biome and infect-
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areas visited by the malaria patient in forest eaviromments of the mumicipality of Trés Forquilhas. Size I) Patient vacation

ing few non-human primate species.*337333% I, fact, in
1969, when Rio Grande do Sul was already considered a
human malaria-free area, P. simium was detected in AJ-
ouatta guarida clamitans (red-bowler monkey) from the
metropolitan region of Porto Alegre “% More recently, P
simium has also been recorded in the same non-human
primate species from two other Rio Grande do Sul mu-
nicipalities: in 2003, in a blood sample of a free-living
ill animal at the State Park of Itapui, in the municipality
of Viam3o®" and in 2017, in captive animals, from the
municipality of Morro Reuter,? respactively, 135 to 90
km away from Trés Forquilhas where the malana case
here reported occurred. Interesting the only anopheline
specie: found in the sites visited by the patient was An
cruzii, a neotropical, exophilic and opportunistic blood
feed specie:s that may bite non-human primate at the
canopy of trees, and humans at the ground level in the
forest and surroundings capable to transmit, therefore,
zoonotic malaria of simian origin “*3% This mosquito
vector breeds in water hold in bromeliads and thus, the
malaria it disseminates is called “bromeliad malaria”
and is usually transmitted outdoors to people working or
living in close contact or visiting thiz ambsent for leisure
activities,*= as happened with the Rio Grande do Sul
malaria caze here reported.

Because of the lack of detection of human malana
throughout Rio Grande do Sul for more than four decades,
the malaria case here reported was much probably detect-
ed oaly due gverity requiring hospitalisation. Since
no P. faiciparum co-infection was disclosed, thiz unusual
severity clinical manifestation could be related to pre-
existing comorbidity (diabetes) associated with the delay
of the diagnosis, since the signs and symptoms of human
malaria infections originating from non-human primates
in the Atlantic Forest are usually mild to moderate ¢
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The malana case here reported showsd the reemer-
gence of human malaria in the southernmost Brazil as
well as in South America az 2 whole, since countries
with territories of similar or lower latitudes (Uruguay,
Chile and Argenting) have been considerad malaria free
areas for two decades now.**

In Rio Grande do Sul, as in other Brazilian areas
of extra-Amazonia, the large-time gap with no malaria
case detection certainly contribute to rule out the possi-
bility of malaria infection in febrile patients. Therefore,
health units of the Rio Grande do Sul municipalities sur-

Atlantic Forest biome should include malaria
as a differential diagnosis, and surveillance network of
thess regions must be attentive to febrile patients seek-
ing care at heakth centers, aiming to improve the diag-
nozis and timely treatment cazes. Finally, studies on the
natural infection of Plasmodiwn species in non-human
primate: and Anopheles (Kerteszid) mosquitoes as well
as zerological surveys zhould be performed a: eco-ep-
idemiological surveillance strategies for identification
of Atlantic Forest biome malaria transmission sites in
Southern Brazil.
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5.3 CAPITULO Il - ASPECTOS ECOLOGICOS A PARTIR DE AMOSTRAS DE
CAMPO

5.3.1 Diversidade, abundancia e distribuicao de mosquitos

No total, foram realizadas 142 amostragens, sendo 33 em barraca de
Shannon, 108 armadilhas CDC e 1 aspirador manual. Juntas, coletaram 265
individuos de Anopheles e 2.773 individuos de outros grupos taxonémicos, totalizando
3.038 mosquitos.

Quanto aos grupos taxondmicos, foram identificadas 44 espécies
distribuidas em 11 géneros. As armadilhas do tipo CDC foram capazes de capturar 10
géneros distintos de mosquitos (91%), enquanto a Shannon proporcionou a coleta de
09 (82%) e o aspirador, capturando mosquitos de forma aleatéria, amostrou apenas
03 (27%) (Quadro 8).

Quadro 8 — Quantidade de espécies coletadas por género e ocorréncia em
armadilhas.

Género N° de espécies Tipo de armadilha
Shannon CDC Sugador

Aedeomyia 1 X X
Aedes 6 X X
Anopheles 14 X X X
Coquillettidia 4 X X
Culex 6 X X X
Limatus 1 X X X
Mansonia 5 X X
Psorophora 2 X
Sabethes 1 X
Uranotaenia 3
Wyeomyia 1 X X
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O género Anopheles foi o mais representado, com 14 classificagbes
taxondmicas, incluindo as identificagdes que ficaram apenas no nivel de género ou
subgénero. Assim, foi possivel classificar os 265 individuos em 10 espécies, das quais
05 representaram o subgénero Nyssorhynchus (50%), 03 Kerteszia (30%) e 02
Anopheles (20%), desconsiderando individuos que n&o proporcionaram o nivel de
especificacao.

Dentro de Anopheles, a espécie mais abundante foi An. (Kerteszia) cruzii
com 153 individuos (57,7%), seguida por 47 Anopheles (Nyssorhinchus) evansae
(17,7%), 18 Anopheles sp. (6,8%), 16 Anopheles (Nys.) albitarsis (6,0%), 07
Anopheles (Nys.) sp. (2,6%), 06 Anopheles (Nys.) strodei (2,3%), 05 Anopheles
(Anopheles) fluminensis (1,9%), 03 Anopheles (Ker.) homunculus (1,1%), 03
Anopheles (Nys.) triannulatus (1,1%), 02 Anopheles (Ano.) maculipes (0,8%), 02
Anopheles (Ker.) sp. (0,8%), 01 Anopheles (Ano.) sp. (0,4%), 01 Anopheles (Nys.)
antunesi (0,4%) e 01 Anopheles (Ker.) bellator (0,4%).

