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RESUMO

O numero de casos de malaria autéctone e importada tem aumentado na Regido
Extra-Amazoénica. O fluxo de individuos infectados para regides ndo endémicas com
presenca de vetores e demais condi¢cdes necessarias a transmissao pode provocar
surtos. O Mato Grosso do Sul, especialmente o Pantanal, esta proximo a areas
malarigenas do Brasil e paises vizinhos e por ele transitam milhares de pessoas,
particularmente turistas brasileiros e advindos de varias partes do mundo. Assim, é
importante a determinacdo das espécies de Anopheles que podem atuar como vetor
e 0 estudo da ecologia desses mosquitos, para permitir avaliar o risco de
reintroducdo da maléria, o melhor entendimento da epidemiologia da doenca e o
controle vetorial eficaz. A localidade Salobra, Pantanal do Municipio de Miranda, MS,
outrora malarigena, € bastante peculiar, devido a sazonalidade das chuvas e rios
com distintas caracteristicas fisico-quimicas, que transbordam alagando vasta
planicie durante parte do ano. Tal peculiaridade pode ter favorecido a especiacéo e
aparecimento de complexos de espécies cripticas. Neste trabalho, realizamos
capturas bimestrais de anofelinos em Salobra, de setembro-2010 a julho-2011. Em
cada més, foram realizadas coletas durante cinco dias, de 17-20h, nas paredes de
uma casa, em atrativo humano no peridomicilio e em armadilha Shannon com
cavalo no extradomicilio, além de trés capturas de 18h no extradomicilio. Foi
realizado levantamento de dados epidemiolégicos secundarios acerca dos casos
autoctones de malaria ocorridos no MS nos ultimos anos. No total, foram capturados
24.894 anofelinos, cuja maior frequéncia se deu na transicdo entre a estacéo
chuvosa e seca. As identificacdes morfolégica e molecular revelaram a presenca de
13 espécies ou complexos em Salobra: An. albitarsis s.l., An. darlingi, An.
deaneorum, An. galvaoi, An. halophylus, An. mattogrossensis, An. oswaldoi s.l., An.
rondoni, An. triannulatus s.s., An. triannulatus C, An. arthuri, An. konderi e An.
oryzalimnetes, sendo as trés Ultimas registradas pela primeira vez no MS. A espécie
mais frequente no total das capturas foi An. darlingi (63,1%), principal vetor de
malaria no Brasil, seguida de An. triannulatus s.l. (19,7%). Todas as espécies
apresentaram comportamento predominantemente exofagico e também foram
abundantemente capturadas em atrativo animal, embora também tenham sido
capturadas picando o homem no peridomicilio e coletadas repousando nas paredes
internas da casa. O pico de maior frequéncia de anofelinos se da no crepusculo
matutino e momentos peri-crepusculares do amanhecer, embora picos no
crepusculo vespertino e, principalmente, nas horas altas da noite também tenham
sido observados, especialmente para An. darlingi. O levantamento epidemiolégico
revelou que, anualmente, ocorrem casos de malaria autdctone e importada no MS,
alguns diagnosticados no Pantanal. Mais de 66% dos casos eram de homens, com
idade entre 18 e 52 anos, cujas atividades profissionais, como garimpo, extrativismo
vegetal e agropecuédria, aumentam a exposicdo a picada de anofelinos no
extradomicilio durante o amanhecer e anoitecer, como se viu ocorrer em Salobra.
Conclui-se que Salobra e o Pantanal de Miranda sé&o consideravelmente receptivos
e vulneraveis a transmissao de malaria. Portanto, a vigilancia deve ser intensificada
nesta area, de modo a se evitar surtos e o restabelecimento da endemicidade da
malaria.
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ABSTRACT

The number of cases of imported and autochthonous malaria has increased in recent
years in the Extra-Amazonian Region. The migration of malaria-infected individuals
to non-endemic regions with presence of vectors and other conditions necessary for
the malaria transmission can cause outbreaks. Mato Grosso do Sul State (MS),
especially the Pantanal Region, is close to malarious areas in Brazil and in bordering
countries, and thousands of people, particularly Brazilians and tourists coming from
various parts of the world, transit trough Pantanal. It is, therefore, important to
determine the Anopheles species that can act as vectors and to study the ecology of
these mosquitoes, in order to allow risk assessment of reintroduction of malaria,
better understanding of disease epidemiology, and effective vector control. The
location of Salobra, in the Pantanal of Miranda Municipality, MS, a malarious area in
the past, is quite peculiar, due to seasonal rainfalls and rivers with different physico-
chemical characteristics, which overflow flooding a vast plain during a time of year.
This peculiarity may have favored speciation and appearance of complexes of cryptic
species. We carried out bimonthly collections of Anopheles mosquitoes in Salobra,
from 2010-September to 2011-July. Each month, collections were conducted for five
days, from 17-20h, in the walls of a domicile, in human bait in the peridomicile and in
Shannon trap with animal bait in extradomicile. Three 18-hour collections in
extradomicile were performed. An epidemiological survey, based on secondary data,
about autochthonous malaria cases occurred in MS in recent years was conducted.
In total, 24,894 anophelines were collected, which occurred more frequently in the
transition between the rainy and dry seasons. Morphological and molecular
identification revealed the presence of 13 species in Salobra: An. albitarsis s.I., An.
darlingi, An. deaneorum, An. galvaoi, An. halophylus, An. mattogrossensis, An.
oswaldoi s.l., An. rondoni, An. triannulatus s.s., An. triannulatus C, An. arthuri, An.
konderi and An. oryzalimnetes, the last three being registered for the first time in MS.
The most frequent species in total of collections were An. darlingi (63.1%), main
vector of malaria in Brazil, and An. triannulatus s.l. (19.7%). All species presented
predominantly exophagic behavior and were abundantly caught on horse. However,
they were also caught biting human in the peridomicile and on the inner walls of the
house. The highest peak frequency of all anophelines occurs in the morning and
around peri-crepuscular hours, although peaks at dusk, and especially at dawn, are
also observed, especially regarding An. darlingi. The epidemiological survey showed
that autochthonous and imported malaria cases occur annually in MS, and some
occur in Pantanal. More than 66% of cases were male individuals, aged 18-52 years,
whose occupations such as mining, agriculture and wood extraction, increase
exposure to the bite of anophelines in the extradomicile, during dawn and dusk, as it
has been observed in Salobra. We conclude that Salobra and the Miranda Pantanal
are pretty receptive and vulnerable to malaria transmission. Therefore, surveillance
should be intensified in this area, in order to prevent the occurrence of outbreaks and
the reestablishment of endemic malaria.
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1.1. A Maléria

A malaria é uma doenca infecto-parasitaria produzida por protozoarios do
género Plasmodium, familia Plasmodiidae, classe Sporozoa. Ha diversas espécies
de plasmddios, porém um numero reduzido delas é responsavel pela malaria
humana, as quais sdo: Plasmodium vivax Grassi & Feletti, 1890; Plasmodium
falciparum Welch, 1897; Plasmodium malariae Feletti & Grassi, 1889; Plasmodium
ovale Stephens, 1922 e Plasmodium knowlesi Sinton & Mulligan, 1933. Apenas 0s
trés primeiros circulam no Brasil. Os plasmédios humanos sdo transmitidos pela
picada de fémeas de mosquitos do género Anopheles (Diptera: Culicidae:
Anophelinae) infectadas. A transmisséo realizada por mosquitos foi comprovada
pelo indiano Ronald Ross em 1897, apos investigacbes conduzidas por este
pesquisador e por Patrick Manson (Suarez-Mutis et al., 2006).

A malaria atualmente encontra-se presente nas regides tropical e subtropical,
sendo endémica em 106 paises (WHO, 2011). Sua distribuicdo, entretanto, €&
heterogénea, estando alguns paises, como o Brasil, com uma grande extensdo de
seu territério livre da malaria endémica. Apesar disso, em areas ndo malarigenas
onde existe alta densidade vetorial e circulacdo de individuos infectados vindos de
regibes endémicas, podem ocorrer surtos de casos introduzidos e até mesmo o
estabelecimento da transmissdo autéctone. Desse modo, em regides nao
endémicas, as areas de risco sdo determinadas pelo potencial malarigeno, que
possui dois componentes: a receptividade e a vulnerabilidade. A primeira se refere a
presenca, densidade e longevidade dos vetores locais e a segunda refere-se ao
fluxo de pessoas infectadas provenientes de regides endémicas (Ministério da
Saude, 2005). Em relacdo a receptividade, pode-se dizer que todos os Estados
brasileiros sdo, em maior ou menor grau ou extensao, receptivos para a malaria, ja
que a distribuicdo de anofelinos vetores se estende por praticamente todo o territorio
nacional. Ja4 a vulnerabilidade € menos uniforme no Brasil. Os Estados fronteiricos
com a Amazbnia, onde ocorre a quase totalidade das transmissfes no pais,
provavelmente sdo os mais vulneraveis, justamente devido a maior proximidade e,
portanto, maior possibilidade de deslocamento entre seus habitantes.

Clinicamente, a malaria é uma doenca febrii aguda que acomete
principalmente o figado e o sangue, tecidos onde o parasito realiza seu ciclo
assexuado (ou esquizogonia), composto de uma fase extra-eritrocitica e outra

eritrocitica. Os esporozoitas injetados na corrente sanguinea durante o repasto do
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mosquito migram para o figado e invadem os hepatécitos, onde desenvolverdo os
estagios de trofozoita, esquizonte e merozoita. Este Ultimo rompe a célula hepatica,
entra na circulacdo sanguinea e invade os eritrécitos, onde passara pelos estagios
de trofozoita e esquizonte. Alguns esquizontes dardo origem aos gametdocitos
masculino e feminino, e os demais originardo novos merozoitas, 0S quais, por sua
vez, irdo romper os eritrocitos e invadir novas hemacias. Ao se alimentar em um
individuo humano portador de gametécitos, ocorrer4d, no mosquito, o ciclo
esporogodnico, cuja duracdo varia entre as espécies de plasmoédios. No limen do
tubo digestivo, ocorrera o desenvolvimento dos gametécitos em gametas e a
fertilizacdo. Apés atravessar o epitélio do estbmago, o plasmddio ir4 se encistar na
parede deste 6rgdo e gerara dezenas de células filhas, os esporozoitas. Estes,
depois de ganhar a hemocele, irdo se deslocar pela hemolinfa até chegar as
glandulas salivares. Os esporozoitas sdo sua forma infectante ao ser humano, que é

injetada no momento da picada juntamente com a saliva (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Esquema do ciclo de vida do Plasmodium
falciparum. Escritas em vermelho estdo as formas
invasivas do protozoario; em verde, 0s estagios
assexuados, que se multiplicam rapidamente; em azul
estdo as formas sexuadas do parasito. Adaptado de
Wellcome Trust (2007).
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Febre, sudorese e calafrios formam a triade classica de sintomas da maléria.
O diagnéstico baseado em tais sintomas, bem como em sinais como
esplenomegalia, pode sugerir, mas ndo confirmar a maléaria, j& que essas
caracteristicas também ocorrem em outras doencas infecto-parasitarias como a
leishmaniose visceral, por exemplo. Assim sendo, o diagndstico preciso da malaria é
feito principal e rotineiramente por meio da observacao do plasmédio no sangue do
paciente. Atualmente, o padrao ouro adotado para o diagnéstico definitivo é o exame
de gota espessa. Outros métodos também utilizados sé@o a distensdo sanguinea, 0s
testes imunocromatograficos (testes rapidos) e os testes moleculares (PCR).

Além da forma sintomatica da malaria anteriormente mencionada, existe
também a infeccdo assintomatica, que, em geral, ocorre em areas de média e,
principalmente, de alta endemicidade. Em areas de grande incidéncia de casos de
infecgdo assintomatica, criancas de até dois anos sdo suscetiveis e correm alto risco
de adoecer de maléria, e os adultos apresentam imunidade clinica bem como baixa
densidade parasitaria (MacDonald, 1957; Baird et al., 1991; Andrade et al., 1995;
Suarez-Mutis & Coura, 2007). Ressalta-se que os individuos assintomaticos sao
dificeis de serem detectados, permanecendo como fonte de infeccdo para os
mosquitos e mantendo, assim, a circulacdo de plasmddios e a transmissdo de
malaria em uma regido (Alves, 2005).

A maléaria, quando nao diagnosticada e tratada oportunamente, pode evoluir
para suas formas mais graves (por exemplo, malaria cerebral) e levar a morte.
Estatisticas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimam que, em 2010, 216
milhdes de pessoas contrairam maléaria e 665.000 foram vitimas fatais dessa doenca
(WHO, 2011).

Apesar das estratégias, tanto globais quanto localizadas, de controle e
eliminacdo por meio dos avangcos e aplicacdo de métodos diagnosticos, de
medicamentos e do controle vetorial, a malaria ainda apresenta altas taxas de
morbidade e letalidade, ocasionando, desse modo, graves perdas socioeconémicas,

principalmente em paises africanos.
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1.2. Fatores que determinam a transmissao da maléria

A transmissao de malaria em qualquer local € dependente de uma complexa
interacdo de fatores relacionados ao hospedeiro humano, ao parasito, ao vetor e
também de fatores ambientais, socioecondmicos e das medidas de controle.

Os principais fatores relacionados ao hospedeiro humano séo: a idade, o
histérico de exposicdo a maléria, a ocorréncia de gravidez e as caracteristicas
genotipicas do individuo que estdo relacionadas a aquisicdo da doenca, como por
exemplo, a presenga ou auséncia, na superficie dos eritrocitos, de determinadas
variantes alélicas do antigeno Duffy, ao qual o P. vivax se adere para penetrar a
célula (Miller et al.,, 1975; McGinnis et al., 1977). Todos esses fatores possuem
relacdo com a resposta imune a malaria.

Propriedades do parasito que afetam a transmissdo sdo o gendtipo
parasitario, a duracdo do ciclo esporogbnico e a resisténcia as drogas antimalaricas.
Tais caracteristicas variam entre as espécies de plasmodio e até mesmo dentro de
uma mesma espécie do parasito.

Em relac&o ao vetor, os principais fatores que irdo determinar a transmissao
da malaria sdo a longevidade (sobrevivéncia), a densidade populacional, a
suscetibilidade a infeccdo plasmodial e o comportamento alimentar, sendo este
ultimo representado pela frequéncia de picada, preferéncia quanto ao hospedeiro
(grau de antropofilia) e preferéncia quanto ao ambiente de picada e de repouso apés
a alimentacdo (Gillies, 1988; Charlwood, 1996). As diferentes espécies de
Anopheles apresentam comportamento alimentar muito diversificado. Essa variagéo
nos habitos alimentares pode se verificar também entre populacées de uma mesma
espécie que ocorrem em diferentes regides (Charlwood & Hayes, 1978; Forattini,
1987; Charlwood, 1996; Voorham, 2002). A escolha do hospedeiro € em grande
parte determinada geneticamente, porém altamente modulada pela disponibilidade e
acessibilidade das fontes sanguineas (Gillies, 1988).

Outro fator bastante importante em modelos de transmissao de maléaria é a
longevidade do vetor. Para transmiti-la, um mosquito, apds ser infectado, tem que
sobreviver durante todo o ciclo esporogbonico do parasito, que em geral dura mais de
10 dias. Além disso, o0 vetor também precisa estar presente em alta densidade, pois
guanto maior a densidade populacional, maiores as chances de contato entre o vetor
e humanos e maior a taxa de transmissédo ou, no caso de areas nao malarigenas,

maior o potencial de transmisséo.
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Os fatores anteriormente mencionados (densidade, longevidade e
comportamento alimentar) sdo os principais utilizados no célculo da capacidade
vetorial, que expressa o risco de transmissdo de malaria em uma regido com base
em parametros do vetor (Garret-Jones, 1964). A formula da capacidade vetorial,

uma das mais utilizadas em modelos matematicos de transmissao, é:

C = ma®p"/-logep

onde, C = capacidade vetorial
m = densidade do vetor em relacdo a populacdo humana
a = numero de repastos sanguineos que um vetor faz por dia em um
individuo humano
p = proporcao de vetores que sobrevivem por dia
n = periodo de incubacéo do parasito no vetor

Fatores ambientais, tais como temperatura, pluviosidade e umidade relativa
do ar, exercem forte influéncia sobre a transmissdo da malaria, pois afetam direta ou
indiretamente a biologia de parasitos e vetores. Considerando a formula acima, 0s
fatores ambientais influem na densidade (m), na sobrevivéncia diaria (p) € no
periodo de incubacdo do parasito no vetor (n). Mais detalhadamente, o incremento
no volume de chuvas ou o transbordamento dos rios, por exemplo, propiciam a
formacéo de criadouros larvais, podendo aumentar, em um curto periodo de tempo,
a densidade populacional de vetores. Além disso, uma maior precipitacdo
pluviométrica aumenta a umidade relativa, a qual interfere positivamente na
longevidade e atividade dos mosquitos adultos. Por outro lado, um aumento
acentuado no volume de chuva pode fazer transbordar e destruir criadouros
estaveis, arrastando as larvas e pupas. Ja a elevacdo da temperatura, que também
influi na longevidade, aumenta a frequéncia de alimentacdo dos mosquitos, bem
como favorece o desenvolvimento do plasmédio dentro do vetor. A variacdo nas
condi¢cbes ambientais e o modo como elas influenciam a biologia dos mosquitos
explica, em grande parte, o carater sazonal da malaria.

As diferentes formas de ocupacdo do espaco, tais como a agricultura, a
pecuaria, a construcdo de rodovias, as migracdes, as invasdes e 0s assentamentos
provisérios; de exploragdo econbmica dos recursos naturais, por exemplo, a

construcao de usinas hidrelétricas; de atividades profissionais, como o garimpo e de
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atividades do turismo formam o conjunto de fatores socioeconémicos envolvidos na
transmissao da malaria. A migracdo de populacbes ndo imunes para uma area
endémica pode desencadear o surgimento de uma epidemia. O fluxo migratério de
individuos portadores de gametdcitos para uma area indene com presenca de
vetores e demais condicbes necessarias a transmissdo pode também provocar a
ocorréncia de surtos epidémicos. Exemplo desta situacdo epidemiologica ocorreu
em 2005 em Monte Alegre, Minas Gerais, uma area considerada livre de
transmissdo ha muitas décadas. Ali foram confirmados 11 casos de malaria
autoctone provocados por P. vivax e P. falciparum. Apds uma busca ativa de casos
na regiao, constatou-se que 0s casos autoctones de maléaria por P. vivax foram,
possivelmente, derivados de dois individuos procedentes do Par4 e do Mato Grosso,
os quais foram diagnosticados com esse parasito no mesmo més de ocorréncia da
maioria dos casos autdctones (Limongi et al., 2008).

A aplicacdo de medidas de controle do vetor também influencia a
transmissdo da malaria. O uso de mosquiteiros impregnados com inseticida e a
aspersao intradomiciliar de inseticidas, duas das principais formas de controle
vetorial na fase adulta, reduzem o tamanho da populagcédo adulta e, principalmente, a
longevidade dos mosquitos adultos potencialmente infectados ou infectantes,
diminuindo, assim, a transmissdo. Também, o tratamento de individuos humanos
portadores de gametdcitos € outra importante estratégia de controle, pois impede
que os mosquitos se infectem e, posteriormente, inoculem esporozoitas em outros

hospedeiros humanos, interrompendo assim o ciclo de transmissao.

1.3. Classificacdo epidemiolégica da maléria

Devido a complexidade e heterogeneidade da maléaria nas distintas regides

em que ocorre, existem diferentes formas de classificacdo dessa doenca: quanto a

intensidade e estabilidade da transmisséo, quanto a estratificacao epidemioldgica de

risco e quanto ao local da infeccdo (WHO, 1951; MacDonald, 1957; WHO, 1961,
Suérez-Mutis et al., 2006).

A intensidade de transmissdo da maléaria pode ser quantificada por meio

de diferentes métodos, entre os quais se destaca a taxa de esplenomegalia,

representada pelo percentual de bacos palpaveis na populacao infantil de 2 a 9 anos

(WHO, 1951). O indice de esplenomegalia classifica as areas malarigenas em
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quatro niveis de endemicidade: areas holoendémicas, hiperendémicas,
mesoendémicas e hipoendémicas (Tabela 1.1). Em &reas holoendémicas, a
transmissao € intensa e continua ao longo do ano, e observa-se uma consideravel
imunidade entre adolescentes e adultos, enquanto que nas areas hiperendémicas, a
transmissédo € intensa, porém sazonal. Em areas mesoendémicas e hipoendémicas,
ocorre média e baixa transmisséo, respectivamente. Cabe ressaltar que o principal
problema da classificacdo do nivel de transmissao baseado na esplenomegalia é a
possivel sobrestimacdo de algumas areas em que ocorrem concomitantemente

outras doencas causadoras de aumento do volume do baco.