Dentro de Kerteszia, cujos representantes s&o de importancia vetorial para
malaria extra-amazodnica, foram identificadas trés espécies: Anopheles (Ker.) bellator,
An. (Ker.) cruzii e Anopheles (Ker.) homunculus, todas no municipio de Trés

Cachoeiras.

5.3.2 Diversidade pelas localidades

No municipio de Trés Cachoeiras, as coletas foram conduzidas
mensalmente durante 12 meses. Neste periodo foi possivel coletar 1.756 exemplares
de mosquitos, sendo 170 pertencentes ao género Anopheles e 1.586 a outros grupos
taxondbmicos. Os demais municipios foram amostrados durante os meses
subsequentes a troca de estagao, exceto Morro Reuter que também teve amostragens
esporadicas extras (margo e maio) e Trés Forquilhas que foi amostrado apenas em
duas ocasides e, portanto, apresentou uma quantidade inferior de mosquitos (Quadro
9).
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Quadro 9 - Diversidade e quantidade de espécimes de mosquitos coletados
nos diferentes municipios durante o periodo de mar¢o/2019 a fevereiro/2020.

Trés Morro Eldorado Trés
Espécies / municipios Cachoeiras Reuter do Sul Forquilhas
Aedeomyia squamipennis 0 0 9 0
Aedes (Ochlerotatus) sp. 1 171 64 0
Aedes (Och.) scapularis 38 2 0 0
Aedes (Och.) serratus 3 177 1 0
Aedes terrens 1 0 0 0
Aedes (Stegomyia) albopictus 1 0 2 0
Aedes fluviatilis 0 2 0 0
Anopheles sp. 5 7 6 0
Anopheles (Ano.) sp. 1 0 0 0
Anopheles (Ano.) fluminensis 0 0 5 0
Anopheles (Ano.) maculipes 0 0 2 0
Anopheles (Ker.) sp. 2 0 0 0
Anopheles (Ker.) cruzi 153 0 0 0
Anopheles (Ker.) bellator 1 0 0 0
Anopheles (Ker.) homunculus 3 0 0 0
Anopheles (Nys.) sp. 2 0 5 0
Anopheles (Nys.) albitarsis 0 0 16 0
Anopheles (Nys.) antunesi 1 0 0 0
Anopheles (Nys.) evansae 0 0 47 0
Anopheles (Nys.) strodei 1 2 3 0
Anopheles (Nys.) triannulatus 0 0 3 0
Coquillettidia sp. 31 2 3 0
Coquillettidia albicosta 7 0 2 0
Coquillettidia shannoni 1 0 0 0
Coquillettidia venezuelensis 30 0 8 0

Culex (Culex) sp. 1409 23 577 14
Culex (Cux.) bidens 0 0 5 0
Culex (Cux.) chidesteri 18 1 5 1
Culex (Cux.) lygrus 1 0 0 0
Culex (Microculex) sp. 5 0 0 0
Culex (Melanoconion) sp. 7 0 78 0
Limatus sp. 7 4 0 0
Mansonia sp. 4 1 11 0
Mansonia iguassuensis 8 0 0 0
Mansonia pseudotitilans 2 0 6 0
Mansonia titilans 0 0 9 0
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Mansonia wilsoni 4 1 1 0
Psorophora (Janthinosoma) ferox 0 0 2 0
Psorophora (Psorophora) cilipes 0 0 2 0
Sabethes intermedius 0 0 1 0
Uranotaenia calosomata 2 0 0 0
Uranotaenia mathesoni 0 0 1 0
Uranotaenia sp. 3 0 1 0
Wyeomyia sp. 3 0 0 0
TOTAL 1.755 393 875 15

Algumas espécies foram exclusivas de um determinado municipio,
enquanto outras foram comuns a todos. Eldorado do Sul foi o municipio que
apresentou maior diversidade de espécies exclusivas (12): Aedeomiya squamipennis,
Anopheles (Ano.) fluminensis, Anopheles (Ano.) maculipes, Anopheles (Nys.)
albitarsis, Anopheles (Nys.) triannulatus, Culex (Cux.) bidens, Mansonia titilans,
Psorophora (Jan.) fero, Psorophora (Pso.) cilipes, Sabethes intermedius e
Uranotaenia mathesoni. Em seguida, Trés Cachoeiras registra 11 espécies
exclusivas, sendo elas: Aedes terrens, Anopheles (Ker.) sp., Anopheles (Ker.)
bellator, Anopheles (Ker.) homunclus, Anopheles (Nys.) antunesi, Coquillettidia
shannoni, Culex (Cux.) lygrus, Culex (Mic.) sp., Mansonia iguassuensis, Uranotaenia
calosomata e Wyeomyia sp. Em Morro Reuter registrou-se apenas Aedes fluviatilis
nao ocorrente nos demais municipios.

Apenas o género Culex foi comum a todos o0s municipios, sendo
representado por Culex (Cux.) sp. e Culex (Cux.) chidesteri.