Tabela 1.1. Classificacdo da intensidade de transmissdo da maléaria
baseada na taxa de esplenomegalia (WHO, 1951)

Nivel de transmisséo Taxa de esplenomegalia

> 75% das criancas de 2 a 9 anos
Malaria holoendémica de idade
Baixa em adultos

Acima de 50 até 75% em criancas
Maléria hiperepidémica de 2 a 9 anos de idade
Elevada em adultos

. . Varia de 11-49% em criancas de 2
Malaria mesoendémica
a9 anos

L . = ou < 10% em criancas de 2 a 9
Malaria hipoendémica
anos

Quanto a estabilidade da transmissdo, a malaria pode ser classificada em
dois tipos principais: malaria estavel e maléaria instavel (MacDonald, 1957). As
caracteristicas que definem as &reas de malaria como estaveis ou instaveis sdo
descritas na Tabela 1.2, sendo que a principal dessas caracteristicas € a aquisicao
de imunidade clinica por parte da populacédo adulta. Em regides instaveis observa-se
baixa imunidade em adultos, isto €, alto nimero de individuos suscetiveis a infeccao,
enquanto em areas estaveis € consideravel o numero de adultos imunes ao
desenvolvimento da doenca. Em regifes estaveis, individuos com imunidade clinica,

embora ndo desenvolvam os sintomas da doencga, continuam portando plasmaodios e
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atuando como possiveis fontes de infec¢do para os mosquitos. Nas areas estaveis,
0S mosquitos sdo bastante antropofilicos, picam com bastante frequéncia o ser
humano e possuem densidade e longevidade altas, apresentando assim maior
capacidade vetorial. J& em areas instaveis, os anofelinos picam o homem com
menor frequéncia, sendo, dessa forma, menos eficientes em transmitir plasmadios
para o homem, ou melhor, essencialmente de baixa capacidade vetorial
(MacDonald, 1957; Suérez-Mutis et al., 2006).



Tabela 1.2. Classificacdo Maléaria Estavel versus Malaria Instavel

Caracteristica

Malaria estavel

Malaria instavel

Malaria clinica

Vetor

Principal parasito

Clima

Nivel de transmissao

Incidéncia

Epidemias

Afeta principalmente
bebés, criancas e

gestantes

Eficiente, com alta
frequéncia de picadas,
preferéncia por
hospedeiro humano e
longevidade alta

P. vivax ou P. falciparum
Favoravel ao rapido ciclo
esporogodnico, ou seja,
clima com temperatura
entre 20 e 30°C e
umidade relativa acima de
60%

Moderado a muito alto

Varia pouco ao longo do
ano. A variacao esta
relacionada aos periodos

sazonais.

Improvéaveis de ocorrer

Afeta a populacéo
de modo geral

Ineficiente, com
baixa frequéncia
de picadas,
preferéncia por
hospedeiro
animal e baixa
longevidade

Em geral, P. vivax

Desfavoravel ao
rapido ciclo

esporogonico

Baixo (alto
durante a
ocorréncia de
epidemias)
Bastante variavel,
nao estando
necessariamente
relacionada a
sazonalidade
Provaveis quando
as condicoes
climaticas forem

favoraveis

Adaptado de Wellcome Trust, 2007.
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O risco de transmissdo de malaria em uma determinada regido é calculado
pela Incidéncia Parasitaria Anual (IPA), definida pela OMS como o0 nimero de novos
casos ocorridos em uma dada area durante um ano, dividido pela populacdo desse
lugar sob risco no mesmo periodo, multiplicado por mil habitantes. No Brasil, as
areas sao classificadas em: alto risco (IPA = 50); médio risco (IPA = 10 e < 50);
baixo risco (IPA = 1 e < 10); sem risco (IPA < 1). A Incidéncia Parasitaria Anual na
Regido Amazonica tem variado ano a ano, podendo-se observar, entre 1996 e 2010,
0 aumento do numero de municipios de médio e baixo risco, e concomitante reducao
das areas de alto risco, as quais tem se concentrado na por¢cado oeste dessa regiao
(Figura 1.2). Nesse mesmo periodo, observou-se um aumento expressivo no nimero
de municipios com baixo risco de transmissdo na Regido Extra-Amazo6nica
(SVS/MS, 2011) (Figura 1.2).

Ano: 1996 Ano: 2010

N
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s B Alto risco 2 Waito risco: 250

Figura 1.2. Incidéncia Parasitaria Anual no Brasil nos anos de 1996 e 2010.
No mapa a esquerda, do ano de 1996, pode-se observar elevado numero de
municipios com IPA igual ou maior que 50. J4& em 2010, observa-se retragdo
das regides de alto risco de transmissao de malaria na Amazoénia e aumento
do numero de municipios com risco de transmissdao na Regido Extra-
Amazonica. Fonte: SISMAL/SIVEP_MALARIA/SVS/MS.

A maléaria pode também ser classificada segundo o local onde foi adquirida,
classificacdo esta que se reveste de grande importancia devido a crescente
mobilidade humana proporcionada pela expansao das estradas e pelo acesso cada
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vez maior aos variados meios de locomogdo, muitos dos quais consideravelmente
rapidos. Assim, a malaria autéctone designa aquela contraida na propria localidade
e cuja transmissao ja independe de casos importados (WHO, 1961). Malaria
importada se refere aquela adquirida fora da regido onde o individuo doente se
encontra ou onde foi diagnosticada. Maléria introduzida designa os casos de malaria
derivados de um caso importado. Malaria induzida é aquela que decorre de formas
pouco comuns de transmissdo de malaria, como a transfusdo sanguinea (Saez-
Alguézar et al., 1998), o uso compartilhado de agulhas por usuarios de drogas
(Barata et al., 1990; Shin Shiang et al., 1991) e a transmissdo congénita (McDermott
et al.,, 1996; Suarez-Mutis et al., 2006). Além dos tipos anteriormente descritos,
existe também a recaida, que designa o caso de maléaria ocorrido algum tempo
depois de cessar os sintomas do primeiro ataque malarico e de negativacdo da
parasitemia, independente se esse individuo se deslocou ou ndo para uma area
malarigena. Este tipo de maléaria € provocado pela persisténcia de hipnozoitos no
tecido hepatico, formas latentes do P. vivax (ou P. ovale).

No Brasil, além dos casos adquiridos nas areas endémicas, existem também
aqueles contraidos em areas de maléaria residual na Regido Extra-Amazonica. Ao
longo dos dltimos anos, as areas de maléria residual, situadas principalmente em
resquicios de Mata Atlantica, tém apresentado importancia epidemiolégica cada vez
maior, tendo em vista o numero crescente de casos notificados e de surtos, e a alta
taxa de letalidade nessas areas, principalmente nos Estados da Regido Sul-Sudeste
(Machado et al., 2003; Cerutti et al., 2007; SVS/MS, 2009). E importante ressaltar
qgue o clima, a presenca de vetores potenciais e o fluxo de pessoas nas areas de
malaria residual sao condicbes que podem favorecer a transmissdo. Desse modo, a
vigilancia epidemioldgica, incluindo a pesquisa de vetores, deve ser continua, de
modo a se evitar a ocorréncia de pequenas epidemias e o0 restabelecimento da

endemicidade da malaria nessas regides.

1.4. A maléria no Brasil

Uma das mais notaveis epidemias de malaria relatadas no Brasil data da
década de 1930, quando ocorreu a introducdo acidental do Anopheles (Cellia)
arabiensis Patton, 1905, uma espécie de anofelino do Complexo Gambiae, no Rio

Grande do Norte, provavelmente por navios franceses vindos do Senegal (Shannon,
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1930, 1932; Soper & Wilson, 1943; Deane, 1992; Parmakelis et al., 2008). Nos anos
de 1932 a 1937, ocorreu a “ocupacao silenciosa” do An. arabiensis no Ceara e Rio
Grande do Norte e, entre 1938 e 1939, uma enorme epidemia atingiu ambos os
estados, com 14.000 casos fatais nos oito primeiros meses, considerando-se apenas
o estado do Ceara (Deane, 1992; Parmakelis et al., 2008).

Na década de 1940, a malaria era endémica em praticamente todo o Brasil e
tinha como principal espécie vetora o Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root,
1926, ainda hoje o mais importante vetor de malaria no pais (Galvao et al., 1942;
Deane et al., 1948; Pbvoa et al., 2006; Sinka et al., 2010). Nesse periodo, registrava-
se uma média de seis milhdes de casos por ano, o que representava 20% da
populacdo brasileira aquela época (Barros-Barreto, 1940; Tauil & Daniel-Ribeiro,
1998). Apés uma bem sucedida campanha de erradicacado nos anos 1950, segundo
os moldes preconizados pela OMS, houve uma drastica reducdo no numero de
casos, que passou da casa dos milhdes para apenas 36.900 no inicio da década de
1960 (Marques & Cérdenas, 1994). Além da reducdo da incidéncia, houve uma
retracdo também territorial da malaria no Brasil: varias partes do pais ficaram
praticamente livres da transmissdo autéctone de malaria, como grande parte das
regides Sul, Sudeste e Nordeste.

A partir dos anos 1970, ocorreu uma crescente e desordenada ocupacéo de
grande parte da Amaz6nia, com muitos migrantes chegando a regido em busca das
oportunidades de trabalho que surgiam em projetos agropecuarios, de mineracdo e
de construcdo de rodovias e hidrelétricas, muitos dos quais patrocinados pelo
governo militar (Marques et al., 1977; Marques & Pinheiros, 1979; Tauil, 1981,
1982). O fluxo migratério de individuos suscetiveis advindos de uma &rea nao
endémica para uma regido com condicBes altamente favoraveis a transmissao
elevou o numero de casos de maléria de 52.469 em 1970 para 577.500 casos em
1989 (Marques & Cérdenas, 1994; Barata, 1995) (Figura 1.3). A maior parte dos
casos de malaria era registrada em pessoas do sexo masculino ja que as atividades
de garimpo, a construcdo de rodovias e de empreendimentos hidrelétricos e a
agropecuaria eram atividades essencialmente exercidas por homens, ou seja, a
maléaria era uma doenca estreitamente ligada a atividades profissionais.

A situacéo calamitosa das décadas de 1970 e 1980 comecou a ser revertida
no inicio dos anos 1990, com a implementacdo de medidas recomendadas pela
OMS que visavam precipuamente o controle da maléria, em vez de sua erradicagéo,

de modo a reduzir a morbidade e letalidade por essa parasitose (UNDP/World
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Bank/WHO, 1993). Assim, o Programa de Controle Integrado de Maléaria (PCIM)
reorientou suas acdes para o diagnéstico rapido, o tratamento adequado e eficaz e
as medidas de controle afinadas com as condicdes ecoldgicas e sociais locais
(Ladislau et al., 2006). Como consequéncia direta dessas medidas, observou-se
uma expressiva diminuicdo dos casos de malaria por P. falciparum nos anos

seguintes (Oliveira-Ferreira et al., 2010) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Registro anual de casos de malaria causados por P. falciparum e
P. vivax no Brasil durante o periodo de 1960 a 2009. Houve um aumento
expressivo no numero de casos no final dos anos 1970 e inicio da década
de 1980 devido a ocupacdo desordenada da Amazobnia. A partir dos anos
1990, observou-se a diminui¢cdo dos casos de malaria por P. falciparum em
virtude da implementacdo do diagnéstico rapido e tratamento mais eficaz.
Com a implantagcdo do Plano de Intensificagdo das Ag¢des de Controle da
Maléria (PIACM), em 1999, ocorreu uma redugdo drastica dos casos de
maléaria nos trés anos subsequentes. Em 2007, houve reducdo no nuamero
de casos de maléria por P. falciparum apds a implementacdo de um novo
tratamento a base de arthemeter e lumefantrina. O ponto de interseccdo
entre o circulo e as duas linhas mostra que o nimero de casos de maléaria
de 2009 voltou a se igualar ao numero de casos registrados no ano de 1983.
Fonte: SISMAL/SIVEP_MALARIA/SVS/MS.
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Nao obstante, em 1999, o Brasil assistiu ao maior nimero absoluto de
registros de maléria da sua histéria, praticamente todo devido a transmissdo na
Amazénia e em sua area de influéncia. Tendo em vista esse fato, foi lancado o
Plano de Intensificacdo das Acbes de Controle da Malaria (PIACM), um programa
vigoroso de combate a doenca envolvendo os trés niveis de governo, que resultou
numa drastica reducdo no nimero de casos em apenas dois anos de existéncia
(Loiola et al., 2002) (Figura 1.3).

Em 2003, um novo plano foi implementado, o Programa Nacional de
Prevencado e Controle da Malaria (PNCM), atualmente vigente em nosso pais.
Entretanto, entre 2003 e 2005, os casos de malaria, mais uma vez, atingiram altos
patamares, podendo-se atribuir essa elevacdo a um conjunto de fatores diversos.
Entre esses fatores destacam-se a ocupacdo desordenada das periferias das
grandes cidades da Regidao Norte como consequéncia da reforma agraria e o
aumento da densidade vetorial resultante da construcdo em massa de tanques de
piscicultura, os quais, depois de abandonados, acabaram por servir de criadouros
para os mosquitos (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Em 2007, quatro anos apés a
implementacdo do PNCM, ocorreu uma queda brusca nos casos por P. falciparum
gracas a implementacdo de novo tratamento contra esse parasito a base de
artemether e lumefantrina.

Nos ultimos 30 anos, o panorama da malaria no Brasil modificou-se de
doenca amplamente distribuida no pais para uma doenca com carater mais focal,
basicamente restrita a Regido Amazo6nica e com algumas poucas areas de maléaria
residual fora dessa regido (Barata, 1995; Loiola et al.,, 2002). A situacao
epidemioldgica atual do nosso pais difere grandemente daquela apresentada pelo
continente africano de um modo geral, onde, anualmente, cerca de 200 milhdes de
pessoas adoecem de malaria, sendo aproximadamente 700.000 casos fatais.
Apesar desses numeros alarmantes e da imensa maioria dos casos serem de
maléria por P. falciparum, a rede de tratamento e diagndstico nos paises africanos é,
de modo geral, precéria. Além disso, as medidas de controle vetorial implementadas
na regiao ainda séo insuficientes.

No Brasil em 2010, foram registrados 333.339 casos de malaria, sendo 72
Obitos por essa doenca (SVS, 2011). Desde o inicio da década de 1990, a maioria
dos casos ocorridos em nosso pais € devida ao P. vivax, tanto na Regido Amazonica
como nas areas de autoctonia no Sul-Sudeste, Unicas regides onde a malaria

residual vem sendo atualmente estudada (Cerutti et al., 2007; Limongi et al., 2008).
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Além disso, a prevaléncia da malaria continua maior em homens do que em
mulheres, sendo de aproximadamente 60%, tanto na regido endémica como em
areas de autoctonia residual (Marques et al., 2008; SVS/MS, 2009). Do total de
casos em 2010 mencionado acima, 8.059 (2,4%) foram de malaria importada,
incluindo os casos importados entre municipios dentro da prépria Regido
Amazénica, os casos na Regido Extra-Amazonica oriundos de municipios da area
endémica brasileira, e também os casos diagnosticados no Brasil, porém adquiridos
em outros paises endémicos (SINAN Web/SVS/MS).

1.5. Breve histérico da malaria no Mato Grosso do Sul

Os casos de maléaria no territério do Mato Grosso*, embora carecam de
registros oficiais até o inicio do século XX, muito provavelmente ja ocorriam antes
mesmo da chegada dos primeiros europeus, nas décadas iniciais de 1.500. A
maléria por P. vivax ja era conhecida pelos nativos do continente americano (Vital,
2010). Entretanto, a infeccao por P. falciparum deve ter chegado a América com 0s
europeus (Vital, 2010) e, possivelmente, ao Mato Grosso com a ocupacao dessa
regido pelos primeiros portugueses, em busca de riquezas minerais em paises
vizinhos, como a Bolivia e o Peru.

Em um salto histérico, no ano de 1864, com a invasao do Paraguai a
Provincia de Mato Grosso, € registrada a ocorréncia de casos de malaria bem como
outras doencas tropicais em relatos histéricos sobre a Guerra do Paraguai (1864-
1870) (Pinto de Moura, 2011). Nessa época, a provincia de Mato Grosso, embora
dividida em quatro regides militares (Cuiaba, Vila Maria, Baixo Paraguai e Vila
Miranda), esteve despreparada para a Guerra, com poucos voluntarios no “front” de
batalha e um corpo médico muito reduzido (Fragoso, 1956). Por conta disso, a
Provincia viu seus habitantes perderem vidas em decorréncia dos conflitos e de
doencas como a maléria. “Durante a marcha a malaria castigou muito aos
brasileiros. Que foram sendo medicados com: sulfato de quinino ‘as colheres de
sopa’, conforme Dionisio Cerqueira” (apud Pinto de Moura, 2011).

Entre 1905 e 1917, durante a construcdo da Estrada de Ferro Noroeste do
Brasil, embora nao existam registros de numeros oficiais, as vidas de muitos

operarios foram ceifadas pela malaria e por outros agravos como a febre amarela e

* O Estado do Mato Grosso do Sul foi emancipado do Estado do Mato Grosso através da Lei Complementar n° 31, de 11 de

outubro de 1977, sancionada pelo entéo presidente da Republica General Ernesto Geisel.
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a variola (Carvalho, 2009). “O tracado da ferrovia atingia areas insalubres (...) e
pantanosas, no estado de Mato Grosso, as quais eram umidas e empestadas de
mosquitos, transmissores de maléria, febre amarela (...)” (Carvalho, 2009). Naquela
época, pouquissimas medidas de profilaxia contra as doencas tropicais eram
adotadas e apenas os casos febris eram tratados. Somente em 1919, quase 15 anos
depois do inicio da construcdo da Ferrovia, ocorreu a melhoria das condi¢cdes de um
hospital em Aquidauana, para tratamento dos trabalhadores da Estrada de Ferro
(Carvalho, 2009).

Em 1938, foi feita a primeira de uma série de excursdes cientificas ao Estado
do Mato Grosso, com 0 apoio de diferentes instituicbes do Rio de Janeiro e Séo
Paulo, entre elas o Instituto Oswaldo Cruz e o Museu Nacional. O objetivo dessas
excursbes foi a realizacdo de levantamentos da fauna e flora local e também a
obtencdo de informacbBes sociais e epidemioldégicas sobre as doencas que
acometiam a populacdo de algumas localidades desse Estado. Tais excursoes
tinham como apoio e itinerario a Estrada de Ferro Noroeste do Brasil, que liga Bauru
(SP) a Corumba (MS) (Figura 1.4). Foram visitados diferentes municipios, entre os
guais destacam-se Aquidauana, Bodoquena, Porto Esperanca e Miranda. Um total
de 679 individuos humanos foram examinados, tendo sido diagnosticados nove
casos de maléaria nas regides percorridas (Von Paumgarten in Travassos, 1939).
Essa investigacdo ocorreu em outubro, més de seca na regido, época em que, de

maneira geral, poucos casos de malaria séo registrados.
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Figura 1.4. Mapas antigo e atual mostrando o trajeto da Estrada de Ferro
Noroeste do Brasil, que liga Bauru (SP) a Corumba (MS). Também conhecida
como Trem do Pantanal, a Noroeste do Brasil percorre diversas cidades nesses
dois estados. Atualmente, essa ferrovia pertence a Companhia América Latina
Logistica e, desde a sua privatizacdo em 1996, faz apenas transporte de cargas.
Em ambos os mapas, as estacdes de Corumba e Bauru sdo indicadas por setas
vermelhas. No mapa atual, o trajeto da Noroeste do Brasil é representado pela
linha preta. Fontes dos mapas: atual — Wikipédia; antigo — Carvalho, 2009.
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Uma segunda excursao cientifica foi realizada pelas mesmas instituicdes em
julho de 1939, depois de passada a estacdo das cheias. As localidades da estrada
de ferro escolhidas para tais estudos foram a cidade de Campo Grande e a vila de
Salobra, no municipio de Miranda. Nesta segunda viagem, observou-se a ocorréncia
de um surto de maldria em Salobra. Dos seus 50 moradores, 49 estavam
parasitados por P. vivax. Esses individuos foram imediatamente tratados com
comprimidos de quinino (Travassos & Teixeira de Freitas, 1941). Por causa deste
surto, alguns habitantes resolveram emigrar de Salobra. Um elevado numero de
culicideos foi capturado pela equipe da excursdo, 95% do género Anopheles
(Travassos & Teixeira de Freitas, 1941).