Em todas as localidades, as armadilhas do tipo CDC foram mais eficientes
na coleta total de mosquitos, uma vez que ficavam mais tempo expostas no ambiente
(Gréfico 1). Entretanto, ao analisar apenas as coletas de Anopheles, a armadilha do
tipo Shannon foi mais seletiva, provavelmente pela agao do coletador que precisa agir
ativamente na captura de individuos. A técnica do sugador para coletas aleatorias e
oportunas mostrou-se complementar, visto que nao foi realizada amostragem

sistematica.
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Grafico 1 - Total de mosquitos coletados de acordo com o municipio e tipo
de armadilha.

5.3.3 Amostras totais e elementos abiéticos

Considerando a variagao climatica de acordo com as estag¢des do ano, foi
analisada a abundancia de mosquitos ao longo dos meses e sua relagdo com os
fatores abiodticos, como umidade, temperatura e precipitacdo. Como resultado,
observou-se que o pico de coletas totais de mosquitos se deu no més de marco,
decrescendo gradualmente e apresentando um novo pico no més de outubro (Grafico
2).
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Grafico 2 - Total de mosquitos coletados de acordo com o més, com
destaque nos meses de maior esforco amostral.
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Apenas o municipio de Trés Cachoeiras foi amostrado mensalmente,
portanto se espera que os meses de janeiro, abril, julho e outubro apresentem maior
quantidade de mosquitos devido ao esfor¢co amostral maior nesses meses. Os meses
de margo, maio e agosto também tiveram contribuicbées de amostras esporadicas.

Considerando todas as amostras de mosquitos (n=3.038) distribuidas por
meses, desconsiderando as diferencas no esforco amostral, foi aplicado o teste one-
way ANOVA, ndo se observando diferenga significativa entre as estagbes do ano
(p=0,1644) ou entre as localidades (p=0,0970).

Para equalizar o esforco amostral, comparamos apenas os meses de
janeiro (verao), abril (outono), julho (inverno) e outubro (primavera) dos municipios de
Morro Reuter, Eldorado do Sul e Trés Cachoeiras. Para tanto, consideramos os dados
expressos no Quadro 10.

Quadro 10 — Quantidade total de mosquitos amostrados pela estagao do
ano com meses comparaveis, de acordo com 0 municipio.

Primavera| Verao | Outono | Inverno
Trés Cachoeiras 107 6 234 39
Morro Reuter 4 4 56 1
Eldorado do Sul 213 265 375 22
TOTAIS 324 275 665 62

Quando comparada a quantidade total de mosquitos amostrada pelas
estacbes do ano, considerando apenas 0s meses comparaveis, o teste two-way
ANOVA mostrou que nao houve diferenga significativa entre as estagdes do ano
(p=0,0892). Ja as localidades foram comparadas pelo mesmo teste, mostrando
diferencga significativa (p=0,0268). O teste de Tukey demonstrou que 0os municipios de
Morro Reuter e Eldorado do Sul foram os que representaram esta diferenca
(p=0,0230). Entre Trés Cachoeiras X Morro Reuter e Trés Cachoeiras X Eldorado do
Sul ndo houve diferenga significativa (p=0,3662 e p=0,1412, respectivamente) (Grafico
3).
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Grafico 3 — Teste two-way ANOVA aplicado para comparar as estagdes do
ano e as localidades para o total de mosquitos coletados. O asterisco indica onde
houve diferenca significativa.

5.3.4 Amostras totais e elementos bidticos - vegetacao
A partir do calculo do NDVI de cada ponto amostrado, foi possivel tracar
um perfil genérico da situagéo vegetal dos municipios.

Dessa forma, obtivemos os seguintes resultados:

TRES FORQUILHAS

O indice médio deste municipio foi calculado em 0,40, colocando-o0 num
patamar de “Pastagem densa” (entre 0,38 e 0,51). Entretanto, os pontos de coletas
foram em meio a vegetacdo natural tipica de Mata Atlantica levemente impactada por
construgcado urbana de imovel residencial e estradas. O primeiro ponto amostrado,
denominado “Ponto 1” teve um NDVI de 0,38 e o segundo ponto, denominado “Ponto
2” teve um NDVI de 0,45, ficando de acordo com o indice médio do municipio (Figura
29). Quanto a diversidade, o Ponto 1 apresentou 2 espécies, enquanto o Ponto 2 n&o

registrou nenhuma espécie de mosquito.
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. Corpos d'dgua, estruturas artificiais, rochas e ou nuvens
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Figura 29 — Imagem NDVI dos pontos amostrados em Trés Forquilhas.

Nesta localidade foram identificados 15 individuos, divididos em dois

grupos taxonémicos.
TRES CACHOEIRAS

O indice médio deste municipio ficou em 0,24, representando uma
prevaléncia do nivel de “Grama” (entre 0,23 e 0,38). Cabe ressaltar que existe uma
lagoa em grande parte de seu territério. O ponto de coleta foi em meio a construgéo
periurbana, cercada de mata nativa com grande incidéncia de bromélias, o que nao
fica representado pelo valo médio de NDVI. Analisando a Figura 30, observa-se que
o ponto de coleta (Ponto 1) foi em area com prevaléncia de “Pastagem densa” e
“Vegetagao provavelmente densa”, ficando o NDVI do ponto de coleta em 0,44
(Pastagem densa).

Nesta localidade foram identificados 1.755 espécimes de mosquitos,

distribuidos em 31 espécies, todas concentradas no Ponto 1.
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. Corpos d'agua, estruturas artificiais, rochas e ou nuvens
. Solo exposto ou solo nu
Vegetagdo esparsa ou rala

Grama
Pastagem densa
. Vegetacdo provavelmente densa
. Vegetagdo provavelmente muito densa

A e R
Imagem NDVI do ponto amostrado em Trés Cachoeiras.

ELDORADO DO SUL

O indice médio deste municipio ficou em 0,36, representando uma
prevaléncia do nivel de “Grama” (entre 0,23 e 0,38). Os pontos amostrados foram em
meio a matas nativas que sofrem impacto dos centros urbanos, com prevaléncia de
mata ciliar ou fazendas. O Ponto 1 apresentou um NDVI de 0,48, enquanto no Ponto
2 foi de 0,42, no Ponto 3 foi de 0,40 e no Ponto 4 de 0,43. Todos no patamar de
“Pastagem densa” (Figura 31).

Foram coletados 875 individuos de mosquitos distribuidos em 28 grupos
taxondmicos. O Ponto 1 apresentou 10 espécies, enquanto o Ponto 2 apresentou 20,
o Ponto 3 apresentou 17 e finalmente o Ponto 4 com o registro de 12 espécies.
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Figura 31 — Imagem NDVI dos pontos amostrados em Eldorado do Sul.

MORRO REUTER

O indice médio do NDVI deste municipio ficou em 0,42, representando uma
prevaléncia do nivel de “Pastagem densa” (entre 0,38 e 0,51). Os pontos de coleta
foram realizados em meio a mata nativa, impactados por fazendas e construgdes
periurbanas. O NDVI do Ponto 1 ficou em 0,44 e do Ponto 2 em 0,47, deixando todos
na classificacado de “Pastagem densa”, de acordo com a média municipal (Figura 32).

Nesta localidade foram identificados 393 espécimes de mosquitos,
distribuidos em 12 espécies. O Ponto 1 apresentou 3 espécies enquanto o Ponto 2

apresentou 10.
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Aplicando-se a Analise de Regressao Linear Simples para associar o NDVI

com a diversidade (quantidade de espécies coletadas) em cada ponto amostrado,

observa-se que nao ha relagdo que explique por si s6 esta associagdo (r>=0,00021)

(Gréfico 4).
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Grafico 4 — Andlise de Regressao Linear Simples para associagao entre
NDVI e diversidade nos pontos amostrados. Slope: -4,5706. p=0,97018.

As diferengas no esforgo amostral e na delimitagdo de apenas um ano

podem ter sido fatores que influenciaram nas analises. Roiz et al. (2015) fizeram
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analises anuais e mensais para NDVI e outros fatores. Como resultado, obtiveram que
o indice teve uma relagao positiva com duas espécies de Culex e uma de Anopheles,
mas com relagdo negativa para outras trés espécies, incluindo mais uma de Culex.
Estes resultados mostram a importancia da obtencao de dados sistematicos mensais

e por periodo maior, ao longo dos anos.

5.3.5 Anopheles e elementos abidticos
Acompanhando as amostras totais de mosquitos, o pico de coletas de
Anopheles spp. ocorreu nos meses de janeiro € margo com pequenos NoVos pPicos
nos meses de outubro e dezembro. Diferentemente do que aconteceu para as
amostras totais, ndo houve um decréscimo gradual de amostragens (Grafico 5).
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Grafico 5 — Anopheles spp. coletados de acordo com o més, com destaque
aos meses de maior esforgco amostral.

Repetindo os testes ANOVA apenas para Anopheles, também néo foi
encontrada diferenga significativa para as estagbes do ano ou entre as localidades
(p=0,1023 e p=0,4447, respectivamente).

A fim de avaliar a influéncia dos parametros abidticos na abundancia de
Anopheles, as localidades foram analisadas de forma independente, uma vez que a

frequéncia de amostragem né&o foi a mesma.
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TRES FORQUILHAS

N&o foi coletado nenhuma anofelino no municipio de Trés Forquilhas.

TRES CACHOEIRAS

Nesta localidade foram coletados 169 anofelinos, sendo a uUnica a ter
amostras do subgénero Kerteszia (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicdo mensal das espécies de Anopheles coletadas nos
municipios de Trés Cachoeiras.
Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Sp. 8 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sp. 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Sp. 12 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
Sp. 13 2 19 66 13 4 8 1 4 4 5 4 23
Sp. 14 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sp. 15 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1
Sp. 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
Sp. 18 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Sp. 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
TOTAL 2 19 72 15 4 8 1 4 7 8 4 25

Legenda: Sp. 8 - Anopheles sp.; Sp. 9 - Anopheles (Ano.) sp.; Sp. 12 - Anopheles (Ker.)
sp.; Sp. 13 - Anopheles (Ker.) cruzii; Sp. 14 - Anopheles (Ker.) bellator; Sp. 15 - Anopheles (Ker.)
homunculus; Sp. 16 - Anopheles (Nys.) sp.; Sp. 18 - Anopheles (Nys.) antunesi; Sp. 20 - Anopheles
(Nys.) strodei.