Em fevereiro e marco de 1940 (auge das chuvas), durante a terceira
excursdo, também foram capturados muitos mosquitos, sendo aproximadamente
95% deles anofelinos. Entretanto, ndo se verificou nenhum caso de malaria em
Salobra nesta excursdo. Dos 47 residentes na regido nesta época, 26 (55,32%) ja
haviam contraido maléaria alguma vez, 15 deles dentro da propria vila de Salobra. Os
demais que tiveram a doenca adquiriram-na em outras localidades do Estado de
Mato Grosso, as quais foram: Sao Luiz de Céaceres, Aquidauana, Bela Vista, Cuiab4,
Guia Lopes e Guaicurus (Travassos, 194l1a). Nessa terceira excursao, outros
municipios cortados pela Estrada Noroeste do Brasil também foram percorridos,
porém as visitas foram bastante breves, de cerca de um dia apenas, com excec¢ao
da regido de llha Seca (SP). Ai a comissdo cientifica permaneceu por oito dias,
coletando vasto material biolégico, porém sem registrar casos de malaria.

A quarta excursdo cientifica foi realizada entre os meses de agosto e
setembro de 1940, época de forte seca na regido. Foram observados quatro casos
de malaria importada em Salobra, isto €, de doentes recém-chegados ao local, Unica
regido onde foram feitas observacfes médicas nessa quarta excursdo (Travassos,
1941b). As excursdes subsequentes, em janeiro e novembro de 1941 e maio de
1942, nado registraram nenhum caso da doenga entre os habitantes de Salobra,
Unica regido em que a comissédo cientifica permaneceu aprofundando seus estudos
biolégicos. Desse modo, Salobra foi considerada livre da maléria autoctone desde
1939.

Os dados de malaria compreendidos entre os anos de 1940 e 1984 para o
Estado do Mato Grosso do Sul ndo estdo disponibilizados para acesso na péagina
virtual do Ministério da Saude, nem encontrados nos arquivos da Secretaria de
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Saude local e nem se acham publicados em artigos cientificos. Desse modo, nédo é
possivel conhecer os numeros da malaria no Mato Grosso do Sul nesse periodo.

Investigacdes epidemiolégicas dos casos de malaria ocorridos no ano de
1985 em 26 unidades federativas foram realizadas pela Superintendéncia de
Campanhas de Saude Publica (SUCAM) (Marques et al., 1986). No Mato Grosso do
Sul, registraram-se 1.395 casos. Deste numero, 1.196 foram investigados, gerando
os resultados a seguir: a grande maioria (91,5%) era de maléaria importada, sendo
Mato Grosso do Sul o quarto estado que mais recebeu casos importados da Regiao
Norte em 1985. Setenta e cinco (ou 6,3%) eram casos autoctones e 26 (2,2%)
abrangiam casos introduzidos, induzidos ou recaidas. Os 75 casos de autoctonia
foram registrados em diferentes municipios: Amambi, Aquidauana, Sao Gabriel do
Oeste, Foz lvinheima (atual lvinhema), Dourados e Camapua. Nao houve nenhum
caso notificado no municipio de Miranda. Os casos importados foram procedentes
principalmente dos Estados de Rondonia (431 casos) e Mato Grosso (317) e do
Paraguai (271).

Entre 1990 e 1996, foram registrados 3.515 casos de malaria no Mato Grosso
do Sul. Destes, 685 ocorreram na Bacia do Alto Paraguai (BAP), composta por 28
municipios, entre 0s quais podemos destacar, pelo nimero de habitantes e/ou
vocacdao turistica, Miranda, Bonito, Aquidauana, Anastacio e Corumba (Matsumoto
et al., 1998) (Figura 1.5). A maior parte dos casos notificados a cada ano na BAP foi
de malaria importada, com excec¢do do ano de 1994, em que predominaram 0S
casos de autoctonia, todos registrados no municipio de Bonito (Figura 1.6). A
ocorréncia de malaria autéctone nessa regido se deu também entre os anos de 1991
e 1993, e os municipios onde ocorreram tais casos foram Rochedo (1991), Pedro
Gomes (1992) e Bonito (1993) (Matsumoto et al., 1998).
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Figura 1.5. Casos notificados de malaria na Bacia do Alto Paraguai
(BAP) entre 1990 e 1996, e casos no Mato Grosso do Sul (MS) de
1990 a 2006. Fonte: Casos da BAP - Matsumoto et al., 1998; casos
do MS de 1990 a 1995: Braz & Tauil, 1999; casos do MS de 1996 a
2003: SIVEP-MALARIA - SVS/MS; casos do MS de 2004 a 2006:
SINAN Web/SVS/MS.
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Figura 1.6. Contribuicdo percentual dos diferentes tipos de malaria

ocorridos anualmente na Bacia do Alto Paraguai, de 1990 a 1996.
Adaptado de Matsumoto et al., 1998.
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A espécie de plasmodio predominante nas infecgbes detectadas na BAP, de
1990 a 1996, foi P. vivax, refletindo a situacdo epidemiolégica do Estado do Mato
Grosso do Sul, cuja maioria dos casos das suas demais areas foi atribuida a essa
espécie parasitaria. Em todos esses sete anos, também foram notificados casos de
malaria por P. falciparum na BAP, em percentuais que variaram de 13,21% (1990) a
39,95% (1991) do total de casos registrados por ano. Infecgbes mistas por P. vivax e
P. falciparum foram registradas nessa regidao nos anos de 1990, 1992 e 1993
(Matsumoto et al., 1998).

A partir de 2002, o Mato Grosso do Sul comegou a apresentar uma tendéncia
geral de declinio no numero de casos de malaria e, atualmente, esse Estado é
considerado ndo malarigeno, tendo registrado, desde 2003, apenas algumas
dezenas de casos por ano (Figura 1.5). No municipio de Miranda, em particular, ndo
existem registros de casos autoctones de malaria desde 1985 até o presente;
apenas em 2004 houve o registro de um caso de malaria importada nesse municipio
(Marques et al., 1986; Matsumoto et al., 1998; SINAN Web/SVS/MS).

1.6. Anofelinos vetores

A Subfamilia Anophelinae, dentro da familia Culicidae, é composta por trés
géneros: Chagasia Cruz, 1906, Bironella Theobald, 1905, ambos sem importancia
epidemioldgica conhecida, e Anopheles Meigen, 1818. Este Ultimo apresenta sete
subgéneros, os quais sao: Anopheles Meigen; Baimaia Harbach, Rattanarithikul &
Harrison; Cellia Theobald; Kerteszia Theobald; Lophopodomyia Antunes;
Nyssorhynchus Blanchard e Stethomyia Theobald. Entre esses, destacam-se o0s
subgéneros Nyssorhynchus e Kerteszia, por apresentarem diversas espécies
neotropicais vetoras de doencas, principalmente a maléaria, sendo que o primeiro
inclui as espécies responsaveis pela transmissao da grande maioria dos casos de
maléria no Brasil, as quais sdo Anopheles darlingi Root, 1926, Anopheles albitarsis
s.l. e Anopheles aquasalis Curry, 1932. Em &reas de maléria residual nas Regides
Sul e Sudeste, tém sido responsaveis por alguns surtos, Anopheles (Ker.) cruzii Dyar
& Knab, 1908 e Anopheles (Ker.) bellator Dyar & Knab, 1906 (Consoli & Lourenco-
de-Oliveira, 1994; Sallum & Wilkerson, 1997).

Os mosquitos do género Anopheles séo facilmente distinguiveis a olho nu por

sua postura em repouso e ao alimentar-se, que forma um angulo ligeiramente agudo
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com a superficie, o que facilita as coletas especificas desses mosquitos,
distinguindo-os das espécies de Chagasia e dos demais culicideos. S8o0 mosquitos
adaptados ao ambiente silvestre, rural e peri-urbano, com habitos em geral
crepusculares e noturnos. Seus ovos apresentam flutuadores laterais Gnicos, e sdo
postos isoladamente. As larvas se criam em &gua parada ou com pouca
movimentacdo. Realizam as trocas gasosas com o0 ar atmosférico por meio de
espiraculos respiratérios presentes no VIII segmento abdominal e, por isso,
posicionam-se paralelamente a superficie da agua.

As caracteristicas do comportamento hematofagico (preferéncia pelo
hospedeiro, local da alimentacdo e horario de maior atividade) das fémeas adultas,
bem como sua composicédo etaria, sdo informagbes importantes na determinacao do
risco de transmissdo da malaria em uma regiao (Garret-Jones, 1964; Hiwat & Bretas,
2011). Em relacdo a composicdo etaria, quanto mais longeva a populacdo, ou
guanto maior a proporcao de fémeas que ja desovaram uma ou mais vezes, maior a
probabilidade de haver fémeas nas quais ja se completou o ciclo esporogdnico do
plasmddio e, portanto, prontas a transmitir a malaria. A composicao etaria de uma
populacdo pode variar dependendo da localidade, época do ano, periodo do dia e
distancia dos criadouros (Ulloa et al., 1997; Hiwat & Bretas, 2011).

Atualmente, o subgénero Nyssorhynchus inclui 35 espécies formalmente
descritas. Baseado em caracteres morfologicos, este subgénero foi dividido em trés
sessOes: Argyritarsis, Albimanus e Myzorhynchella (Peyton et al., 1992; Harbach,
2004), sendo que apenas nas duas primeiras estdo as espécies transmissoras de
malaria (Galvao, 1941; Nagaki et al., 2010). S&o conhecidos atualmente seis
complexos de espécies cripticas entre os Nyssorhynchus, isto €, espécies
morfologicamente indistinguiveis ou de dificil distingdo, mas que podem apresentar
comportamento e competéncia vetorial distintos: Complexo Albitarsis (Galvao &
Damasceno, 1944; Rosa-Freitas et al., 1990; Narang et al., 1993; Wilkerson et al.,
1995a; Wilkerson et al., 1995c), Complexo Triannulatus (Silva-do-Nascimento, 1995;
Rosa-Freitas et al., 1998), Complexo Oswaldoi (Faran, 1980; Marrelli et al., 1999;
Scarpassa & Conn, 2006), Complexo Nuneztovari (Conn et al., 1993; Sierra et al.,
2004), Complexo Benarrochi (Ruiz et al., 2005) e Complexo Strodei (Faran, 1980;
Sallum et al.,, 2010). Todos esses complexos possuem espécies ainda né&o
totalmente caracterizadas, e algumas estao implicadas na transmissdo de malaria.
Por isso é importante o reconhecimento, descricdo e estudo da bionomia de tais

espécies cripticas para o melhor entendimento da dinamica de transmissdo e da
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epidemiologia da doenca e para o controle vetorial direcionado e eficaz. Além de
epidemiologicamente relevante, o conhecimento desses complexos de espécies
permite uma estimativa mais acurada da real diversidade de anofelinos, cujo niUmero

atual de espécies esta certamente subestimado.

1.7. Distribuicdo espacial, comportamento hematofagico, dindmica temporal
e alguns aspectos da morfologia das principais espécies do subgénero

Nyssorhynchus

Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root, 1926 € o principal vetor da malaria
humana na Regido Neotropical (Deane et al., 1948; Deane, 1986; Lourenco-de-
Oliveira et al., 1989; Forattini, 2002; Sinka et al., 2010). Trata-se de uma espécie
polimorfica e que exibe consideravel variabilidade fenotipica, genética e
comportamental, existindo pelo menos seis grupos populacionais reconhecidos em
distintas ecorregides, embora ndo haja indicios de que An. darlingi seja um
complexo de espécies (Rosa-Freitas, et al., 1992, 1995; Freitas-Sibajev et al., 1995;
Manguin et al., 1999; Moreno et al., 2010; Motoki et al., 2012). Mosquitos desta
espécie sdo adaptados aos ambientes silvestre e rural e periurbano com marcada
acdo antrépica (Deane, 1986; Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994; Forattini, 2002;
Sinka et al., 2010). Sua distribuicdo geografica se estende do México aos territorios
do Brasil e Argentina, com excec¢ao dos paises a seguir, onde, apesar das pesquisas
realizadas, ndo se tem registro desta espécie: Uruguai no extremo sul, Chile no
extremo oeste da América do Sul, e Nicaragua e Costa Rica na América Central
(Forattini, 1962; Forattini, 2002; Manguin et al. 1996, 1999; Sinka et al., 2010; Hiwat
& Bretas, 2011) (Figura 1.7). Apesar da ampla distribuicdo, sua importancia como
espécie vetora de malaria varia nas diferentes regides (Hiwat & Bretas, 2011). No
Brasil, An. darlingi € a espécie de maior capacidade vetorial, com alto grau de
antropofilia na maior parte do territorio e suscetibilidade a diferentes espécies de
plasmédios humanos, sendo portanto, 0 mais importante transmissor (Deane, 1986;
Klein et al., 1991b). Sua presenca € registrada nas Regiées Amazodnica, Centro-
oeste e Sudeste, e nos Estados da Bahia e Maranh&o. A alta sensibilidade de An.
darlingi a umidades relativas baixas parece ser um fator que restringe a ocorréncia

desta espécie na maior parte do Nordeste brasileiro (Deane et al., 1948; Forattini,
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2002). Além disso, sua distribuicao e principalmente abundancia estédo relacionadas

com a presenca dos grandes cursos ou corpos de agua doce.
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Figura 1.7. Mapa de distribuicdo preditiva de An. darlingi. Informacdes
baseadas em dados hibridos (318 registros de ocorréncia da espécie
(pontos pretos) mais 500 pseudo-presencas opinadas por um quadro de

especialistas). Adaptado de Sinka et al., 2010.

Os criadouros empregados por An. darlingi sédo geralmente grandes corpos
de agua limpida e profunda, como remansos de rios e lagos e igarapés, ensolarados
ou parcialmente sombreados (Giglioli, 1938; Deane et al., 1948; Rachou, 1958;
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Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994). As larvas, em geral, ocupam as margens,
onde o fluxo de 4gua é mais lento, e normalmente estdo associadas a vegetacéo
(Deane et al., 1948; Linthicum, 1988; Manguin et al., 1996). Entretanto, j& foram
encontradas larvas desta espécie em outros tipos de criadouros, tais como
pequenas pocas d’agua, valas, pocos, canais de irrigacdo e tanques de cimento
(Deane et al., 1948; Rachou, 1958; Tadei et al., 1988; Sinka et al., 2010), o que
indica uma adaptacdo ao ambiente antrépico e a versatilidade dessa espécie para
adaptar-se a nichos ecolégicos distintos (Brochero et al.,, 2005). De fato, alguns
estudos tém demonstrado que alteracBes na estrutura ecoldgica original, como o
desmatamento, o represamento de partes da rede hidroviaria e a formacgao de lagos
para piscicultura tém propiciado a formacéo de novos tipos de criadouros para esse
mosquito (Castro et al., 2006; Vittor et al., 2009; Gomes et al., 2010a).

Do ponto de vista do comportamento hematofagico, An. darlingi é
reconhecido como o anofelino mais antropofilico, apresentando esse comportamento
na grande maioria das regifes onde foi estudado. Entretanto, € também uma das
espécies que mais apresenta variabilidade tréfica. O hébito predominantemente
antropofilico € uma das caracteristicas que torna o An. darlingi um vetor eficiente da
malaria humana. Em relacdo ao ambiente onde realizam o repasto sanguineo, as
populacBes dessa espécie podem apresentar comportamento exo- ou endofagico
(Galvao et al., 1942; Deane et al., 1948; Bustamante, 1951; Bustamante et al., 1952;
Charlwood, 1996; Sinka et al., 2010). O fato € que An. darlingi é o anofelino
brasileiro mais encontrado picando humanos no ambiente modificado do
peridomicilio e intradomicilio (Deane et al., 1948; Lourenco-de-Oliveira et al., 1989).
Antes e apés a realizacdo do repasto, An. darlingi pode apresentar comportamento
endofilico, fato este observado em diversas regides da Amazénia (Galvao et al.,
1937; Deane et al., 1948; Deane, 1989). Esse habito foi, por muitos anos, a base
para o controle vetorial na Amazénia através da borrifacdo das paredes internas das
casas com inseticidas residuais. Entretanto, verificou-se também certo grau de
exofilia em populacdes dessa espécie de outros lugares, como por exemplo, no
Mato Grosso (Charlwood, 1980; Zeilhofer et al., 2007), e no municipio de Acrelandia,
no Acre (Moutinho et al., 2011).

Assim como o local do repasto, o ciclo de picada (ou variagdo horaria da
hematofagia) de An. darlingi varia entre as diferentes localidades, e parece estar
relacionado ao comportamento do hospedeiro em algumas regides (Charlwood,

1996; Moreno et al., 2007). Ou seja, o horario de maior atividade hematofagica pode
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coincidir com o periodo em que os hospedeiros estdo mais acessiveis. Além deste e
das caracteristicas enddégenas da prépria espécie, outros fatores que poderiam
influenciar o padrado de picada séo a idade do mosquito e a distancia do local de
oviposicdo (Charlwood, 1996). Em geral, tem sido observado que An. darlingi
apresenta pico de atividade no crepusculo vespertino (Pajot et al., 1977; Charlwood
& Hayes, 1978; Charlwood & Alecrim, 1989), préximo da meia-noite (Deane et al.,
1948; Charlwood & Hayes, 1978; Hudson, 1984; Rosa-Freitas et al., 1992) e ao
amanhecer (Tadei et al., 1988, Klein & Lima, 1990; Tadei et al., 1998).

A dinamica sazonal de An. darlingi apresenta grandes diferencas
dependendo do local de estudo e é altamente influenciada pelo regime de chuvas e
de cheias dos rios da regido (Hiwat & Bretas, 2011). E sabido que o aumento no
volume de chuvas propicia a formagdo de novos criadouros e como consequéncia
tem-se 0 aumento da densidade populacional de adultos, o qual € um parametro
importante no célculo de capacidade vetorial e estreitamente relacionado ao risco ou
incidéncia de malaria em uma regido (Giglioli, 1938; Moreno et al., 2007; Galardo et
al., 2009). De maneira geral, é na estacdo chuvosa, ou logo apos, que o An. darlingi
apresenta os maiores picos em sua densidade (Forattini, 1962; Elliott, 1968; Tadei et
al., 1998; Leon et al., 2003). Por outro lado, uma alta precipitacdo atmosférica faz
aumentar o fluxo de agua em rios e lagos, prejudicando o desenvolvimento das
larvas e arrastando pupas, que requerem micro-habitats de aguas calmas (Pajot et
al., 1977; Charlwood, 1980; Forattini, 1987). Como resultado, tem-se uma diminui¢céo
no numero de individuos adultos. Diferentemente das demais espécies de
anofelinos, An. darlingi é a Unica que, mesmo em baixas densidades, é capaz de
manter relativamente alto o nivel de transmissdo de malaria em uma area (Deane et
al., 1948). Os ciclos sazonais, além de repercutirem na densidade, influenciam
também a distribuicdo local desta espécie (Roberts et al.,, 2002). Enquanto no
periodo mais seco, se observa uma distribuicdo nas proximidades de criadouros
permanentes, na estacdo chuvosa a distribuicdo dessa espécie tende a se expandir.

Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis Lynch-Arribalzaga, 1878 ha muito tem
sido considerado um complexo de espécies, baseado nos distintos aspectos
comportamentais que apresentam populacdes de diferentes regides (Galvdo &
Damasceno, 1944; Rosa-Freitas & Deane, 1989; Rosa-Freitas et al., 1990;
Wilkerson et al., 1995a). An. albitarsis s.l. apresenta ampla distribuicdo geografica na
regido neotropical, indo do norte da Guatemala ao norte da Argentina, sendo

registrado em praticamente todo o territério brasileiro (Figura 1.8). Sua relacdo com
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a transmissao da malaria depende da populacdo analisada e da regido geogréfica.
Estudos sobre infeccdo natural por plasmédios em anofelinos, realizados no Rio de
Janeiro, na Bahia e em Sao Paulo, colocaram essa espécie como possivel
transmissora da malaria humana, tendo sido detectados esporozoitas em suas
glandulas salivares e oocistos no estomago (Kumm, 1932; Schiavi, 1945). Foi ainda
considerado importante vetor em duas localidades na Colémbia, onde foi encontrado
naturalmente infectado. Mais recentemente, estudos empregando imunoensaios tém
confirmado sua suscetibilidade a plasmodios humanos (Arruda et al., 1986; P6voa et
al., 2001; Silva-Vasconcelos et al., 2002). Outros aspectos comportamentais do An.
albitarsis s.I. implicados na capacidade vetorial tém demonstrado grande
variabilidade, dependendo da populacdo estudada e da espécie do complexo
envolvida. Considerada espécie exofilica e zoofilica (Deane et al., 1948; Deane et
al., 1949), ja foi também encontrada dentro das casas picando o homem com avidez
(Galvéo & Damasceno, 1944; Schiavi, 1945).
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Figura 1.8. Mapa de distribuicdo preditiva de An. albitarsis s.l.
Informacdes baseadas em dados hibridos (138 registros de ocorréncia
da espécie (pontos pretos) mais 500 pseudo-presencas opinadas por
um quadro de especialistas). Adaptado de Sinka et al., 2010.
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Atualmente, o Complexo Albitarsis inclui oito espécies, das quais cinco
formalmente descritas (Anopheles albitarsis Lynch Arribalzaga, 1878; Anopheles
marajoara Galvdo & Damasceno, 1942; Anopheles deaneorum Rosa-Freitas, 1989;
Anopheles janconnae Wilkerson & Sallum, 2009 e Anopheles oryzalimnetes
Wilkerson & Motoki, 2009) e trés ainda néo totalmente caracterizadas (Anopheles
albitarsis F, G e I*) (Motoki et al., 2009; Ruiz-Lopez et al., 2012). Das espécies desse
Complexo, ao menos seis ocorrem no Brasil: An. albitarsis s.s., An. deaneorum, An.
marajoara, An. janconnae, An. oryzalimnetes e An. albitarsis F (Motoki et al., 2009;
Ruiz-Lopez et al., 2012). Dados sobre a bionomia e distribuicdo dessas espécies
ainda sao bastante escassos, devido a dificuldade de identificacdo e ao recente
status especifico de boa parte dos membros desse complexo.