E possivel observar que margo teve o maior nimero absoluto de Anopheles
coletados, corroborando com Primio (1970; 1938) que afirmou que a maior
abundancia de anofelinos na regido de Torres acompanhava o aumento da incidéncia
de malaria, definindo este periodo como sendo entre os meses de outubro e margo.

Fatores climaticos pontuais podem ter influenciado nas amostragens, uma
vez que as melhores condigdes de coleta sdo em noites sem chuva ou vento (PRIMIO,
1931). Entretanto, essas condigbes s6 foram possiveis em abril, agosto, setembro,
outubro e novembro. Nos demais meses chovia ou ventava durante as coletas.

Aplicando o método de Analise de Correspondéncia Candnica (CCA) para

avaliar a influéncia dos fatores abidticos sobre a abundancia dessas espécies,
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concluiu-se que Anopheles (Ano.) sp., Anopheles (Nys.) sp. e Anopheles (Nys.) strodei

(sp. 9, 16 e 20, respectivamente) estao diretamente relacionadas a precipitagao,

enquanto Anopheles (Ker.) sp., Anopheles (Ker.) homunculus e Anopheles (Nys.)

antunesi (sp. 12, 15 e 18, respectivamente) sdo mais influenciadas pela umidade. A

temperatura impacta em Anopheles sp. (sp. 8) e Anopheles (Ker.) bellator (sp. 14).

Anopheles (Ker.) cruzii (sp. 13) aparece ao centro no grafico, ou seja, representa que

todos os fatores contribuem para sua abundancia de forma homogénea.
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Grafico 6 - Analise de Correspondéncia Canénica de Anopheles em Trés

Cachoeiras.

ELDORADO DO SUL

Neste municipio foram coletados 87 individuos do género Anopheles,

nenhum do subgénero Kerteszia (Tabela 5).

Tabela 5 - Distribuicdo mensal das espécies de Anopheles coletadas no
municipio de Eldorado do Sul.
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Jan Abr Jul Out

Sp. 8 6 0 0 0
Sp. 10 5 0 0 0
Sp. 11 1 0 0 1
Sp. 16 1 0 0 4
Sp. 17 14 0 0 2
Sp. 19 47 0 0 0
Sp. 20 2 0 0 1
Sp. 21 0 0 0 3

TOTAL 76 0 0 11

Legenda: Sp. 8 - Anopheles sp.; Sp. 10 - Anopheles (Ano.) fluminensis; Sp. 11 - Anopheles
(Ano.) maculipes; Sp. 16 - Anopheles (Nys.) sp.; Sp. 17 - Anopheles (Nys.) albitarsis; Sp. 19 - Anopheles
(Nys.) evansae; Sp. 20 - Anopheles (Nys.) strodei; Sp. 21 - Anopheles (Nys.) triannulatus.

Estas espécies se mostraram relacionadas com fatores abidticos de forma
linear, ou seja, o fator temperatura foi inversamente proporcional aos fatores umidade

e precipitagao (Grafico 7).
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Grafico 7 - Analise de Correspondéncia Canbnica de Anopheles em
Eldorado do Sul.

Anopheles (Nys.) sp e Anopheles (Nys.) triannulatus (sp. 16 e 21,

respectivamente) foram as mais positivamente relacionadas a umidade e precipitagao,
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se distanciando do fator temperatura. As demais espécies sdo mais homogéneas
quanto aos fatores abioticos, entretanto. Anopheles (Ano.) maculipes (sp. 11) e
Anopheles (Nys.) strodei (sp. 20) parecem mais associadas a umidade e precipitagcao
do que Anopheles (Nys.) albitarsis (sp. 17), que aparece no centro do grafico
influenciada pelos trés fatores. Praticamente no mesmo ponto, estdo as espécies
Anopheles sp. (sp. 8), Anopheles (Ano.) sp. (sp. 9), Anopheles (Ano.) fluminensis (sp.
10 e Anopheles (Nys.) evansae (sp. 19) sendo influenciadas pela temperatura.

Algumas espécies comuns a Eldorado do Sul e Trés Cachoeiras trazem
diferencas de interpretacdo quanto aos impactos abioticos recebidos. Enquanto em
Trés Cachoeiras as espécies 09, 16 e 20 foram relacionadas a precipitagdo, em
Eldorado do Sul as mesmas foram relacionadas a temperatura (sp. 9) e umidade (sp.
16 e 20). Esta diferenca pode ser explicada pelo esfor¢o amostral ter sido maior na
primeira localidade, gerando maior volume de dados.

Salienta-se que os dias de coleta do més de abril foram chuvosos, podendo

ter afetado na abundancia de mosquitos coletados.

MORRO REUTER

Em Morro Reuter, foram coletados apenas 09 Anopheles, sendo sete deles
identificados apenas até o nivel de género. Da mesma forma que ocorreu nas demais
localidades, o més de margo foi o mais representativo (Tabela 6). Esta foi a mais
afetada por eventos climaticos pontuais. Mesmo sendo amostrada com meses extras
(margo e maio), néo foi possivel realizar esforcos em condigbes adequadas. Assim,
apenas em julho as amostragens estavam favoraveis, ou seja, sem chuva ou vento

no local das armadilhas.

Tabela 6 - Distribuicdo mensal das espécies de Anopheles coletadas no
municipio de Morro Reuter.