A dindmica sazonal das espécies do Complexo Albitarsis nos diferentes
locais tem sido pouco estudada. Em geral, observa-se maior densidade desse
mosquito na estacdo chuvosa e, diferente das outras espécies de anofelinos, An.
albitarsis s.l. € menos suscetivel ao periodo de estiagem, o que permite observa-lo
com alguma frequéncia também nas demais épocas do ano (Deane et al., 1948;
Forattini et al., 1996; Guimaraes et al., 1997). O incremento no numero desses
mosquitos tem sido relacionado ndo s6 ao periodo sazonal, como também ao
desmatamento para a agricultura, que possibilita novos habitats larvares para essas
populacdes (Conn et al., 2002).

An. deaneorum, descrito a partir de espécimes coletados em Guajara-Mirim,
Rondonia, distribui-se na por¢cdo noroeste do Brasil, tendo sido encontrado em
Costa Marques e Ariquemes (RO) e no Rio Branco (AC). E distinguido
morfologicamente de outras espécies do Complexo Albitarsis pelas caracteristicas
do adulto e da larva (Rosa-Freitas, 1989; Rosa-Freitas & Deane, 1989). Infeccdes
experimentais demonstraram que An. deaneorum pode ser suscetivel tanto ao P.
vivax quanto ao P. falciparum, desenvolvendo oocistos no estbmago, porém com
poucos esporozoitas em suas glandulas salivares (Klein et al., 1991a; Klein et al.,
1991b). Outros autores, utilizando o método ELISA, encontraram essa espécie
naturalmente infectada, apontando-a como vetor potencial em regiao ribeirinha no
Acre (Branquinho et al., 1993). De hébitos preferencialmente crepusculares e
exofilicos, An. deaneorum é também encontrado picando o homem dentro das

habitacbes, o que demonstra seu envolvimento como vetor potencial da malaria

* An. albitarsis H representa uma linhagem. Mais estudos s&o necessarios para a confirmagéo do real status taxonémico deste

membro do complexo (Ruiz-Lopes et al., 2012).
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humana. Seus criadouros sdo semelhantes aos das outras espécies do Complexo
Albitarsis, em alagados e nas margens dos rios, com presenca de vegetacdo e
parcialmente sombreados.

Ha autores que reconhecem An. marajoara como vetor primario da maléaria
humana mais importante que o An. darlingi, na dindmica da transmisséo da doenca
no Amapa (Povoa et al., 2000; Povoa et al., 2001; Conn et al., 2002; Silva-
Vasconcelos et al., 2002). Sua area de distribuicao geografica vai da Costa Rica a
Bolivia, incluindo Trinidad, e esta presente em grande parte da Bacia Amazoénica, no
Mato Grosso e em Séo Paulo.

Anopheles janconnae, descrito a partir de espécimes coletados em Boa Vista
(RR), foi inicialmente identificado através de anélise molecular como An. albitarsis E.
Sua area de dispersao até agora conhecida abrange a regido noroeste brasileira e a
Venezuela. Foi encontrado naturalmente infectado por plasmédios em trés
localidades no estado de Roraima, onde também apresenta alta densidade e habito
antropofilico, sendo considerado vetor primario da malaria humana nessas regides
(Lehr et al., 2005; Po6voa et al., 2006).

Anopheles oryzalimnetes, espécie encontrada no Paraguai e de ampla
distribuicdo no Brasil, ja foi registrada nos Estados do Parana, Sao Paulo, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso, Bahia e Ceard. Suas formas imaturas foram
coletadas em areas de plantacdo de arroz, criadouros os quais parece preferir. Foi
identificado inicialmente, com base em analise molecular (RAPD-PCR, Internal
Transcribed Spacer 2 (ITS2) e gene white), como An. albitarsis A (Kakitani &
Forattini, 2000) e An. albitarsis B (Wilkerson et al., 1995a). Foi encontrado em
simpatria com An. albitarsis s.s., no Vale do Ribeira (SP) e com An. deaneorum e
An. albitarsis s.s. no Paraguai. Pouco se sabe sobre sua biologia e envolvimento
com a transmissdo da malaria.

O Complexo Triannulatus compreende trés espécies: Anopheles triannulatus
(Neiva & Pinto, 1922), Anopheles halophylus Silva-do-Nascimento & Lourengo-de-
Oliveira, 2002 e Anopheles triannulatus C, esta ultima vem sendo atualmente
caracterizada. Pouco se sabe sobre a distribuicdo geografica de cada uma dessas
espécies, no entanto provavelmente An. triannulatus s.s. € a espécie mais difundida
(Deane et al.,, 1948; Faran, 1980; Silva-do-Nascimento & Lourengo-de-Oliveira,
2002). Considerando todo o complexo, ja se observou Anopheles triannulatus s.l. a
oeste da cordilheira dos Andes, nos territérios do Peru até a Nicardgua e na parte

leste da cordilheira, do norte da América do Sul até o Nordeste da Argentina
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(Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994; Forattini, 2002) (Figura 1.9). No Brasil, An.
triannulatus s.l. € amplamente distribuido no Nordeste e na Amaz6nia (Deane et al.,
1948) e observou-se a ocorréncia das trés espécies em simpatria em Salobra, no
oeste do Mato Grosso do Sul (Silva-do-Nascimento & Lourengo-de-Oliveira, 2007).

Figura 1.9. Mapa de distribui¢cdo do An. triannulatus s.l. Em verde, os paises
onde este complexo ja foi registrado.

Fonte: Systematic Catalog of Culicidae

Anopheles triannulatus s.l. utiliza como criadouros grandes pocas d’agua,
lagos e corixos (Deane et al.,, 1948; Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994).
Raramente foram encontradas larvas desta espécie em criadouros artificiais, como
represas, tanques e acudes (Deane et al., 1948; Berti et al., 1993). Tais criadouros
sao bem iluminados, embora com presenca macica de vegetacao flutuante (Deane
et al., 1948; Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994). Anopheles halophylus, em
particular, se desenvolve em criadouros com alta salinidade (Silva-do-Nascimento &
Lourenco-de-Oliveira, 2002), enquanto as outras espécies desse complexo tém

preferéncia por agua doce.
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Quanto ao comportamento de hematofagia, as trés espécies podem picar o
homem, mas possuem habito marcadamente zooféagico, alimentando-se
principalmente em cavalos e bovideos no ambiente extradomiciliar, onde também é
normalmente encontrado apés o repasto (Deane et al., 1948; Consoli & Lourenco-
de-Oliveira, 1994; Silva-do-Nascimento & Lourenco-de-Oliveira, 2007). O ciclo de
picadas de An. triannulatus s.l. foi pouco estudado de maneira sistematica, porém
observa-se que esse mosquito exerce a hematofagia principalmente no horario
crepuscular. Anopheles halophylus inicia esta atividade um pouco antes do
crepusculo vespertino, diminuindo ou mesmo cessando alguns minutos apés o
término deste (Silva-do-Nascimento & Lourenco-de-Oliveira, 2002). Ja An.
triannulatus s.s. tem seu pico de atividade logo apds o horéario crepuscular,
continuando em menor namero durante a noite (Silva-do-Nascimento & Lourenco-
de-Oliveira, 2007).

A variacdo sazonal da densidade populacional das trés espécies foi estudada
pelo periodo de um ano na localidade de Salobra, oeste do Mato Grosso do Sul
(Silva-do-Nascimento & Lourengo-de-Oliveira, 2007). De maneira geral, verificou-se
gue todas apresentam menor densidade durante o periodo chuvoso. Em relacédo ao
seu papel como espécie transmissora de plasmodios, An. triannulatus s.s. ja foi
encontrado naturalmente infectado por P. vivax, P. falciparum e P. malariae (Arruda
et al., 1986; Tadei & Dutary Thatcher, 2000; P6voa et al., 2001), podendo atuar
como vetor secundario, principalmente quando em altas densidades (Deane et al.,
1948; Forattini, 2002). Quanto as outras duas espécies, ainda nao existem
evidéncias de que sejam vetores de malaria (Silva-do-Nascimento & Lourenco-de-
Oliveira, 2002).

O Complexo Oswaldoi (Faran, 1980; Marrelli et al., 1999; Harbach, 2004)
parece compreender uma dezena de espécies e sua formacao foi sugerida apés
observacdes sobre diferencas morfolégicas, comportamentais e implicacdes na
capacidade de transmissdo de plasmddios entre elas (Causey et al., 1946; Faran,
1980; Arruda et al., 1986; Klein & Lima, 1990; Oliveira-Ferreira et al., 1990; Consoli
& Lourenco-de-Oliveira, 1994; Branquinho et al., 1996). Estudos moleculares
utilizando a analise de sequéncias de bases da regido ITS2 do DNA ribossémico de
populagdes do Brasil, Venezuela e Peru identificaram pelo menos quatro formas
distintas (Marrelli et al.,, 1999). Entre as espécies desse Complexo, podemos
destacar, por seu potencial como vetor de plasmddios, An. konderi Galvdo &

Damasceno, 1942 e An. galvaoi Causey, Deane & Deane, 1943, além do An.
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aquasalis Curry, 1932, vetor da malaria na regiao litoranea brasileira (Rezende et al.,
20009).

Anopheles oswaldoi s.I. apresenta comportamento hematofagico variado e
tem sido considerado vetor potencial da malaria em algumas localidades da
Amazénia. An. oswaldoi s.l. tem ampla distribuicdo na América do Sul, estendendo-
se dos Andes a Argentina, tendo sido encontrado na Bolivia, Colémbia, Equador,
Guianas, Paraguai, Venezuela, Peru e Brasil (Deane et al., 1948; Faran, 1980; Faran
& Linthicum, 1981; Arruda et al., 1986; Oliveira-Ferreira et al., 1990; Natal et al.,
1992; Forattini et al., 1993; Scarpassa, 2005; PAvoa et al., 2006) e ainda em paises
da América Central, como Costa Rica, Panama e Trinidad e Tobago (Faran, 1980).

O Complexo Nuneztovari compreende atualmente trés espécies: Anopheles
nuneztovari Gabaldon, 1940 (citotipos B/C), Anopheles goeldii Rozeboom &
Gabaldon, 1941 e Anopheles nuneztovari A (Conn et al., 1993; Sierra et al., 2004). A
distribuicdo conhecida do An. nuneztovari s.l. engloba os seguintes paises: Brasil,
Peru, Venezuela, Coldbmbia, Bolivia, Guiana, Guiana Francesa e Suriname (Sinka et
al., 2010). Na Amazébnia brasileira, ocorrem simpatricamente duas espécies do
Complexo Nuneztovari, sendo uma delas o An. nuneztovari A (Fritz et al., 1994,
Bergo et al., 2007). Na Colombia e Venezuela registra-se a ocorréncia dos citotipos
B e C, paises onde o An. nuneztovari apresenta importancia epidemioldgica,
atuando como vetor da malaria (Rubio-Palis & Curtis, 1992). No Brasil, An.
nuneztovari s.l. ja foi encontrado naturalmente infectado com esporozoitas em suas
glandulas salivares, podendo atuar como vetor secundario na Amazonia (Consoli &
Lourengo-de-Oliveira, 1994; Quintero et al., 1996; Galardo et al., 2009). Entretanto,
seu comportamento torna pouco frequente o contato com homem, ja que esse
anofelino em geral se alimenta em outros animais e possui habitos exofagicos e
exofilicos (Rubio-Palis & Curtis, 1992; Tadei & Dutary Thatcher, 2000; Zimmerman et
al., 2006).

1.8. Fauna anofélica conhecida no Mato Grosso do Sul
No Estado do Mato Grosso do Sul, ja foram registradas 22 espécies de

Anopheles, sendo 15 do subgénero Nyssorhynchus, seis do subgénero Anopheles e
uma do subgénero Stethomyia. Na regido de Salobra, em particular, ja foram
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registradas as espécies An. albitarsis s.I., An. darlingi, An. halophylus, An.
mattogrossensis, An. rondoni, An. triannulatus C e An. triannulatus s.s. (Tabela 1.3).

Embora o Mato Grosso do Sul apresente uma grande extensao territorial,
pouco se conhece sobre sua fauna anofélica. Apenas oito dos 78 municipios
possuem alguma informacdo sobre os anofelinos presentes em seus limites, nao
obstante a importancia do estudo desses mosquitos para se avaliar a receptividade

e, portanto, o risco de reintroducéo de malaria de uma regido (Figura 1.10).
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Tabela 1.3. Espécies de Anopheles registradas no Estado do Mato Grosso

do Sul

Subgénero /
Espécie

Municipios e
localidades no MS

Referéncia(s)

Subgénero
Nyssorhynchus

An. albitarsis s.l.

An. argyritarsis
Robineau-

Desvoidy, 1827
An. braziliensis
(Chagas, 1907)

An. darlingi

An. deaneorum

An. evansae (=
noroestensis)
(Bréthes, 1926)

An. galvaoi Causey,
Deane & Deane,
1943

An. halophylus

An. lutzii Cruz,
1901

Bataguassu,
Cachoeirinha
(Miranda), Maracaju,
Pantanal de
Nhecolandia,
Salobra

Dourados

Bataguassu

Bataguassu,
Maracaju, Salobra

Bataguassu, Santa
Rita do Pardo

Bataguassu,

Dourados, Maracaju

Bataguassu

Salobra

Campo Grande,
Dourados, Maracaju

36

Travassos & Teixeira de
Freitas, 1941; Xavier & Mattos,
1970; Gomes et al., 2007,
Pauvolid-Corréa et al., 2010

Xavier & Mattos, 1970

Gomes et al., 2007

Travassos & Teixeira de
Freitas, 1941; Xavier & Mattos,
1970; Gomes et al., 2007
Gomes et al., 2007; Neves,
2009

Xavier & Mattos, 1970; Gomes
et al., 2007

Gomes et al., 2007
Silva-do-Nascimento &
Lourengo-de-Oliveira, 2002
Xavier & Mattos, 1970

Continua
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Tabela 1.3 (Continuacado). Espécies de Anopheles registradas no Estado do

Mato Grosso do Sul

Subgénero /

Municipios e

Referéncia(s)

Espécie localidades no MS

Subgénero

Nyssorhynchus

An. oswaldoi Bataguasst, Xavier & Mattos, 1970; Gomes

(Peryassu, 1922)

An. rondoni (Neiva
& Pinto, 1922)

An. strodei Root,

1926

An. triannulatus C

An. triannulatus s.l.

An. triannulatus s.s.

Dourados, Maracaju,
Trés Lagoas

Bataguassu,
Ladario, Pantanal de
Nhecolandia,
Salobra

Bataguassu,
Dourados, Maracaju

Salobra

Bataguassu; Campo
Grande, Maracaju,
Pantanal de
Nhecolandia,
Salobra

Salobra, Santa Rita
do Pardo

et al., 2007

Neiva & Pinto, 1922;
Travassos & Teixeira de
Freitas, 1943; Gomes et al.,
2007; Pauvolid-Corréa et al.,
2010

Xavier & Mattos, 1970; Gomes
et al., 2007
Silva-do-Nascimento &

Lourengo-de-Oliveira, 2007

Travassos & Teixeira de
Freitas, 1941; Xavier & Mattos,
1970; Gomes et al., 2007;
Pauvolid-Corréa et al., 2010

Silva-do-Nascimento &
Lourenco-de-Oliveira, 2007,
Neves, 2009

Subgénero
Anopheles

An. fluminensis
Root, 1927

An. intermedius
(Peryassu, 1908)

Dourados, Maracaju

Maracaju
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Xavier & Mattos, 1970

Xavier & Mattos, 1970
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Tabela 1.3 (Continuacado). Espécies de Anopheles registradas no Estado do
Mato Grosso do Sul

Subgénero / Municipios e o
o ) Referéncia(s)
Espécie localidades no MS
Subgénero
Anopheles
An.
mattogrossensis Salobra Oliveira, 1942

Lutz & Neiva, 1911

An. mediopunctatus

Maracaju Xavier & Mattos, 1970
(Lutz, 1903)
An. peryassui Dyar
Bataguassu Gomes et al., 2007
& Knab, 1908
An. tibiamaculatus ) )
) Maracaju Xavier & Mattos, 1970
(Neiva, 1906)
Subgénero
Stethomyia
An. kompi _ _
Maracaju Xavier & Mattos, 1970

Edwards, 1930
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Mato Grosso

Ladario
Miranda
Maracaju
Dourados
Campo Grande
Bataguassu

Santa Rita do Pardo

© N o g > w N E

Trés Lagoas

Parana

Figura 1.10. Municipios do Mato Grosso do Sul que
conhecem parte de sua fauna anofélica.

Fonte: http://www.mochileiro.tur.br/tres-lagoas.htm (com

modificagoes).

1.9. Justificativa

Verifica-se, pelas informac¢des acima, que ainda sdo escassos os trabalhos
voltados para a fauna de anofelinos no Mato Grosso do Sul, situagcido semelhante ao
que se refere ao Brasil Central. Nenhum estudo sistematico sobre a dinamica
sazonal das espécies de Anopheles do Pantanal do Rio Miranda foi realizado.
Considerando a peculiaridade dessa regido do Pantanal, seja em relacdo as
caracteristicas geogréficas seja de ecologia humana, torna-se importante a
realizacdo de estudo sobre a diversidade e ecologia de mosquitos vetores, em
especial dos anofelinos (Cunha & Atanaka-Santos, 2011).

Dentro do Pantanal do Rio Miranda, a localidade de Salobra se mostra como
um local de grande interesse para estudos da fauna anofélica e investigacdes
guanto a receptividade e a vulnerabilidade quanto a malaria, uma vez que ali
confluem rios com aguas de distintas caracteristicas (Silva-do-Nascimento &
Lourenco-de-Oliveira, 2007). As caracteristicas da agua dos rios que formam os
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criadouros por alagamento das margens sdo determinantes na escolha das espécies
de mosquitos no momento da desova (Cerqueira, 1961; Forattini, 1962; Faran, 1980;
Consolim & Fagundes, 1981; Lopes & Lozovei, 1995; Ribeiro, 2000). Essa
diversidade de aguas com diferentes caracteristicas fisico-quimicas pode ter forcado
a segregacao de algumas espécies e favorecido a ocorréncia de espécies cripticas
de anofelinos em simpatria (Silva-do-Nascimento & Lourengo-de-Oliveira, 2007).

O local esté situado no eixo rodo-ferroviario leste-oeste mais importante no
estado do Mato Grosso do Sul, que conecta a Bolivia, o Paraguai e areas
malarigenas do Brasil a este estado. A presenca de vetores potenciais e primarios
da maléria e a circulacédo de individuos de areas endémicas de maléaria representam
riscos de reinstalacdo da transmissdo da doencga, outrora muito prevalente
(Travassos & Teixeira de Freitas, 1941).

Considerando-se ainda que a distribuicdo e a densidade das espécies de
Anopheles séo influenciadas pelo regime hidrolégico e pelos ciclos sazonais (Hiwat
& Bretas, 2011), e que condi¢cbes ambientais, como a temperatura, interferem na
atividade desses mosquitos, identificar corretamente as espécies que habitam uma
regido e conhecer o seu comportamento e sua dindmica sazonal torna-se (til para a
determinacdo do risco de transmissdo de malaria e para o controle eficaz desses

mosquitos.
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar a composicdo da fauna de anofelinos, alguns aspectos do

comportamento hematofagico e da dindmica sazonal das espécies vetoras de

maléaria mais abundantes em Salobra, Pantanal do Mato Grosso do Sul.