Jan Mar
Sp. 8 | 0 7
Sp. 20 | 2 0
TOTAL | 2 7

Legenda: Sp. 8 - Anopheles sp.; Sp. 20 - Anopheles (Nys.) strodei.
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Ambas as espécies encontradas em Morro Reuter sdo comuns as outras
duas localidades, entretanto devido as diferencas de esforco amostral mostraram-se
diferentes quanto a sua associacdo com fatores abiodticos. Enquanto a sp. 8 se
mostrou influenciada pela temperatura em Trés Cachoeiras e Eldorado do Sul, em
Morro Reuter ficou associada a umidade. Da mesma forma, a sp. 20 teve influéncia
da temperatura em Eldorado do Sul e esteve distante da umidade e precipitagdo em
Trés Cachoeiras, ja em Morro Reuter ficou associada a temperatura e precipitagéo
(Gréfico 8).
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Grafico 8 - Analise de Correspondéncia Canénica de Anopheles em Morro
Reuter.

A relagdo de An. (Ker.) homunculus com a umidade € esperada, uma vez
que €& comumente encontrada em interior de mata onde este parametro é
caracteristico. Além disso, se reproduz facilmente em pequenas porgbes d’agua
encontradas em pequenas bromélias, o que diminui a dependéncia de chuva para
encher os reservatoérios, que podem ser abastecidos com a propria precipitacdo da
umidade do ar (VELOSO, 1958).

Santos-Neto & Lozovei (2008) relataram que a maior frequéncia de

Anopheles (Ker.) cruzii foi nos meses de margo e abril, apresentando diferencga
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significativa dos demais meses. Também mostraram que a faixa de horario de maior
atividade desta espécie foi entre 18h e 20h, horario contemplado na metodologia aqui
aplicada.

Em S&o Paulo, Ueno, Forattini & Kakitani (2007) correlacionaram fatores
sazonais a densidade de Anopheles em ambientes litordneos. Como resultado
obtiveram uma correlagao positiva para o fator temperatura (amplitude térmica) na
densidade de An. (Ker.) bellator, mas néo para An. (Ker.) cruzii. Neste caso, o
ambiente litoraneo avaliado n&o foi de Mata Atlantica, mas de restinga, o que pode
explicar esta diferenca com os resultados aqui apresentados.

No Maranhao, Xavier & Rebélo (1999) avaliaram a flutuacdo sazonal de
anofelinos do subgénero Nyssorhynchus, cujos reservatorios preferenciais s&o
grandes porgdes d’agua. Neste caso, a abundancia foi diretamente relacionada aos
periodos chuvosos, onde os reservatorios sofreram mudangas de tamanho, variedade

e profundidade.

5.3.6 Anopheles e elementos bidticos — vegetagao

Utilizando as informag¢des do Quadro 11 e analisando a relagado entre os
valores de NDVI e a abundancia de Anopheles spp., a Andlise de Regressao Linear
Simples mostra que também ndo ha relagdo entre as duas variaveis (r> = 0,00045)
(Grafico 9).

Quadro 11 — Quantidade de Anopheles amostrados e sua relagédo com o
NDVI de cada ponto de coleta.

NDVI do ponto Quantidade de
Anopheles spp.
Trés Cachoeiras — Ponto 1 0,44 169
Eldorado do Sul — Ponto 2 0,42 76
Eldorado do Sul — Ponto 3 0,40 11
Morro Reuter — Ponto 1 0,44 2
Morro Reuter — Ponto 2 0,47 7
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Grafico 9 — Abundancia de Anopheles spp. com relagao ao NDVI. Slope:-
58,824. p=0,97036.

O NDVI nédo tem relagdo com a abundancia ou diversidade de Anopheles
spp., com o esforco amostral apresentado. Entretanto, Azevedo et al. (2020)
encontraram uma relagéo positiva (r?> = 0,99) entre o NDVI alto e a ocorréncia de
Anopheles (Ker.) cruzii. Salientamos que o NDVI considerado alto foi de 0,8 a 0,9,
mais alto do que aqui apresentado (0,4 em média). Este fator foi associado a Floresta
Ombrdfila Densa com presencga de muitas bromélias, fato que aqui s6 foi observado
no municipio de Trés Cachoeiras. Ainda assim, o ponto de coleta apresentou indice
de NDVI mais baixo do que os autores encontraram.

Observando os valores brutos da Tabela 11 (supracitada), podemos inferir
que a composicao floristica pode ser fator importante para explicar a ocorréncia de
determinadas espécies de Anopheles, o que nao fica evidenciado pela analise de
NDVI.

Lourenco et al. (2011) encontraram uma forte relagdo entre a densidade de
Anopheles atroparvus e o NDVI em areas com ocorréncia de malaria em Portugal,
apontando este indice para ser usado como um indicativo das condi¢gdes do habitat
do vetor. Apontaram a qualidade da vegetacdo como um indicativo indireto da
presenga de agua, formando as condi¢gbes ideias para a reproducado do vetor.
Entretanto, neste trabalho nio foi possivel observar esta relagao, ficando os atributos
abidticos mais relacionados a ocorréncia de Anopheles.

Dantur Juri et al. (2015) relacionaram valores de NDVI com a distribuigéo e

abundancia de Anopheles na Argentina, encontrando relagao positiva deste indice em
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apenas duas das trés areas testadas.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Com a histéria da malaria no Rio Grande do Sul construida, ficou evidente
que a participacdo da Fundacao Rockefeller nas campanhas de combate aos vetores
foi importante no desenvolvimento dos programas de saude no Brasil. A articulagao
politica, cientifica e de praticas de campo, dominada inicialmente pela classe médica,
abre precedentes para a discussdo acerca do longo caminho percorrido até a
estruturacdo do atual modelo de saude, nos levando a busca por padrboes e
recorréncias dentro dos variados contextos socio-politicos.

Os eventos historicos narrados ndao ocorreram de forma isolada, estando
cada um de acordo com o contexto em que se inseriam. Imigragcdo, avangos
tecnoldgicos e a ideia de controle ou erradicagdo de determinada doenga devem ser
temas discutidos com rigoroso critério, de forma que a malaria, assunto aqui
apresentado, serve como um exemplo de que o ciclo de doencas relacionadas ao
ambiente esta sujeito a fatores nem sempre bem esclarecidos: primatas podem estar
envolvidos no ciclo do paludismo, uma espécie nova de mosquito pode assumir o
papel de vetor ou ser importada de outro pais ou continente. A complexidade da
dindmica ambiental esta diretamente envolvida na dindmica da incidéncia de doencas
relacionadas, ou seja, os modelos de controle e combate ndo devem ser rigidos. Neste
contexto, as relacdes interespecificas sustentam a plausibilidade de uma suposta
erradicacdo com sua reemergéncia.

Importante também observar as mudancas sociais que podem decorrer a
partir de doencgas infecciosas. Expandindo essa discussdo a outras patologias,
podemos imaginar que a pandemia de COVID-19 trouxe consciéncia sobre a forma
de transmiss&o de um virus respiratorio, a importancia de higienizar as maos com
frequéncia e a relevancia do uso de equipamentos que dificultem sua transmissao,
como as mascaras. Trazendo este olhar para as doencas relacionadas aos mosquitos,
a dengue reflete a importancia de evitar depdsitos de agua limpa e parada em casas
e patios, traduzindo uma mudanca social de comportamento que interfere no ciclo
reprodutivo do vetor. Ja para Febre Amarela, resgata-se a importancia de observar as
relacdes naturais com primatas ndo-humanos, usando sua presenca como sentinela
e informando 6rgdos de saude sobre sua mortalidade como possivel indicativo da
circulagao viral. Estes exemplos evidenciam que a sociedade é capaz de se modificar
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a partir de seu aprendizado com as doencas infecciosas, através da educacao em
saude. A sociedade nado deve mais se manter passiva a espera de medicamentos
milagrosos, mas pode se enxergar como parte deste processo, como figuras ativas na
cura individual e coletiva.

Dentro desta tematica, o historiador Gabriel Lopes langou em 2020 o livro
“O Feroz Mosquito Africano no Brasil: O Anopheles gambiae entre o siléncio e sua
erradicagado (1930-1940)", cujo protagonismo do agente modificador de politicas
publicas e dos métodos de controle pertence ao préprio mosquito, € ndo aos pacientes
ou meédicos. Fazendo uma reflexao sobre este olhar e as agdes de combate ao
impaludismo no RS, observamos que o desmatamento, a desbromelizacdo e a
disperséo de inseticidas toxicos foram interveng¢des importantes para seu controle na
década de 40, sendo plausiveis naquela época, mas inaceitaveis diante dos
conhecimentos atuais. O foco do controle foi posto em elementos naturais: as
bromélias da Mata Atlantica gaucha. Mas o que o Rio Grande do Sul aprendeu com
sua endemia de malaria e quais foram as modificagdes politicas e sociais decorrentes
deste evento?

Ficou evidente que o Estado oferece plenas condicdes para o
estabelecimento da malaria autéctone. A presenca de ambientes diversificados, ricos
em sua fauna e flora, possibilita a interacédo entre os elementos envolvidos no ciclo da
doenca. Apesar da bromélia-malaria ter sido o perfil de transmissao mais frequente,
as espécies de Anopheles ocorrentes no Rio Grande do Sul mostram que o Estado
pode sofrer com surtos epidémicos de outro perfil, como foi demostrado pelo ocorrido
no Vale do Rio Uruguai na década de 1940. Em 1950 um surto nos municipios da
mesma regido, relacionado a regido dos arrozeiros, reafirma esta possiblidade.
Devemos considerar os dois perfis como ocorrentes no Rio Grande do Sul tendo
ambos, portanto, potenciais epidémicos.

A implantacdo de um sistema de informacgao (Sinan) propiciou 0 acesso a
informag&o contemporanea de forma mais sistematica, possibilitando a reconstru¢ao
histérica moderna mais fidedigna, com uso exclusivo de dados oficiais, sem a
necessidade de recorrer a fontes de comunicagéo. Além disso, os dados cronoldgicos
estao disponiveis de modo a possibilitar seu cruzamento com outros parametros.
Cabe salientar que os sistemas sao alimentados por servidores que desempenham a
funcdo de notificar doengas compulsoérias. Infelizmente, para periodos mais antigos,
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houve maior dificuldade em encontrar as informacdes, pois esta busca fica restrita a
acervos e museus que muitas vezes nao possuem documentacdo completa.