2.2. Objetivos especificos

Estudar a diversidade de espécies de Anopheles de Salobra.

Avaliar a influéncia de alguns fatores abiéticos sobre a variacéo da frequéncia
de picadas das espécies de anofelinos mais abundantes na regiao.

Avaliar o comportamento hematofagico quanto ao horario, hospedeiro e local,
e a composicao etaria das espécies de Anopheles mais abundantes.

Avaliar o risco de reintroducao da malaria na regido de Salobra e no Pantanal

do Rio Miranda.
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3.1. Caracteristicas do local do estudo

O trabalho foi realizado na localidade de Salobra (20°12’40” S, 56°29°'30” O),
situada as margens do Rio Miranda, no municipio de Miranda, por¢éo oeste do Mato
Grosso do Sul (Figura 3.1). Esse Estado, localizado no Centro-Oeste brasileiro,
possui populacdo de 2.449.024 habitantes (6,86 hab./km?). O municipio de Miranda
dista cerca de 200 km de Campo Grande, capital do Mato Grosso do Sul (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2010). Esse Estado faz fronteira com a
Bolivia e o Paraguai e divisa com os Estados do Mato Grosso, Goias, Minas Gerais,
S&o Paulo e Parana (Figura 3.2). Segundo o IBGE, o indice de Eficacia Migratéria*
do Mato Grosso do Sul em 2009 foi de 0,0712, o que significa a ocorréncia de
rotatividade migratéria. As principais fontes econémicas do Estado sdo a agricultura
e pecudria, embora a vocacao turistica das cidades localizadas no Complexo do
Pantanal seja também grande geradora de renda para o Mato Grosso do Sul. Tais
atividades turisticas proporcionam a circulacdo constante de pessoas entre esse e
outros Estados brasileiros e paises, por via terrestre e, principalmente, por via aérea
(Tabela 3.1). Em 2010, 68.140 turistas estrangeiros chegaram ao Brasil tendo como
“porta de entrada” o Estado de Mato Grosso do Sul (FUNDTUR/MS, 2011). Desse
namero, 65.597 foram provenientes de paises da América do Sul, principalmente
Bolivia e Paraguai (FUNDTUR/MS, 2011).

* O indice de Eficacia Migratoria resulta da raz&o entre o saldo migratério (N° de Imigrantes — N° de Emigrantes) e o namero
total de imigrantes e emigrantes (I — E / | + E). O indice de Eficacia Migratéria varia de -1 a 1. Valores préximos de 1 indicam
forte absor¢do de imigrantes e valores proximos de -1 indicam forte evas@o populacional. Valores proximos a zero indicam

rotatividade migratoria.
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Fozdo Rio
Salobra

ygle earth

Figura 3.1. Mapa com a localizacdo de Salobra (ponto rosa no mapa) no
estado do Mato Grosso do Sul e fotografia aérea da regido. Na fotografia
aérea, durante o periodo de seca, observa-se parte do Rio Miranda e a foz
do Rio Salobra, e o local onde foram realizadas as coletas. Fontes: mapa —
http://www?2.ana.gov.br/Paginas/default.aspx (com modificagdes); fotografia —

Google Earth.
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Mato Grosso

Parana

Figura 3.2. Mapa politico do Mato Grosso do Sul, com

destaque para o municipio de Miranda (em verde) e

seus municipios limitrofes. An — Anastacio; Bod —

Bodoquena; Bon — Bonito.

Fonte:

http://www.mochileiro.tur.br/tres-lagoas.htm

(com modificacdes).

Tabela 3.1. Fluxo de passageiros, por via aérea e terrestre, no Mato Grosso

do Sul, de 2007 a 2010

Ano
Tipo de Transporte 2007 2008 2009 2010
Rodoviario interestadual 701.161 | 909.515 |1.018.768| 989.676
Rodoviario internacional 76.271 109.176 | 136.217 | 108.952
Aéreo nacional e internacional | 1.523.340 | 1.757.074|2.087.778 | 2.607.521

Fonte dos dados: Agéncia Nacional de Transportes Terrestres — ANTT; Agéncia Nacional de
Aviacéo Civil — ANAC; Ministério do Turismo — MTUR e Empresa Brasileira de Infraestrutura
Aeroportuaria — INFRAERO in FUNDTUR/MS, 2011.
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O Mato Grosso do Sul esta dividido em nove regibes geoambientais de
planejamento: Regido de Campo Grande, da Grande Dourados, do Bols&o, Norte,
do Pantanal, Sudoeste, Leste, Cone-Sul e Sul-Fronteira (SEMAC/MS, 2011). O
municipio de Miranda esté inserido na Regido do Pantanal e possui como municipios
limitrofes Aquidauana, Bodoquena, Bonito, Corumba e Anastacio (Figura 3.2).
Miranda possui area de 5.478 km? e uma populacdo de 25.595 habitantes (4,67
hab./km?), sendo que cerca de 37% de sua populacdo localiza-se na zona rural
(IBGE, Censo Demografico 2010). E conhecida como o “Portal do Pantanal’ e sua
atividade econdmica se baseia essencialmente no ecoturismo e no turismo de
pesca, mas também na cultura de arroz e pecuéria extensiva (FUNDTUR/MS, 2012).
A economia de seus municipios limitrofes também se fundamenta no turismo
contemplativo e de pesca, além da agropecuaria e mineracao.

A populacdo da localidade de Salobra é bastante reduzida e concentra-se
principalmente as margens do Rio Miranda, proximo a estacéo ferroviaria e entre a
rodovia BR-262 (liga Vitoria (ES) a Corumba (MS), passando por Belo Horizonte
(MG) e Campo Grande (MS)) e a ponte da Estrada de Ferro Noroeste do Brasil, que
atravessa o citado rio. Em geral, as casas proximas ao Rio Miranda s&o construidas
em madeira sobre palafitas, o que evita a inundacédo daquelas durante o periodo de
alagamento da regido. Mas, ha também casas construidas em alvenaria,
especialmente quando localizadas em terra firme, nos bancos altos das margens do
Rio Miranda ou afastadas deste e das areas de abrangéncia de sua inundacéao, tanto
no nucleo populacional quanto nas chacaras e fazendas dispersas. Ndo ha
calcamento nas ruas e 0 esgoto € drenado para fossas; somente parte das casas
recebe agua encanada, pois a grande maioria extrai &gua de poc¢os. A economia de
Salobra e de seu entorno é baseada principalmente no turismo ecoldgico e de
pesca.

Salobra encontra-se a aproximadamente 117 metros acima do nivel do mar e
esta inserida no Complexo do Pantanal, uma grande area de planicie de 150.355
km? que apresenta periodos de cheia e seca em geral bem definidos. As chuvas e o
consequente transbordamento dos rios locais tornam essa regido alagada durante
boa parte do ano, pois a baixa declividade do terreno ndo permite o escoamento
rapido e eficaz das aguas (Ministério do Interior, 1974; Galdino & Silva, 2006). Na
localidade de Salobra e no seu entorno em particular, a declividade € de apenas 3-
15 cm/km no sentido norte-sul e 30-50 cm/km no sentido leste-oeste (Artioli &
Resende, 2005).
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O Pantanal, por sua vez, encontra-se inserido na Bacia do Rio Paraguai,
sendo este o principal rio de drenagem da regido. A bacia do Rio Paraguai se divide
em 30 sub-bacias hidrograficas, sendo uma delas a sub-bacia do Rio Miranda, no
Mato Grosso do Sul, formada pelo Rio Miranda e seus tributarios, dentre os quais o
Rio Salobra.

A regido da localidade de Salobra, situada no Pantanal do Rio Miranda,
apresenta uma vegetacdo de contato, formada pelo cerrado e por uma floresta
estacional decidual (SEMAC/MS, 2011). O nome é uma referéncia ao Rio Salobra,
tributario do Miranda, cuja foz se localiza nessa regido. Diferentemente do Rio
Miranda, o Salobra, como o préprio nome indica, apresenta maior concentracdo de
sais. A diferente composi¢cdo quimica desses rios é devida a origem de cada um
deles. O Rio Salobra nasce na Serra da Bodoquena, formada principalmente por
rochas calcérias e dolomiticas, conferindo a esse rio um acimulo de fons Mg, Ca**
e COs%, tornando suas Aaguas cristalinas. O Rio Miranda, em contrapartida,
apresenta uma agua bastante turva. Sua nascente se situa na Serra de Maracaju, na
qgual predominam rochas basélticas (Mendes et al., 2004). O Miranda percorre cerca
de 750 km no sentido leste-oeste até desaguar no Rio Paraguai (Moss & Moss,
2007). Durante a estagédo chuvosa, o Miranda e o Salobra, assim como os demais
rios do Pantanal, transbordam e, devido a topografia plana da regido, essas aguas
nao escoam de maneira eficaz, ficando entdo represadas e formando pantanos e
pequenos lagos nas &reas proximas a esses rios. Essas colecdes liquidas sdo
utilizadas como criadouros para diferentes espécies de mosquitos, de acordo com
suas particularidades biologicas.

No Pantanal do Mato Grosso do Sul, a precipitacdo pluviométrica anual varia
entre 1.000 e 1.400 milimetros (SEMAC/MS, 2011). Usualmente, o periodo de maior
volume de chuva vai de outubro a marco, ao passo que a época seca se estende de
maio a setembro, quando a precipitacdo mensal pode chegar a zero nesta parte do
Pantanal (SEMAC/MS, 2011). O clima é classificado como sub-Umido mega-térmico
ou Aw (invernos secos e verdes chuvosos) segundo a classificacdo de Koppen, e a
média anual de temperatura e umidade relativa gira em torno de 24°C e 72,7%,
respectivamente (Galdino & Silva, 2006; SUPLAN/SEMAC/MS, 2011).
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3.2. Coletas de mosquitos anofelinos

As coletas de anofelinos foram realizadas a cada dois meses: setembro e
novembro de 2010, e janeiro, mar¢co, maio e julho de 2011 (Tabela 3.2). Em cada
més, foram realizadas capturas durante cinco dias consecutivos, das 17h as 20h, em

trés ambientes distintos simultaneamente: intra, peri e extradomicilio (Figura 3.3).

Tabela 3.2. Datas das coletas e estacbes do ano e fases lunares

correspondentes
Periodo ; .
Periodo chuvoso Periodo seco
seco
Datada | 14a18 08al2 17a?21 21a25 |23a27 11a15
coleta set/10 nov/10 jan/11 mar/11 | mai/ll jul/11
Estacdo | Final do Inicio da Inicio do | Inicio do | Final do Inicio do
do ano inverno primavera | verdo outono | outono inverno
Quarto )
Lua cheia | Quarto
Fase Quarto crescente | Lua
Lua nova ) / Quarto crescente /
lunar crescente / Lua cheia ) )
_ minguante | Lua cheia
cheia
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Google'earth

Altitude do pontoide visdo, 512 m

Figura 3.3. Pontos de coleta sistematicamente empregados no
intradomicilio (I) (20°11'51,53” S, 56°30'14,25" 0O), peridomicilio (P)
(20°11'51,74” S, 56°30'13,58” O) e extradomicilio (E) (20°11'51,21" S,
56°30'10,33" O) em Salobra, Pantanal de Miranda, MS. Esses pontos
localizam-se préximo a ponte da Estrada de Ferro Noroeste do Brasil, a
qgual atravessa o Rio Miranda. O ponto adicional no extradomicilio (A)
(20°11'57,31" S, 56°30°'09,08” O) estd mostrado na parte inferior direita da
foto. Fonte: Google Earth

A residéncia selecionada para as coletas intradomiciliares € de alvenaria, ndo
tem telas nas portas e janelas e é habitada por uma mesma familia (seis pessoas)
h& décadas. A casa esta localizada a cerca de 100 metros da margem esquerda do
Rio Miranda, local onde se executaram as capturas sistematicas extradomiciliares
(Figura 3.3). No interior da residéncia, os mosquitos foram coletados quando em
repouso nas paredes e mobilia; nunca em moradores. Ou seja, esta amostragem
pretendeu investigar que espécies de anofelinos e com que frequéncia entram nas
casas.

O ponto escolhido para as coletas peridomiciliares se encontrava a
aproximadamente 6 metros de distancia do citado domicilio. Trata-se de terreno
aberto, contendo algumas arvores frutiferas, e intensamente usado para a criacao
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de animais domésticos confinados (porcos e galinhas). Ali foi instalada uma
armadilha para a coleta de mosquitos com atrativo humano protegido (Figura 3.4).
Essa armadilha, recentemente criada pelo Dr. José Bento Pereira Lima, do Instituto
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, consiste numa adaptacdo da armadilha de Shannon
(Shannon, 1939). Ela é composta por trés compartimentos de paredes de fil6: um
interno (1 x 1 m), telado até o nivel do solo e fechado por meio de ziper, onde o
atrativo/coletor deve se posicionar; um intermediario, telado até o solo e
apresentando orificios em todo o seu perimetro, onde o coletor se posiciona, em
intervalos (por ex. a cada 15 ou 20 min), a fim de aspirar oS mosquitos, que estaréo
pousados no compartimento intermediario ou no compartimento externo, este telado
até a altura de ~ 60 cm a partir do teto da armadilha (Figura 3.4). A armadilha é
fixada, pelas suas extremidades, a uma tenda, ficando suspensa no interior da
mesma. A armadilha possui altura aproximada de 2 m e ocupa uma area de
aproximadamente 6,25 m® Ela permite avaliar a tendéncia antropofilica e,
possivelmente, o grau de endofagia das espécies, ja que 0 mosquito precisa passar

pelos orificios de uma tela a fim de alcancar a fonte sanguinea.

Fotos: Mariana Marinho

Figura 3.4. Armadilha com atrativo humano protegido, utilizada para avaliar
a tendéncia antropofilica das espécies.

O local selecionado para as capturas extradomiciliares localiza-se na margem
esquerda do Rio Miranda, a cerca de 1,5 km de distancia do ponto de confluéncia do
Rio Salobra com o Miranda (Figuras 3.1 e 3.2) e a 100 m do ponto domiciliar e a 94
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m do ponto peridomiciliar. Ali, as capturas de mosquitos foram realizadas com
armadilha Shannon tradicional com uma égua no interior (Apéndice: Autorizacdo
para atividades com finalidade cientifica, c6digo de autenticacdo n° 64458983,
expedida pelo SISBIO/ICMBio/MMA). A égua empregada como isca vive e pernoita
na mesma area, e nao realizamos na mesma nenhum tipo de procedimento.

Para avaliacdo da variacdo horaria da hematofagia, foram realizadas
capturas de 18 horas consecutivas, de 17h a 11h, em marco, maio e julho, todas
com armadilha Shannon utilizando-se uma égua como atrativo, no ponto de
amostragem extradomiciliar.

A fim de se obter uma maior representatividade da diversidade de mosquitos
de Salobra, nos meses de setembro e maio, um segundo ponto, além do
sistematicamente usado no extradomicilio, foi escolhido para a amostragem de
mosquitos, nos quais utilizaram-se atrativo luminoso em armadilha Shannon e
atrativo animal.

Nos meses de maio e julho, foi feita também coleta em atracdo humana no
peridomicilio, para comparacdo deste tipo de coleta com o atrativo humano
protegido.

Para cada coleta, foi preenchida uma *“ficha de campo” contendo as
informacgdes a seguir: numero da ficha, data, local (intra, peri ou extradomicilio), tipo
de captura e coletor, além de alguns dados abiéticos, como temperatura, umidade
relativa do ar e ocorréncia de chuvas e ventos fortes (Apéndice). Assim, durante as
coletas, incluindo também aquelas de 18 horas, a temperatura e umidade relativa
foram registradas na ficha de campo, a cada hora cheia, por meio de termo-
higrémetros devidamente aferidos, sendo um termo-higrobmetro para cada ponto
(intra, peri e extradomicilio).

Os mosquitos foram coletados com aspirador manual (capturador de Castro)
e imediatamente transferidos para gaiolas cilindricas de 950 cm?, feitas de papeléo
grosso, e teladas em ambas as extremidades. Essas gaiolas foram identificadas com
o0 numero da ficha de campo correspondente, data, local, horario de captura e nome
do coletor.

Logo apds cada coleta, os mosquitos foram mortos a -20°C por 20 min e
deixados secar sobre papel filtro a temperatura ambiente. Para o transporte,
armazenamento e conservacao dos exemplares, foram utilizados frascos de plastico
cilindricos (volumes de 37, 75 e 78 cm®) contendo de 3 a 5 g de naftalina em pé,

uma camada de algodéo (1-1,5 cm) e uma rodela de papel filtro (mesmo diametro do
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frasco), sobrepostos nessa ordem. Sobre o papel filtro, foram colocados os
mosquitos capturados no mesmo dia, local e horario, porém nédo ultrapassando o
limite de 50 exemplares por frasco. Os frascos receberam uma etiqueta com as
mesmas informag¢des contidas nas respectivas gaiolas. Parte dos mosquitos de
algumas coletas foi conservada viva, na prépria gaiola de coleta, seja para a
obtencdo de proles com a finalidade de determinacdo da composicdo da fauna

anofélica, seja para a disseccao dos ovarios.

3.3. Disseccdo dos ovarios para determinacédo de fémeas nuliparas e paridas

Uma parte das fémeas capturadas no extradomicilio em maio e julho teve
seus ovarios dissecados para comparacdo da proporcdo de nuliparas e paridas em
periodos distintos. A disseccdo dos ovarios foi feita em campo, em, no maximo, até
12 horas apés a coleta dos anofelinos. A dissecc¢éo foi realizada segundo técnica
descrita por Detinova (1962) e Consoli & Lourenco-de-Oliveira (1994). As fémeas
foram anestesiadas em uma pequena camara contendo vapor de acetato de etila
(Merck). Em seguida, foram posicionadas ventralmente em uma lamina de vidro,
onde os ultimos segmentos abdominais (a partir do segmento VII) juntamente com
os ovarios foram tracionados, com auxilio de estilete, para uma gota de agua
potavel. Esse conjunto foi coberto com uma pequena laminula e examinado ao
microscépio 6ptico para a observacdo do sistema traqueolar, permitindo assim a

clara visualizacao das traqueias e traqueiolas.

3.4. Criacdo dos mosquitos para obtencao de proles individuais

As fémeas capturadas no extradomicilio no penultimo dia de cada coleta
bimestral foram transportadas vivas para o insetario do Laboratério de
Transmissores de Hematozoarios (LATHEMA) - IOC/FIOCRUZ, seguindo-se todas
as normas vigentes de biosseguranca e transporte de material biolégico (Apéndice:
Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica, codigo de autenticagdo n°
64458983, expedida pelo SISBIO/ICMBio/MMA). Os mosquitos foram transportados
nas gaiolas de captura, sobre as quais se colocou um chumaco de algodéo

umedecido em agua potavel, para criacdo de um microambiente umido requerido
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pelos anofelinos. A tampa de uma placa de Petri foi colocada sobre o algodao e
fixada a cada gaiola durante o transporte.

No insetario do LATHEMA, as fémeas foram identificadas ainda vivas.
Aquelas que correspondiam ao Complexo Triannulatus foram imediatamente
criopreservadas a -196°C, para posterior andlise isoenzimatica que permite a
determinacado especifica. As fémeas das demais espécies ou complexo de espécies
gue vieram do campo ingurgitadas com sangue foram imediatamente separadas
para desova em frascos individuais rotulados com numero da fémea e dados da
coleta (data, local, horario de captura e coletor). Tais frascos, cilindros transparentes
de 34 cm?®, foram telados em uma de suas extremidades e continham no fundo uma
rodela de papel filtro (de mesmo diametro do frasco) sobre uma fina camada de
algoddo embebido em dgua sem cloro, simulando assim um local de oviposi¢do. Um
chumaco de algoddo umedecido com solucdo de sacarose 10% foi colocado sobre a
tela do frasco para alimentagao.

Os ovos provenientes de cada desova foram semeados em cubas contendo
cerca de 200 mL de 4gua desclorada e um canudo de plastico dobrado em forma de
triangulo, em sua superficie. Os ovos foram semeados no espaco delimitado pelo
tridangulo, de forma que, caso houvesse pequena evaporagdo da agua, 0s ovos nao
estariam expostos a dessecacédo. Além disso, o canudo serviu como um suporte de
apoio para as larvas quando em repouso, alimentando-se ou respirando na
superficie. Para a alimentacdo das larvas, utilizou-se uma mistura de racdo para
peixe (AlconBasic® ou TetraMin®) e pélen desidratado na proporcédo 1:1. Ambos
foram devidamente triturados e peneirados e, entdo, polvilhados sobre a superficie
da &gua. A cada trés dias, a agua das cubas foi trocada e o alimento foi oferecido
novamente.

As pupas foram transferidas para um copo plastico (50 mL) contendo agua
desclorada, o qual foi colocado no interior de uma pequena gaiola [195 x 92 mm
(Bioquip®)] para emersao dos adultos.

Todo este procedimento foi realizado em insetario com temperatura e
umidade relativa controladas em torno de 26-28°C e 70-80%, respectivamente.

As exlvias das larvas de quarto estadio e das pupas foram armazenadas em
tubos tipo Eppendorf (1,5 mL) contendo etanol 80%, para posterior montagem e
identificacdo. Parte dos adultos foi separada para analise morfol6gica e montagem
da genitalia masculina, e parte foi armazenada em nitrogénio liquido (-196°C) para

54



MATERIAIS E METODOS

estudos futuros. Todos os espécimes (exuvias e adultos) receberam a mesma

numeracao das fémeas que lhes deram origem.

3.5. Diagnéstico morfolégico dos espécimes

As fémeas adultas foram identificadas por meio da observacdo, em
estereomicroscopio [Stemi 2000 (Zeiss)], de seus caracteres morfolégicos externos,
utilizando-se chaves dicotémicas especificas (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994;
Forattini, 2002), além da consulta de descricbes originais de espécies mais
recentemente descritas e revisdes e redescricdes das espécies (por ex., Sallum et
al., 2002; Flores-Mendoza et al., 2004; Motoki et al., 2009). Com o intuito de tornar a
analise morfolégica mais precisa, algumas estruturas foram desenhadas e medidas,
como por exemplo, as manchas claras e escuras, a por¢cdo escura basal do
tarsdmero posterior Il, especialmente no caso de anofelinos dos Complexos Strodei
e Oswaldoi. As estruturas foram medidas utilizando-se ocular milimetrada e
desenhadas sob estereomicroscopio com camara clara [Stemi SV 6 (Zeiss)].

As genitalias masculinas dos machos criados e daqueles ocasionalmente
capturados em campo foram montadas com base nas técnicas descritas em Causey
et al. (1946) e Consoli & Lourenco-de-Oliveira (1994). Ao estereomicroscopio,
cortou-se, utilizando tesoura entomolégica (Sigma®), o abdome do mosquito
(previamente montado em alfinete entomolégico) na altura do segmento VIII.
Transferiu-se a genitalia para o poco de um godé contendo solucéo de hidréxido de
potassio 20% (Vetec). A genitalia foi mantida nesta solucdo por 40 min em estufa a
40°C e, depois, por 24 horas a temperatura ambiente (~ 25-26°C). Utilizando uma
pipeta plastica, retirou-se o hidroxido de potassio e adicionou-se agua potavel a
genitalia, deixando-a imersa por 10 min, a fim de remover aquela solucdo. Essa
etapa de lavagem foi novamente repetida e, apds, adicionou-se a genitdlia solucao
de fucsina &cida [fucsina &cida 1 g; acido acético 1 mL; agua tipo 11 20 mL]. Apés 10
min, retirou-se a fucsina e adicionou-se agua para remover 0 excesso do corante.
Mais uma etapa de lavagem foi feita e, em seguida, passou-se a genitalia em série
alcodlica (etanol 70, 80, 90 e 100%, nesta ordem), deixando a mesma por 10 min em
cada uma das concentragdes, exceto no etanol absoluto, em que ficou imersa por 5
min. Retirou-se o excesso de alcool do godé com auxilio de uma tira de papel filtro e

adicionou-se eugenol (Merck) a genitalia, a qual foi mantida nessa substancia por 24
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horas a temperatura ambiente. Apds esse periodo, a genitélia foi transferida para
uma lamina de vidro e montada em Balsamo do Canada (Merck). A lamina foi
deixada em estufa a 40°C por 24 horas para secagem. Apds esse tempo, a
preparacao foi coberta com laminula (5 x 5 mm) e observada ao microscépio 6ptico
[Axiolab (Zeiss)]. A identificacdo da espécie foi feita de acordo com a literatura
supracitada.

Os ovos de cada fémea eram observados ao microscopio estereoscopio
antes da semeadura em agua, de modo que se registrassem as suas principais
caracteristicas morfologicas, tal como o formato e tamanho dos flutuadores.

As exuvias larvais e pupais dos mosquitos criados foram montadas segundo
a metodologia descrita abaixo, baseada em Consoli & Lourenc¢o-de-Oliveira (1994).
A exuavia foi transferida do tubo tipo Eppendorf para um poco do godé contendo
alcool 90%, ficando imersa nesta solugcdo por 10 min. A seguir, retirou-se
cuidadosamente o alcool 90% utilizando-se uma pipeta plastica, e adicionou-se
alcool absoluto a exudvia, deixando a mesma submersa por 5 min. Retirou-se o
etanol e manteve-se a exudvia em eugenol por 24 horas. ApGs esse tempo, a mesma
foi transferida delicadamente do godé para uma lamina de vidro e montada
dorsalmente em uma gota de Balsamo do Canada. Deixou-se a lamina secar em
estufa a 40°C por 24 horas e ap0s esse tempo cobriu-se a extvia com Balsamo do
Canada e laminula. O espécime foi identificado ao microscopio 6ptico, utilizando-se,
essencialmente, a chave para identificacdo de larvas presente em Consoli &
Lourenco-de-Oliveira (1994), complementada pelas revisdes, descricbes e

redescricbes de anofelinos citadas anteriormente.

3.6. Diagndstico isoenzimético das espécies do Complexo Triannulatus

Para a identificacdo das espécies do Complexo Triannulatus, foi realizada
eletroforese da enzima manose-6-fosfato isomerase (MPI; EC 5.3.1.8) em gel de
agarose 1% (Silva-do-Nascimento et al., 2006).

No preparo do gel, 1 g de agarose (Sigma®) foi solubilizado em 50 mL de
agua tipo Il e 50 mL de tamp&o maleico 0,1 M pH 7,4 [Trizma® base 0,1 M (Sigma®);
acido maleico 0,001 M (Sigma®); EDTA 0,001 M (Sigma®); MgCl, (Sigma®); agua
tipo Il 2 L]. A agarose foi fundida em micro-ondas até que a mistura ficasse

completamente homogénea. Esta foi, entéo, vertida em uma pelicula GelBond® (GE)
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sobre placa de vidro (12,5 x 26,2 cm) para a formacao da malha do gel, cujo tempo é
de cerca de 6 horas. O gel foi, entdo, armazenado a 4°C para utilizagdo no dia
seguinte.

Os mosquitos, retirados do nitrogénio liquido e mantidos sob constante
refrigeracdo dentro de isopor com gelo picado, foram macerados em 25 uL de
tampao de lise [Tris-HCI 0,05 mM pH 8,0 (Sigma®); EDTA 0,01 mM (Sigma®); DTT
15 mM (Sigma®); acido &-amino-n-caproico 0,01 mM (Sigma®); Triton X-100 1%
(Sigma®)] e, em seguida, 2 pL de cada amostra foram aplicados no gel. Um
microlitro de solucdo corante indicadora [Xileno cianol FF 28 mg (Sigma®); azul de
bromofenol 24 mg (Sigma®); agua tipo Il 10 mL] foi adicionado a trés amostras (uma
do centro e uma de cada extremidade do gel), a fim de acompanhar a velocidade de
migracdo da enzima. Adicionaram-se 2 L de tamp&o maleico 0,1 M pH 7,4 & cuba
horizontal [modelo Multiphor 1l (Pharmacia Biotech)] e, entdo, as amostras foram
submetidas a eletroforese a temperatura de 4°C [fonte geradora de campo elétrico
Electrophoresis Power Supply EPS 1001 (Amersham Pharmacia Biotech); circulador
termostatico MultiTemp Il (Pharmacia Biotech)], por cerca de 2 horas a 300 V, 400
mA e 90 W.

A revelagdo das bandas no gel foi feita utilizando-se o sistema enzimético a
seguir: 4 mL de tamp&o Tris-HCI 0,05 M pH 7,4 (Sigma®); 2 mL do substrato M-6-P
200 mg/10 mL (Sigma®); 1 mL da coenzima NADP 40 mg/10 mL (Sigma®); 100 uL
do ativador MgCl, 4 g/20 mL (Sigma®); 20 uL da enzima de ligacdo G6PDH 4 U/mL
(Sigma®); 10 pL da enzima de ligacdo GPI 2 U/mL (Sigma®); 2 mL do visualizador
MTT 30 mg/10 mL (Sigma®); 1 mL do visualizador PMS 20 mg/10 mL (Sigma®); 10
mL de agarose 1% (1 g de agarose em 100 mL de agua tipo Il). Preparada a solucao
reveladora, esta foi imediatamente vertida sobre o gel, o qual foi mantido ao abrigo
da luz em estufa a 37°C, por cerca de 30 min ou até que as bandas fossem
visualizadas. Apés a revelacdo destas, a reacdo foi interrompida adicionando-se
acido acético 5% [100 mL de &cido acético (Proquimios); 1.900 mL de agua tipo I1].
O gel foi seco a temperatura ambiente e, posteriormente, analisado.

3.7. Diagnéstico molecular de espécies dos Complexos Oswaldoi e Albitarsis

Com o proposito de confirmar o diagndstico morfoldgico, foram realizadas

analises moleculares de sequéncias nucleotidicas da regidao “barcode” do gene

57



MATERIAIS E METODOS

mitocondrial citocromo oxidase subunidade | (COIl). Para esta técnica, foram
utilizados mosquitos adultos fémeas e machos, criopreservados ou conservados em
naftalina. Foi empregado um grupo de fémeas dos complexos Oswaldoi e Albitarsis.
Algumas fémeas identificadas como An. benarrochi e An. galvaoi, duas espécies
muito similares morfologicamente, foram também sequenciadas para o fragmento do
gene COIl. Machos com genitalias muito similares a de An. oryzalimnetes (Complexo
Albitarsis) foram sequenciados para confirmacdo da presenca desta espécie.
Machos de An. konderi (Complexo Oswaldoi), cujas genitalias apresentaram

variabilidade morfoldgica ainda ndo descrita, foram também utilizados nesta técnica.

3.7.1. Extracao do DNA total

Para a extracdo de DNA, mosquitos inteiros (ou somente o abdome)
foram macerados em tubo tipo Eppendorf (1,5 mL) contendo 300 pL de tampéao
de extragcdo TNES [Tris-HCI 10 mM pH 7,5 (Merck); NaCl 400 mM (Merck);
EDTA 100 mM pH 8,0 (Synth®); SDS 0,6% (Sigma®)]. Pistilos autoclavados
foram utilizados para a maceracao. Adicionou-se 1 uL de proteinase K (~ 20
mg/mL; Sigma®) a cada amostra, e estas foram incubadas por 4 horas a 56°C,
com agitacdo por 10 segundos a cada 15 min [Thermomixer comfort
(Eppendorf)]. Apds esse tempo, foram adicionados 85 pL de cloreto de sodio 5
M (Merck), homogeneizando-se o contetdo do tubo com pipeta automatica. As
amostras foram entdo centrifugadas a 13.000 rpm por 10 min a temperatura
ambiente [centrifuga modelo 5415R (Eppendorf)]. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo Eppendorf contendo 300 pL de etanol absoluto
gelado (Merck). O tubo foi invertido manualmente para homogeneizagdo do
alcool e sobrenadante. As amostras foram mantidas a 4°C por
aproximadamente 18 horas. ApGs esse tempo, foram centrifugadas a 13.000
rom a temperatura de 4°C por 10 min. O sobrenadante foi descartado, e
adicionou-se ao precipitado 500 pL de etanol 70% (Merck). O tubo foi invertido
manualmente apenas uma vez e foi novamente centrifugado a 13.000 rpm a
4°C por 10 min. O sobrenadante foi descartado e deixou-se o precipitado secar
em concentrador a vacuo [Concentrator plus (Eppendorf)] a temperatura de
60°C por 8 min. Ap6s a secagem, o DNA foi diluido em 100 uL de TE [Tris-HCI
10 mM pH 8,0 (Merck); EDTA 1 mM pH 8,0 (Synth®)] no caso de mosquitos

58



MATERIAIS E METODOS

inteiros, ou 50 puL quando apenas o abdome foi utilizado para a extracdo. As
amostras foram mantidas a 56°C por 10 min e, a seguir, adicionou-se 1 pL de
RNAse 10 mg/mL (Fermentas) para cada 100 puL de DNA extraido. As
amostras foram incubadas a 37°C por 30 min e, posteriormente, armazenadas
a-20°C.

3.7.2. Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a amplificacdo da regido “barcode” do gene COI (tamanho do
fragmento: ~ 650 pb), foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores
universais LCO1490 (5’ - GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG G - 3) e
HCO02198 (5 - TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA - 3'), descritos por
Folmer et al. (1994). Para o preparo da reacdo em cadeia da polimerase, foram

utilizados os reagentes relacionados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Reagentes utilizados na amplificacdo, por PCR, da regiao

“barcode” do gene COI

Reagentes Concentracdo final pL/tubo
Tampao de PCR 10X (Invitrogen™) 1X 2,5
MgCl, 50 mM (Invitrogen™) 1,5 mM 0,75
dNTPs 10 mM cada (Kapa Biosystems) 200 uM cada 0,5
LCO1490 10 uM (IDT®) 2,5 pmol 0,25
HC02198 10 puM (IDT®) 2,5 pmol 0,25
Taq DNA polimerase 5 U/uL (Invitrogen™) 0,625 U 0,125
Agua ultrapura - 19,625
DNA genbémico 60 — 100 ng/uL 1
Volume total 25

As condicbes de ciclagem utilizadas foram: desnaturacédo inicial a 94°C
por 3 min; 40 ciclos de 3 minutos, sendo 1 min para desnaturacdo da molécula
de DNA (94°C), 1 min para pareamento dos oligonucleotideos (55°C) e 1 min
para extensdo da molécula de DNA (72°C); extensdo final de 7 minutos a
72°C. As reacdes foram submetidas a tais ciclos de temperatura em
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termociclador Mastercycler epgradient (Eppendorf). Apés a amplificacdo, as
reacdes foram armazenadas a -20°C.

3.7.3. Eletroforese em gel de agarose 1%

A fim de avaliar o tamanho dos fragmentos amplificados e o rendimento
da reacdo, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1%.

Adicionou-se 0,2 g de agarose (BioAgency) a 20 mL de TAE 1X [Tris 40
mM (Merck); acido acético 20 mM (Merck); EDTA 1 mM (Synth®)]. A agarose
foi fundida em micro-ondas e, a seguir, vertida para uma cuba de eletroforese
horizontal (BioAmerica). Foi adicionado a cuba o tampdo TAE 1X em
guantidade suficiente para que o gel ficasse totalmente submerso. Adicionou-
se 1 pL de “loading buffer” 6X (RBC) e 1 pL do corante GelRed" 1:5.000
(Biotium) a 2 pL de cada produto de PCR e a 2 pL do marcador molecular Low
DNA Mass™ Ladder (Invitrogen™). As amostras e o marcador molecular foram
aplicados no gel, e a eletroforese foi realizada a 40 V e 50 mA por 30 min
[fonte EV231 (Consort)]. O gel foi fotografado em sistema de imagem MultiDoc-
It (UVP).

3.7.4. Purificacao dos produtos de PCR por polietileno glicol 20%

Para a purificacdo dos produtos da PCR, 20 pL do produto e 20 pL de
polietileno glicol (PEG) 20% [PEG 8.000 3 g (Amresco®); cloreto de sédio 2,19
g (Merck); dgua ultrapura 15 mL] foram adicionados a um tubo tipo Eppendorf
de 1,5 mL. As amostras foram agitadas em “vortex” [Vortex-Genie® 2 (Scientific
Industries, Inc.)] e, a seguir, incubadas por 15 min a 37°C. Ap0s esse tempo,
foram centrifugadas a 13.200 rpm por 15 min a temperatura ambiente
[centrifuga modelo 5415R (Eppendorf)]. O sobrenadante foi descartado e ao
precipitado adicionaram-se 200 pL de etanol 80% gelado, homogeneizando-se
com a pipeta. Os tubos foram centrifugados a 13.200 rpm por 15 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e foram adicionados mais 200 pL de etanol 80%

gelado (Merck). Uma segunda centrifugacdo a 13.200 rpm por 15 min a 4°C foi
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realizada e, em seguida, descartou-se o0 sobrenadante. O precipitado foi seco
em concentrador a vacuo a 60°C [Concentrator plus (Eppendorf)] por
aproximadamente 10 min. O mesmo foi, entdo, ressuspenso em 10 pL de agua

ultrapura.

3.7.5. Eletroforese em gel de agarose 1,5%

A estimativa da concentracdo dos fragmentos génicos ap6s a purificacdo
destes por PEG 20% foi feita através de eletroforese em gel de agarose 1,5%.

Adicionou-se 0,3 g de agarose (BioAgency) a 20 mL de TAE 1X [Tris 40
mM (Merck); &cido acético 20 mM (Merck); EDTA 1 mM (Synth®)]. Foi feita a
dissolugcdo em micro-ondas e, a seguir, a mistura foi vertida para uma cuba de
eletroforese horizontal (BioAmerica). Adicionou-se o tampao TAE 1X em
guantidade suficiente para cobrir o gel. A 1 pyL de cada purificado, foi
adicionado 1 pL de “loading buffer” 6X (RBC) e 1 pL do corante GelRed™
1:5.000 (Biotium). Os dois ultimos foram também adicionados a 2 pL do
marcador molecular Low DNA Mass™ Ladder (Invitrogen™). As amostras e o
marcador molecular foram aplicados no gel, e a eletroforese foi realizada a 40
V e 50 mA por 30 min [fonte EV231 (Consort)]. O gel foi fotografado em
sistema de imagem MultiDoc-It (UVP), e a concentracdo de fragmentos
génicos em cada amostra foi estimada comparando-se as bandas do gel com

bandas cujo DNA havia sido previamente quantificado em espectrofotémetro.

3.7.6. Reacgdo de sequenciamento

As reacOes de sequenciamento da fita F da regido “barcode” do gene
COl foram realizadas utilizando-se o “kit" de sequenciamento BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™). Para um volume
total de 10 pL, foi adicionado 1 a 1,5 pL do purificado, dependendo da
intensidade da banda no gel feito apods purificacdo por PEG; 5 a 5,5 yL de
agua ultrapura; 1 pL de oligonucleotideo LCO1490 a 3,6 pmol (IDT®); 0,5 uL
de tampéo de sequenciamento 5X (MgCl, 5 mM, Tris-HCI 200 mM pH 9,0)

(Applied Biosystems™); 0,5 pL do “mix” BigDye® (Applied Biosystems™). As
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amostras foram sequenciadas em termociclador Mastercycler epgradient
(Eppendorf), empregando-se 25 ciclos de temperatura (96°C por 15 segundos,

50°C por 15 segundos e 60°C por 4 min).

3.7.7. Purificacédo dos produtos do sequenciamento por cromatografia de

gel filtracao

Para a remocao dos ddNTPs néo incorporados a molécula de DNA, sais
e demais reagentes, os produtos do sequenciamento foram purificados por
cromatografia de gel filtragéo.

Foram adicionados 700 pL de Sephadex” [Sephadex” G-50 Medium 10
g (GE Healthcare); agua ultrapura 200 mL] a cada coluna (GE Healthcare) e,
em seguida, as mesmas foram centrifugadas a 1.500 rpm a temperatura
ambiente por 5 min [centrifuga modelo 5415R (Eppendorf)]. As colunas foram
colocadas no interior de tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL e, a seguir, 0S
produtos do sequenciamento foram cuidadosamente aplicados no centro da
coluna. As amostras foram centrifugadas a 1.500 rpm a temperatura ambiente
por 5 min e, apos a centrifugacdo, as colunas foram retiradas. As amostras
foram secas em concentrador a vacuo [Concentrator plus (Eppendorf)] a 60°C,
por cerca de 8 min, protegidas da luz. Em seguida, as amostras foram
armazenadas em papel aluminio a -20°C e, posteriormente, submetidas a

eletroforese em sequenciador modelo 3130xl (Applied Biosystems ).

3.7.8. Andlise das sequéncias

As sequéncias foram editadas utilizando-se os programas Sequencher
4.10.1 Versdo “Demo” para Windows (Gene Codes Corporation) e BioEdit
v7.1.3 (Hall, 1999), e salvas em formato FASTA. A seguir, as sequéncias foram
alinhadas com sequéncias similares depositadas no Genbank®, utilizando-se o
algoritmo megablast (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST)/).
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3.8. Dados climatolégicos e epidemioldgicos

Os dados fluviométricos, pluviométricos e climatologicos foram obtidos junto a
Agéncia Nacional de Aguas (ANA/MMA). Foram fornecidos niveis diarios do Rio
Miranda coletados na estacao fluviométrica 66910000 (20°14'27" S, 56°23'46” O), a
mais proxima ao local de coleta dos mosquitos. Dados diarios do volume de chuva
no municipio de Miranda (estacdo pluviométrica 66910000) e registros diarios de
temperatura [estacdo climatolégica 02056005 (20°06’'07” S, 56°47'43” O)] também
foram fornecidos.