O Rio Grande do Sul possui importantes vetores de malaria em seu
territorio, portanto era previsivel sua reemergéncia. Fato que ficou registrado pelo
caso autoctone ocorrido no Estado, representando também o registro da doenga mais
ao sul da América Latina. Considerando que os mosquitos foram amostrados em area
de reemergéncia e onde historicamente ja havia registros de malaria autéctone,
podemos inferir que onde ha histérico e vetor é possivel haver reemergéncia. A
presenga de Anopheles do subgénero Kerteszia em Trés Cachoeiras serve de alerta
para a regiao.

Da mesma forma, quando observamos o trabalho de Machado et al. (2003),
em que os autores analisaram o perfil epidemioldgico de malaria no Estado de Santa
Catarina através de dados disponibilizados pela Fundacdo Nacional de Saude, os
mesmos relatam diversos casos autéctones. Destes, descrevem Blumenau, Sao
Francisco do Sul e Floriandpolis com o maior numero de casos autoctones, sendo o
maior indice de infecgao para Plasmodium vivax, seguido de Plasmodium falciparum.
Nos ultimos anos, a Diretoria de Vigilancia Epidemiolégica de Santa Catarina
identificou mais trés casos autoctones de malaria de Mata Atlantica no Estado. Destes
dois (2) casos em Joinville em 2016 e um (1) caso de malaria em Rio do Oeste, em
2019.

Baseados nas informacgdes de Santa Catarina, que € um estado vizinho ao
nosso, podemos inferir que a malaria extra-amazonica continua sendo responsavel
por casos autdctones em toda a regido sul, uma vez que nao existe fronteiras para a
dispersdao de mosquitos infectados. Provavelmente existem casos autoctones
silenciosos em todo o Estado do Rio Grande do Sul. Contudo, ha caréncia de
pesquisas cientificas relacionadas aos anofelinos vetores, taxa de infecgao por
plasmodios e a populagcdo exposta, principalmente aquelas que moram em zonas
rurais ou proximos a matas em que ocorram a dispersao dos mosquitos.

As amostragens forneceram uma atualizagdo no levantamento
entomoldgico relacionado aos Culicideos, o que pode auxiliar em futuros trabalhos
relacionados a outras doencgas, como, por exemplo, aquelas relacionadas ao Aedes
albopictus.

A metodologia aplicada para as coletas de mosquitos gerou uma resposta
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onde nao foi possivel identificar diferencgas significativas entre os elementos abidticos
e bidticos entre as localidades. De forma geral, apenas nos meses comparaveis houve
diferenca significativa entre Eldorado do Sul e Morro Reuter.

Resultado semelhante foi encontrado para as amostras de Anopheles,
onde nao foi identificada diferenca significativa entre as estagdes do ano ou entre os
municipios. As relagdes da ocorréncia das espécies com temperatura, umidade e
precipitacdo podem ter sido os fatores definidores das diferencas na diversidade e na
abundancia, mas seriam necessarios maiores esforgcos amostrais para comprovar
esta relagdo. Ja para fatores bidticos, o NDVI ndo mostrou significancia, de forma que
a composicao floristica pode ser parametro importante para explicar a ocorréncia de
determinadas espécies de Anopheles, o que também necessita estudos mais
aprofundados.

A presenca de ambientes ricos em bromeliaceas, como as areas de Mata
Atlantica, indica a possibilidade das interagdes entre os elementos necessarios para
que o ciclo dos parasitos se efetive, envolvendo os vetores do subgénero Kerteszia
com primatas-nao-humanos, ou com a populacdo humana que se estabelece.

Considerando a incidéncia de um caso humano autéctone na regiao onde
o impaludismo ja foi endémico, e considerando a presenga de vetores na area, é
necessario que seja reavaliada a situagao epidemioldgica do Estado, pois pode-se
inferir que o risco esta estabelecido.

Este trabalho trouxe uma interessante perspectiva do tema para o Rio
Grande do Sul, ha muito considerado livre da malaria. Sugerimos o estabelecimento
de protocolos de investigagao, seguindo os seguintes passos:

A partir de caso humano:

1 — Coleta de mosquitos, com CDC, por dois dias nas areas adjacentes ao
caso e em areas de LPI;

2 — Triagem e identificagao dos mosquitos;

3 — Realizacdo de qPCR para identificacdo de Plasmodium spp. nos
Anopheles sp.;

4 — Informacgéao sistematica aos servigos de saude da regido e arredores
para sensibilizar o sistema quanto a busca de novos casos e tratamento adequado
dos pacientes;

5 — Orientacéo da populacéo exposta para uso de repelente.
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A partir de epizootias:

1 — Testagem de Plasmodium sp. em animais provenientes de epizootias
em investigag&o para outras moléstias, como a febre amarela;

2 — Aplicagao da técnica qPCR em visceras, principalmente figado, em
busca de Plasmodium spp.

3 — Informagao sistematica aos servigos de saude da regido e arredores
para sensibilizar o sistema quanto a busca de novos casos e tratamento adequado
dos pacientes;

4 — Orientagao da populacao exposta para uso de repelente.

Este trabalho trouxe um impacto positivo para a ciéncia e para a saude
publica do Rio Grande do Sul, contribuindo para um maior conhecimento histérico da
situacdo do impaludismo no Estado e levantando um alerta quanto aos riscos

associados.
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