O numero de habitantes do Mato Grosso do Sul que contrairam maléria entre
0s anos de 2002 a 2011 foi obtido por meio de consulta ao Sistema de Informacao
de Agravos de Notificacédo (SINAN Web/SVS/MS,
http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/). Registros completos de casos de malaria

autéctone ocorridos nos municipios de Mato Grosso do Sul, no periodo de 2007 a

2011, foram obtidos junto a Secretaria de Estado de Saude do Mato Grosso do Sul.

3.9. Andlise dos dados

A organizacdo e a apresentacao grafica dos dados bidticos, abidticos e
epidemioldgicos, bem como o célculo de médias e percentuais, foram realizados
utilizando-se o programa Microsoft Office Excel 12.0 (Sistema Microsoft Office 2007,

Microsoft Corporation).
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4.1. Identificacdo morfolégica e molecular das espécies do género

Anopheles

Foram coletadas e identificadas morfologicamente 24.894 fémeas de
anofelinos, assim distribuidas: 310 e 640 espécimes em setembro e novembro de
2010; 327, 3.722, 16.951 e 2.944 em janeiro, mar¢co, maio e julho de 2011,
respectivamente. O esforgo total de captura foi de 330 horas. Em todos os meses,
exceto novembro, foram capturados, ocasionalmente, anofelinos machos,
totalizando 91 exemplares: 75 foram capturados no ambiente peridomiciliar, 9 no
interior da residéncia e 7 no extradomicilio. A maioria dos machos foi capturada nos
meses de janeiro (n = 41) e marco (n = 31) de 2011. Um total de 265 fémeas foi
separada para desova, embora somente 101 (38,11%) tenham desovado. A analise
isoenzimatica foi realizada em uma amostra de 336 individuos do Complexo
Triannulatus capturados no extradomicilio, sendo 59 exemplares de setembro e 72
de novembro de 2010, e 34 de janeiro, 41 de marco, 29 de maio e 101 de julho de
2011 (Tabela 4.1 e Figura 4.1). O sequenciamento da regido “barcode” do gene COI
foi realizado em uma amostra de 30 mosquitos, previamente caracterizados

morfologicamente, de diferentes meses de coleta (Tabela 4.2).

Tabela 4.1. Resultado do diagnédstico isoenzimatico realizado em uma
amostra de 336 individuos do Complexo Triannulatus capturados no

extradomicilio em Salobra, Pantanal de Miranda, MS

Més da coleta Determinacédo das espécies Total

An. halophylus  An. triannulatus C  An. triannulatus s.s.  Indeterminadas

n % n % n % n %
Set-10 17 28,81 2 3,39 35 59,32 5 8,48 59
Nov-10 40 55,56 1 1,39 13 18,06 18 25 72
Jan-11 15 44,12 12 35,29 0 0 7 20,59 34
Mar-11 5 12,19 1 2,44 35 85,37 0 0 41
Mai-11 11 37,93 2 6,89 16 55,17 0 0 29
Jul-11 82 81,19 6 5,94 11 10,89 2 1,98 101
Total 336
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T246 T247 T248 T249 s.s. Cc halo T250 T251 T252
- e - -

23

Figura 4.1. Gel de agarose 1% da enzima MPI mostrando o padréo de
bandas das espécies do Complexo Triannulatus, An. triannulatus s.s.,
An. halophylus e An. triannulatus C, capturadas em Salobra, Pantanal
de Miranda, MS. An. triannulatus s.s.: amostras T246, T248 e amostra
padrdo s.s.; An. halophylus: amostras T247, T249, T250, T252 e
amostra padrao halo; An. triannulatus C: amostra T251 e amostra
padréao C.

66

— Mpi 109

— Mpi 100

— Mpi g6
— Mpi g

— Mpl 78



RESULTADOS

Tabela 4.2. Resultados da identificacdo especifica por meio de sequéncias

“barcode” do gene COIl em 30 mosquitos dos Complexos Albitarsis e Oswaldoi

cujas analises morfoldgicas ndo foram conclusivas

Data Proporcéo da
. Identificacdo morfologica Identificagcéo mancha escura
Cédigo da Sexo o .
coleta preliminar molecular basal ho tarsébmero
posterior Il
BM1 21.01.11 F  An. albitarsis s.I. An. deaneorum ND
BM2 25.03.11 F  An. albitarsis s.I. An. oryzalimnetes ND
BM3 23.05.11 F  An. albitarsis s.I. An. deaneorum ND
BM4/C95 25.05.11 F  An. albitarsis s.I. An. deaneorum ND
BM5/C183 26.05.11 F  An. albitarsis s.I. An. deaneorum ND
BM11 23.05.11 F  An. benarrochi (?) An. konderi 35%
BM13 23.05.11 F  An. benarrochi (?) An. konderi ND
BM18 23.05.11 F  An. benarrochi (?) An. konderi ND
BM29 23.05.11 F  An. benarrochi (?) An. konderi 34% e 35%
BM30 22.03.11 F  An. evansae An. konderi 35%
BM17 23.05.11 F  An. evansae (?) An. konderi 35%
BM12 23.05.11 F  An. galvaoi An. galvaoi ND
BM14 23.03.11 F  An. galvaoi An. galvaoi ND
BM15 23.03.11 F  An. galvaoi An. arthuri ND
BM19 25.03.11 F  An. galvaoi (?) An. galvaoi ND
BM24/213 25.03.11 F  An. oswaldoi s.l. An. konderi Menos de 20%
BM25/92 22.03.11 F  An. oswaldoi s.l. An. konderi Menos de 20%
BM26/212 23.03.11 F  An. oswaldoi s.l. An. konderi Menos de 20%
BM7/C111 26.05.11 F  An. oswaldoi/An. evansae An. konderi ND
BM8/C114 26.05.11 F  An. oswaldoi/An. evansae An. konderi ND
BM9/C130 26.05.11 F  An. oswaldoi/An. evansae An. konderi ND
BM10/C220 14.07.11 F  An. oswaldoi/An. evansae An. konderi Mais de 20%
BM6/C66 25.05.11 F  An. oswaldoi/An. konderi An. konderi ND
BM16/C125 26.05.11 F  An. oswaldoi/An. konderi An. konderi ND
BM20/358 23.03.11 M An. konderi * ND
BM23/313 20.01.11 M An. konderi * ND
BM21/362 23.03.11 M An. konderi An. konderi ND
BM22/333 21.01.11 M An. konderi *x ND
BM27/310 20.01.11 M An. oryzalimnetes (?) ** ND
BM28/339 21.01.11 M An. oryzalimnetes (?) ** ND

* Nao foi possivel a identificagdo molecular devido a baixa qualidade da sequéncia gerada.

** Nao foi possivel a identificagdo molecular devido a ndo amplificacdo do DNA.

ND: Nao Disponivel
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As identificacdes morfolégica e molecular dos mosquitos revelaram a
presenca de 13 espécies ou complexos de espécies de anofelinos em Salobra (MS):
An. albitarsis s.l., An. arthuri, An. darlingi, An. deaneorum, An. galvaoi, An.
halophylus, An. konderi, An. mattogrossensis, An. oryzalimnetes, An. oswaldoi s.|.,
An. rondoni, An. triannulatus C e An. triannulatus s.s.

A espécie An. arthuri foi identificada pela sequéncia “barcode” (COI) de uma
fémea classificada morfologicamente como An. galvaoi (Tabela 4.2). Devido ao fato
de que essas duas espécies ndo podem ser diferenciadas pelos caracteres de
fémeas adultas, ressalva-se que os resultados apresentados mais adiante sobre as
variagbes sazonal e horaria do que chamamos An. galvaoi podem corresponder
aqueles das espécies An. arthuri e An. galvaoi.

Ressalvamos ainda que as informacdes referentes a An. albitarsis s.l. incluem
as espécies An. deaneorum, An. oryzalimnetes e, possivelmente, outras espécies do
Complexo Albitarsis, ja que poucos individuos foram analisados molecularmente e a
diferenciacdo morfolégica dessas espécies em geral é feita por caracteres da
genitalia masculina (Motoki et al., 2009).

Para os resultados e discussao referentes a variagdo da frequéncia dos
anofelinos, variacdo horaria da frequéncia, composicéo etéria, distribuicdo no intra,
peri e extradomicilio, e comparacao entre capturas em atrativo humano e em atrativo
humano protegido, consideraremos as sete espécies ou grupos de espécies a
seguir: An. albitarsis s.l., An. darlingi, An. galvaoi + An. arthuri, An. mattogrossensis,
An. oswaldoi s.I. + An. konderi, An. rondoni e An. triannulatus s.l.

4.2. Variagao da frequéncia dos anofelinos

Na Tabela 4.3 apresentamos a fauna total de anofelinos capturada em todas
as coletas realizadas, incluindo os pontos adicionais no peri e extradomicilio e as
coletas de 18 horas. No total, as espécies (ou complexos de espécies) mais
frequentes foram An. darlingi e An. triannulatus s.l., que juntas corresponderam a
82,86%. As outras espécies capturadas, em menor frequéncia, foram: An. albitarsis
s.l. (4,46%), An. oswaldoi s.I. + An. konderi (2,11%), An. mattogrossensis (1,36%),
An. galvaoi + An. arthuri (0,67%) e An. rondoni (0,6%) (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3. Total de individuos, por espécie, capturados no total das coletas
bimestrais em Salobra, Pantanal de Miranda, MS. Foram consideradas todas as
capturas: as coletas sisteméticas de 17h a 20h nos pontos sistematicos, as coletas
de 18 horas nos meses de marc¢o, maio e julho, e as coletas adicionais no atrativo

humano e no 2° ponto extradomiciliar

Espécie Més Total %
set-10 nov-10 jan-11 mar-11 mai-11  jul-11

An. darlingi 75 4 46 1.425 12.843 1.319 15.712 63,12%

An. triannulatus

s.l. 202 323 156 1.332 2.305 595 4913  19,74%

An. albitarsis s.I. 6 8 26 259 502 309 1.110 4,46%

An.oswaldoi s.l.

+ An. konderi 0 1 71 112 305 36 525 2,11%

An.

mattogrossensis 1 0 16 71 241 9 338 1,36%

An. galvaoi +

An. arthuri 4 7 0 8 93 55 167 0,67%

An. rondoni 0 0 2 46 100 2 150 0,6%

An. sp 22 297 10 469 562 619 1.979 7,95%

Total 310 640 327 3.722 16.951 2.944 24.894 100,01%

A fim de comparar, entre os meses, a variacado na frequéncia e a contribuicéo
percentual das espécies de anofelinos (Figuras 4.2, 4.3 e 4.4), foram considerados
apenas 0s mosquitos coletados nas capturas sistematicas, isto €, aquelas realizadas
no intra, peri e extradomicilio durante cinco dias de cada més, entre 17h e 20h, ja
gue tais capturas foram realizadas em todos o0s seis meses de coleta. A frequéncia
de individuos de cada espécie (ou complexo) nos diferentes meses € apresentada
na Figura 4.2, exceto para An. triannulatus s.l., que é apresentada na Figura 4.3. Em
ambas as figuras, observa-se que todas as espécies apresentaram maior frequéncia
no més de maio, no qual ndo ocorreu nenhuma chuva e no qual se registrou 0 maior
nivel do Rio Miranda (Figura 4.5). An. darlingi e An. triannulatus s.l. e An. galvaoi
apresentaram a menor frequéncia em janeiro, més em que se registrou 0 maior
volume de chuva em Salobra. J& An. albitarsis s.l., An. oswaldoi s.I. + An. konderi e
An. rondoni tiveram a frequéncia mais baixa em setembro, o més mais seco. An.

mattogrossensis foi menos frequente em novembro.
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Considerando-se as trés espécies do Complexo Triannulatus separadamente,
An. halophylus foi mais frequente em julho (més de seca) e menos frequente em
marco (més chuvoso). Aparentemente, houve maior frequéncia de individuos An
triannulatus s.s. em marco e uma menor frequéncia dessa espécie em janeiro. Com
efeito, em janeiro, nenhum dos 34 espécimens do Complexo Triannulatus testados
correspondeu a An. triannulatus s.s., ao passo que as outras duas outras espécies
conhecidas do complexo foram frequentes. An. triannulatus C parece ser mais
frequente em janeiro. J& novembro e marco parecem ser oS meses de menor
frequéncia dessa espécie (Figura 4.3).

A contribuicdo percentual de cada espécie nos diferentes meses,
apresentada na Figura 4.4, mostra que An. darlingi predominou nos meses chuvosos
em relacdo as outras espécies, e que a proporcdo de An. triannulatus s.l. foi maior
NOS meses mais secos.

Na Figura 4.5, observa-se que os meses de maior precipitacdo foram janeiro
e margo, que tiveram 215,2 e 164,2 mm de chuva, respectivamente. J4 os meses de
menor volume de chuva foram setembro (final da seca) e maio (inicio da seca).
Entretanto, em setembro foi registrado o menor nivel de 4gua do Rio Miranda (169
cm), enquanto em maio obteve-se uma altura 3,5 vezes maior desse rio (590 cm). O
nivel alto registrado para o Rio Miranda nesse més é devido ao acumulo de agua
das chuvas abundantes ocorridas nos meses finais da estacao chuvosa.

Deve-se observar que, em novembro, houve grande dano aos mosquitos
durante o transporte dos mesmos vivos em gaiolas, impossibilitando a identificacéo
de 297 exemplares (46,41%) do total coletado nesse més. Assim, o niumero de
individuos de algumas espécies (por exemplo, An darlingi) em novembro esta, muito
provavelmente, subestimado (Figura 4.4).

As coletas de novembro de 2010 e janeiro de 2011 foram feitas no horério
habitual, ou seja, de 17h a 20h. Entretanto, nesses dois meses, devido a vigéncia do
horario de verdo no Mato Grosso do Sul, as coletas deveriam ter sido realizadas de
18h a 21h, a fim de abranger os mesmos periodos claros e escuros do dia das
outras quatro coletas. Desse modo, ressalvamos que o numero total de mosquitos
capturados em novembro e janeiro pode estar subestimado, em virtude de que a
amostragem incluiu menor tempo de coletas em horario noturno apds o crepusculo
vespertino que nos outros quatro meses, embora o esforco de captura tenha sido

sempre 0 mesmo.
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Figura 4.2. Variacdo bimestral das espécies de anofelinos em

setembro e novembro de 2010, e janeiro, mar¢co, maio e julho de

2011, em Salobra, Pantanal de Miranda, MS. A variacdo bimestral

de todas as espécies em um unico grafico e de cada uma

separadamente é apresentada. Nos graficos da variacdo bimestral

de cada espécie, sdo apresentados, em azul, os volumes totais de

chuva no periodo* considerado. O numero de individuos em cada

més corresponde ao total capturado nos trés pontos de coleta

sistematicos entre 17h e 20h.

* Periodo: dos 15 dias anteriores ao 1° dia da coleta até o 5° dia da

mesma.
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Figura 4.2 (Continuac&o). Variagdo bimestral das espécies de anofelinos em setembro e novembro de 2010,
e janeiro, marco, maio e julho de 2011, em Salobra, Pantanal de Miranda, MS. A variagdo bimestral de todas
as espécies em um Unico grafico e de cada uma separadamente é apresentada. Nos gréaficos da variacdo
bimestral de cada espécie, sdo apresentados, em azul, os volumes totais de chuva no periodo* considerado.
O numero de individuos em cada més corresponde ao total capturado nos trés pontos de coleta sistematicos
entre 17h e 20h.

* Periodo: dos 15 dias anteriores ao 1° dia da coleta até o 5° dia da mesma.
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Figura 4.3. Variagdo bimestral de An. triannulatus s.|.
(A) e contribuicdo percentual de An. triannulatus s.s.,
An. halophylus e An. triannulatus C (B) em setembro e
novembro de 2010, e janeiro, mar¢o, maio e julho de
2011, em Salobra, Pantanal de Miranda, MS. A: O
namero de individuos em cada més corresponde ao
total capturado nos trés pontos de coleta sistematicos,
entre 17h e 20h. Em azul, é mostrado volume total de
chuva no periodo* considerado. B: Contribuicdo
percentual de An. triannulatus s.s., An. halophylus e An.
triannulatus C, calculada sobre uma amostra de
individuos proveniente do total de An. triannulatus s.l.
coletado em cada més.

* Periodo: dos 15 dias anteriores ao 1° dia da coleta até
0 5° dia da mesma.
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Figura 4.4. Contribuicdo percentual das espécies em cada més

de coleta (setembro e novembro de 2010, e janeiro, mar¢o, maio

e julho de 2011) e no total dos meses em Salobra, Pantanal de

Miranda, MS. Foram considerados os individuos capturados nos

trés pontos de coletas sistematicas, entre 17h e 20h, durante

cinco dias em cada més.
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Total
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Figura 4.4  (Continuacao). Contribuicao
percentual das espécies em cada més de coleta
(setembro e novembro de 2010, e janeiro,
margo, maio e julho de 2011) e no total dos
meses em Salobra, Pantanal de Miranda, MS.
Foram considerados os individuos capturados
nos trés pontos de coletas sistematicas, entre

17h e 20h, durante cinco dias em cada més.
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Figura 4.5. Niveis de 4gua do Rio Miranda, volumes de chuva e temperaturas
maxima e minima nos periodos considerados nos meses de setembro e novembro
de 2010, e janeiro, mar¢o, maio e julho de 2011, no municipio de Miranda, MS. No
gréfico a esquerda: nivel de agua do Rio Miranda (em cm) nos 15 dias anteriores a
coleta em cada més, e volume total de chuva (em mm) em Miranda no periodo*. No
grafico a direita: temperatura diaria maxima e minima (valor médio para o periodo*®).
Dados fornecidos pela Agéncia Nacional de Aguas.

* Perfodo: dos 15 dias anteriores ao 1° dia da coleta até o 5° dia da mesma.

4.3. Variacado horaria da frequéncia dos anofelinos

A frequéncia horéaria de picadas de cada espécie (ou complexo) nos meses
de marco, maio e julho, no extradomicilio, é apresentado nas Figuras 4.6-4.13.

Essencialmente, os picos de maior atividade hematofagica de An. darlingi
ocorreram no crepusculo matutino e nos momentos peri-crepusculares ao
amanhecer. Na coleta de marco de 2011 (inicio do outono), observou-se um ligeiro
aumento na densidade de An. darlingi entre 4h e 5h da manha, horario em que foi
capturado o maior nimero de individuos. Em maio (final do outono), o maior nimero
de anofelinos desta espécie foi capturado no horario de 6h a 7h da manha. Em julho
(inicio do inverno), houve um pico Unico e bastante nitido de 6h a 7h. Dois ligeiros
picos secundarios em marco (18-19h e 23-00h) e dois em julho (18-19h e 00-01h)
podem ser observados. Em maio, o ciclo de picadas apresentou-se muito irregular,

com diversos picos e quedas bruscas no nimero de An. darlingi, ao longo da noite e

76



RESULTADOS

da madrugada. Entretanto, mesmo quando ocorreu a diminuicdo acentuada no
namero de mosquitos, este nao ficou abaixo de 150 por horario neste més (Figuras
4.6 e 4.7).

Anopheles triannulatus s.l. apresentou um pico de atividade de 18h a 19h nas
trés coletas de 18 horas seguidas, mas também um pico proximo ou ao amanhecer,
sendo 4h a 5h em margco e 6h a 7h em maio e julho. Ao longo da madrugada, a
atividade de An. triannulatus s.l. variou entre os meses, nado apresentando um
padrdo (Figura 4.8). Para as demais espécies, o numero de individuos capturados
ndo ultrapassou 25 por horario em todos os meses, ndo sendo possivel avaliar o
padrdo de atividade hematofagica devido a baixa amostragem. Desse modo, as
atividades horérias das demais espécies sdo aqui apresentadas apenas com intuito
ilustrativo, principalmente pelo fato de que nédo se tem disponivel na literatura dados
sobre este aspecto comportamental de algumas delas (Figuras 4.9 a 4.13).
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79



RESULTADOS

Julho-11

uLL-OL
yoL-60
us0-80
- ugo-L0
| 420-90
U90-s0
USo-+0
uro-ca
Ueo-zo
» UZO-1LQ
ULO-00
yoo-€z
uez-zz
yzz-Lz
yLz-0z
yoz-61
usL-gL
ugL-LL

Maio-11

ULL-0ot
| uyoL-60
 Us0-80
ugo-20
' 4yz0-90

U90-sa
» USO-HO
Uro-ca
| ugo-zo
yzo-10
ULo-00
| yoo-£z
uez-zz
uyzz-LT
yLz-oz
uoz-sl
CusL-gL
ugL-sL

Margo-11

I = & z+3 =+ I3
ULL-0L

HOL-60
uso-80
Ugo-20
uz0-90
| 490-50
- US0-+Q
UpO-£0
- yso-za
| yzo-10
- UL0-00
yoo-€Z
usz-zT
uzz-Lz
UyLz-0T

HoT-6lL

usL-gL
ygl-Lt

o o] L] ] o] [l <>
R Lo ] 0y «© s Lt
R -

SONpJAIpUL 8P oN

Figura 4.8. Ciclo de picadas de An. triannulatus s.l. de 17h a 11h, no extradomicilio, nos meses de marco, maio e julho de
80

2011, em Salobra, Pantanal de Miranda, MS.



RESULTADOS

Julho-11

Maio-11

Marco-11

H uLL-oL
4O 160
b UG0-80
b UBO-L0
uzo-sa

U90-50
uyso-ra
uvo-ca
ugo-za
uzo-10
410-00
e
ucz-zz

<

uzz-1z
p HLZ-0Z
uoz-sl)
uaL-gL
ygl-sl

<

YLL-oL
U0 L-60
) 460-80

ug0-20
b 12000
Y90-50
US0-+0

Yo-€0
ugo-zo
uzo-io
YL0-00

Hoo-€2
ysz-zz
uzz-iz
uiLz-0z
yoz-61
ysL-gL
usi-Ll

o]

YLL-OL
yoL-6a
yso-80
» UBO-L0
mxtu-m.u
y9o-ga

US0-+0

YPO-CO

4c0-zo
uzo-La
yLo-0a

yoo-£z
uygz-zE
uzz-iz
yiz-oz
YozT-61
usL-B1L
ugL-L1

£ £

SONPIAIPUL 8P 6N

Figura 4.9. Ciclo de picadas de An. albitarsis s.I. de 17h a 11h, no extradomicilio, nos meses de marco, maio e julho de 2011,

em Salobra, Pantanal de Miranda, MS. Ciclo de picadas apresentado apenas com intuito ilustrativo, devido a baixa

amostragem de individuos.

81



RESULTADOS

Julho-11

Maio-11

Margo-11

ULL-OL
Yo L-60
UsO-20
USO-L0
UL0-90
USD-50
UGO-0
Uro-£0
YEo-z0
UZO-LO
HELO-0Q
UOO-€Z
uez-zz
UZT-LE
ULZ-0Z
HozZ-6L
UsL-g L
FUSL-LL

(X <>

UTT-OT
YOT-GO
Yo0-80
Ug0-L0

§4L0-90
490-50
USO-vO
Upo-£0
ugo-zo

YZO-TO

HTO-00
HOO-ET
— 4gz-z2

HET-1T
Y1TE-0T
YOE-6T

:l/ UsT-81
UgT-LT

25

20

15
10

-

—_— )

(X o] o>

UL L-OL
UoL-60
UBO-80
UGO-L0
H20-90
| upo-go
USo-F0

UPO-£0
¥ USo-Z0
UZO-LO

ULO-00
| uyoo-cz
uygz-zT
UZTLE

- ' uLz-oz

S yoz-6L

HEL-8 L

/1.\"@ L-LL

© =
SonpiAIpul 9P oN

(S <>

Figura 4.10. Ciclo de picadas de An. mattogrossensis de 17h a 11h, no extradomicilio, nos meses de marco, maio e julho de

2011, em Salobra, Pantanal de Miranda, MS. Ciclo de picadas apresentado apenas com intuito ilustrativo, devido a baixa

amostragem de individuos.

82



RESULTADOS

Julho-11

Maio-11

Margo-11

CHLL-OE

“HOL-6Q
y&80-80
ya0-L0

HLO0-20

Ha0o-20
HGo-+0

Yr-c0

Heo-Za
HZo-10
410-00
HOO-eZ
qeZ-Za
yIe-e
YL~
HOT-6 1
s -8
HgL-Lb

YLi-oL
HoL-80
Uso-80
yso-L0

HL0-20

b L] L]
+ ¥ 4
- <« Lt

SONpPJAIpUL 8P oN

Uao-a0
Ys0-¥o
Yro-€0

HEO-TO

YZo-1o
ULo-00
HOO-£Z
YeT-Te
yo-Le
ULe-0e

HOZ-G1

yasi-agl
ygi-Li

Yi1-0O1L

Yo L-60
Heo-ga

Yyz0-L0

L ULO-60

Ha20-2Q
HE0-¥0
Yro-eQ
ueo-Za
YZO-10

yio-oa

Hoo-el
uge-Te

cuzz-1z
uLz-0z
uoz-61

I

oIy

usL-gi
ysi-Lt
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julho de 2011, em Salobra, Pantanal de Miranda, MS. Ciclo de picadas apresentado apenas com intuito ilustrativo, devido a
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Figura 4.12. Ciclo de picadas de An. oswaldoi s.l. + An. konderi de 17h a 11h, no extradomicilio, nos meses de mar¢o, maio e

baixa amostragem de individuos.
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Figura 4.13. Ciclo de picadas de An. rondoni de 17h a 11h, no extradomicilio, nos meses de mar¢o, maio e julho de 2011, em
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4.4. Composicao etéria

Foram dissecados 309 mosquitos, amostrados aleatoriamente, do total
coletado no extradomicilio nos meses de maio (n = 136) e julho (n = 173) (Figura
4.14). A proporgédo de fémeas de An. darlingi paridas ndo variou essencialmente
entre os dois meses de observacéo, estando entre 38-40%. Ou seja, de 121 fémeas
de An. darlingi dissecadas em maio, 73 (60,33%) eram nuliparas e 46 (38,02%) ja
tinham parido ao menos uma vez. Em julho, a proporcao de nuliparas foi de 57,69%
e a de paridas, 39,74% (Figura 4.15). Em maio e julho, foram dissecadas 6 e 83
fémeas de An. triannulatus s.l., respectivamente. Em julho, a proporcéo de paridas
nesta espécie foi bem maior que em An. darlingi, isto €, 60,24% (Figura 4.16).
Nestas figuras aparecem como indeterminados os ovarios de fémeas cujo estagio de
desenvolvimento do ovario estava muito avancado, impedindo a determinagéo exata

do enovelamento ou ndo das traqueiolas.

B An. albitarsis s.l.

maio-2011 julho-2011

A
1'|I ' I
1 1

Figura 4.14. Numero de fémeas, por espécie, que tiveram seus OVarios

B An. darlingi
An. galvaol + An, arthuri
W An. oswaldoi sl + An.

konderi

An. rondoni

® An. mattogrossensis

B An. triannulatus s.1.

dissecados nos meses de maio e julho de 2011, em Salobra, Pantanal de

Miranda, MS. Todos os individuos foram capturados no extradomicilio.
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An, darlingi - maio 2011 An. darlingi - julho 2011
1,65% 2,56%

Muliparas
® Paridas
undeterminadas

60,33% 57,69%

Figura 4.15. Namero de fémeas de An. darlingi nuliparas e paridas,
capturadas no extradomicilio, em maio e julho de 2011, em Salobra,
Pantanal de Miranda, MS.

An, triannulatus s.l. - maio 2011 An. triannulatus s.I. - julho 2011
16,67%
50%

39,76% 33
Nuliparas
™ Paridas

¥ Indeterminadas

Figura 4.16. Numero de fémeas de An. triannulatus s.I. nuliparas e
paridas, capturadas no extradomicilio, em maio e julho de 2011, em
Salobra, Pantanal de Miranda, MS.
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4.5. Distribuicdo dos anofelinos no intra, peri e extradomicilio

As coletas comparativas e simultdneas nos trés ambientes indicaram
consideravel diferenca de frequéncia de picadas, em animal, no extradomicilio, e em
humanos no peridomicilio e nas paredes da casa, com grande vantagem para as
primeiras, sugerindo que as espécies de anofelinos de Salobra, incluindo An.
darlingi, apresentam habitos essencialmente exofagicos (Tabela 4.4 e Figura 4.17).
Na Figura 4.17, observa-se que praticamente ndo ha diferenca entre a composicao
da fauna anofélica coletada nos trés ambientes. Exceto por An. rondoni, que nunca
foi coletado dentro da casa, as demais espécies foram detectadas, embora em
diferentes numeros e proporcdes, tanto dentro da casa quanto no peridomicilio com
atrativo humano protegido e no fragmento de mata ciliar em cavalo. Na Figura 4.18,
a distribuicio das espécies nos trés ambientes € mostrada em cada més
individualmente. A curva sazonal das espécies, apresentada na Figura 4.3, reflete,
essencialmente, a variacéo da frequéncia extradomiciliar nos diferentes meses.

Cabe ressaltar que as coletas sistematicas feitas em atrativo humano
protegido nos seis meses de coleta foram pouco produtivas. Ja as coletas
diretamente em atragdo humana, realizadas apenas em maio (um dia) e julho (dois
dias), foram mais produtivas em termos quantitativos. Dessa forma, o niumero de
anofelinos picando o homem no ambiente peridomiciliar € muito provavelmente

maior do que o resultado apresentado na Tabela 4.4 e na Figura 4.17.
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Tabela 4.4. Comparacao entre o n° de individuos capturados nos ambientes intra,

peri (atracdo humana + atrativo humano protegido) e extradomiciliar (ponto

sistematico), no total das coletas bimestrais entre 17h e 20h, em Salobra, Pantanal

de Miranda, MS

Peri
o
Intra % . % (ponto % Total %

atrativo . P

h sistematico)

umano

protegido)
An. albitarsis s.I. 26 2,98 69 7,90 778 89,12 873 100
An. darlingi 12 0,16 84 1,15 7.221 98,69 7.317 100
An. galvaoi + An. 2 179 3 269 107 9554 112 100,02
arthuri
An. . 4 259 11 7,14 139 90,26 154 99,99
mattogrossensis
An. oswaldoi s.|. + 5 1,81 30 10,87 241 87,32 276 100
An. konderi
An. rondoni 0 0 3 2,61 112 97,39 115 100
An. triannulatus s.I. 24 0,68 70 1,98 3.442 97,34 3.536 100
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B An. albitarsis s.1.

Intra(n =73} Peri (n = 198} Extra {(n = 12.020}) ® An. datlingi
778
An. galvaoi + An. arthuri
¥ An. oswaldoi sl + An.
i konderi
An. rondoni

= An. mattogrossensis
¥ An. triannulatus s.1.
Figura 4.17. Numero total de individuos de cada espécie capturados por ambiente [intra, peri (apenas atrativo

humano protegido) e extradomiciliar], no total das coletas bimestrais (setembro e janeiro de 2010, e janeiro, marco,
maio e julho de 2011) entre 17h e 20h, em Salobra, Pantanal de Miranda, MS.
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Figura 4.18. Distribuicdo de individuos, em escala logaritmica, no intra, peri (apenas atrativo humano protegido) e

extradomicilio, em setembro e novembro de 2010, e janeiro, mar¢co, maio e julho de 2011, entre 17h e 20h, em Salobra,

Pantanal de Miranda, MS.
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Figura 4.18 (Continuacgao). Distribuicdo de
individuos, em escala logaritmica, no intra,
peri (apenas atrativo humano protegido) e
extradomicilio, em setembro e novembro
de 2010, e janeiro, marco, maio e julho de
2011, entre 17h e 20h, em Salobra,

Pantanal de Miranda, MS.
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4.6. Comparagéo entre capturas de anofelinos feitas diretamente em atracao
humana e em atrativo humano protegido, e sua frequéncia segundo as

iscas

Nas Tabelas 4.5 a 4.7, sdo apresentados os resultados das coletas em
atracdo humana em comparacdo com aquelas realizadas no atrativo humano
protegido simultaneamente, isto €, nos mesmos dias e horérios. Na Tabela 4.8, os
dois tipos de captura em humanos sao comparados com aquela realizada no atrativo
animal simultaneamente.

A atracdo humana e o atrativo humano protegido estiveram posicionados a
cerca de 9 m de distancia um do outro. Observa-se que 0 niumero de mosquitos
capturado em atracdo humana foi expressivamente maior do que aquele capturado
no atrativo humano protegido. Em uma coleta de 17h a 20h no més de maio, foi
capturado um total de 19 anofelinos em atragdo humana, cerca de 6 vezes mais do
gue no atrativo humano protegido no mesmo periodo. Em julho, foi capturado um
total de 55 individuos, contra apenas 12 na armadilha.

Anopheles darlingi e An.albitarsis s.l. sdo as espécies mais antropofilicas da
localidade. Ambas foram predominantes nas coletas feitas diretamente em humano
no peridomicilio, com vantagens para a primeira no més de maio. No total das
coletas em atracdo humana néo protegida, mais individuos An. darlingi (n = 31)
foram capturados nesse tipo de isca do que An. albitarsis s.I. (n = 23) (Tabela 4.8). O
mesmo ndo se verificou na armadilha onde também havia o atrativo humano
protegido. Portanto, os resultados quantitativos e qualitativos entre as coletas feitas
com os dois métodos ndo se assemelham. Isso significa que a frequéncia de
mosquitos no peridomicilio observada ao longo de todo o estudo, empregando a
armadilha com atrativo humano protegido, pode nédo corresponder qualitativa e

guantitativamente a fauna anofélica que pica humanos na localidade junto a casa.
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Tabela 4.5. Namero de individuos capturados, por espécie, em atracdo humana e
em atrativo humano protegido, no més de maio. As duas capturas foram realizadas

simultaneamente no horéario de 17h a 20h

Maio-11
Atracdo humana Atrativo humano protegido

Total Total

dos 3 dos 3
Espécie 17-18h | 18-19h | 19-20h | horéarios | 17-18h | 18-19h | 19-20h | horérios
An. albitarsis s.I. 0 1 0 1 0 0 0 0
An. darlingi 8 3 0 11 0 0 1 1
An. rondoni 0 0 0 0 1 0 1
An. triannulatus s.l. 4 2 0 0 1 0 1
An. sp 1 0 0 0 0 0 0
Total 13 6 0 19 0 2 1 3

Tabela 4.6. Namero de individuos capturados, por espécie, em atragdo humana e
em atrativo humano protegido, no més de julho (1° dia). As duas capturas foram
realizadas simultaneamente no horéario de 17h a 20h

Julho-11 (1° dia)
Atracdo humana Atrativo humano protegido

Total Total

dos 3 dos 3
Espécie 17-18h | 18-19h | 19-20h |horarios| 17-18h | 18-19h | 19-20h | horarios
An. albitarsis s.. 1 4 5 10 0 1 0 1
An. darlingi 6 1 4 11 0 0 0 0
An. galvaoi + An.
arthuri 0 0 0 0 0 1 0 1
An. oswaldoi s.I. +
An. konderi 1 0 0 1 0 0 0 0
An. triannulatus s.l. 6 2 1 9
Total 14 7 10 31 0 3 0 3
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Tabela 4.7. Numero de individuos capturados, por espécie, em atracdo

humana e em atrativo humano protegido, no més de julho (2° dia). As duas

capturas foram realizadas simultaneamente no horario de 17h a 20h

Julho-11 (2° dia)

Atragdo humana*

Atrativo humano protegido

Espécie Total dos 3 horarios | 17-18h | 18-19h | 19-20h | Total dos 3 horarios
An. albitarsis s.I. 12 0 2 0 2

An. darlingi 9 0 0 0 0

An. galvaoi + An.

arthuri 0 2 0 2

An. triannulatus s.l. 0 1 4 5

An. sp 1 0 0 0 0

Total 24 0 5 4 9

* Os mosquitos desta coleta ndo foram separados por horario.

Tabela 4.8. Total de mosquitos de cada espécie capturado nas trés coletas

simultaneas (um dia em maio e dois em julho) em atracdo humana, em atrativo

humano protegido e em atrativo animal de 17h a 20h

Total no
Total na .
Espécie atracao atrativo Total no Total
P h & humano atrativo animal
umana )
protegido
n % n % n % n %
An. albitarsis s.l. 23 32,39 3 4,23 45 63,38 71 100
An. darlingi 31 2,26 1 0,07 1.341 97,67 1.373 100
An. galvaoi + An. 0 0 3 8,33 33 91,67 36 100
arthuri
An.oswaldois.l. +, ,ap 0 22 9565 23 100
An. konderi
An. rondoni 0 0 1 20 4 80 5 100
An. triannulatus s.l. 17 2,82 7 1,16 578 96,01 602 99,99
An. sp 2 2 0 0 98 98 100 100

4.7.

Investigacdes epidemiologicas sobre malaria no Mato Grosso do Sul

Segundo os dados obtidos junto ao Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN Web/SVS/MS) e junto a Secretaria de Estado de Saude do Mato
Grosso do Sul, de 2002 a 2011, 413 individuos residentes no Mato Grosso do Sul

tiveram o diagndstico de malaria confirmado: 37 casos autoctones adquiridos dentro
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do Mato Grosso do Sul e 376 casos de maléaria importada ou introduzida de outros
estados (Tabela 4.9). Os casos autdctones foram registrados em diversos
municipios, entre os quais destacam-se Tacuru, Nova Andradida e Sonora (Tabela
4.10). Ja os casos importados foram provenientes principalmente de Rondbnia, Para
e Mato Grosso (Tabela 4.11). A maioria dos individuos que tiveram malaria
importada reside no municipio de Campo Grande. Em 2004, houve um caso
importado no municipio de Miranda, o qual foi, provavelmente, advindo do estado de
Rond6nia. Tanto os casos classificados como autéctones quanto como importados
ou introduzidos foram, em sua maioria, devidos a infec¢oes pelo P. vivax.

Os casos autéctones registrados de 2007 a 2011 sdo detalhados na Tabela
4.12. Desses, oito teriam sido adquiridos no proprio municipio de residéncia e um foi
contraido em outro municipio dentro do estado. Os individuos teriam sido infectados
nos seguintes municipios do Mato Grosso do Sul: Campo Grande (3 casos),
Sidrolandia (1), Nova Alvorada do Sul (2), Aparecida do Taboado (1), Aquidauana
(1) e Camapua (1) (Tabela 4.12 e Figura 4.19).

Segundo consultas a Secretaria Municipal de Saude e Saneamento de
Miranda, nenhum caso de maléria teria sido adquirido em Miranda nos ultimos 10
anos. Entretanto, em consulta ao SINAN, verificamos que ocorreu um caso
confirmado de malaria importada em 2004 (n° do caso 0050281). O local provavel da
infeccéo foi o Estado de Rondénia e este individuo foi infectado por P. vivax.

Cabe ressaltar que o banco de dados do SINAN Web é atualizado
periodicamente, e os dados epidemiolégicos aqui apresentados foram obtidos em
meados de 2011 através de consulta a esse sistema e as Secretarias Estadual e
Municipal de Saude ja referidas.
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Tabela 4.9. Casos de maléria registrados no Mato Grosso do Sul, entre
0s anos de 2002 e 2011

- N° de casos N° de casos e
autoctones importados
2002 11 31 42
2003 10 44 54
2004 4 54 58
2005 3 70 73
2006 0 61 61
2007 1 26 27
2008 0 19 19
2009 4 29 33
2010 1 21 22
2011 3 21 24
Total 37 376 413

Fonte dos dados: SINAN Web/SVS/MS.
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Tabela 4.10. Numero de casos autéctones anuais registrados no

Mato Grosso do Sul entre 2002 e 2011, e municipios onde o0s

individuos se infectaram

Ano N Municipios onde foi adquirida a infeccéo
Tacuru (5), Sonora (3), Japoré (1), Pedro
2002 1 5) | ()_ pora (1)
Gomes (1) e Sidrolandia (1)
Nova Andradina (5), Sonora (3), Coxim (1)
2003 10
e Camapua (1)
Nova Andradina (1), Coxim (1) e Antonio
2004 4 . .
Jodo (1) e Alcinépolis (1)
2005 3 Tacuru (1), Ivinhema (1) e Inocéncia (1)
2006 0 -
2007 1 Aparecida do Taboado
2008 0 -
2009 4 Campo Grande (3) e Sidrolandia (1)
2010 1 Aquidauana
2011 3 Nova Alvorada do Sul (2) e Camapua (1)
Total 37

Entre parénteses, estd o n° de casos.

Exceto pelo Unico caso de 2010, todos os demais foram adquiridos dentro do

proprio municipio de residéncia do individuo.
Fonte dos dados: SINAN Web/SVS/MS.
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Tabela 4.11. Casos importados ocorridos no Mato Grosso do Sul, entre 2002 e

2011, e municipios que receberam o maior nimero de casos importados em cada

ano
_ Municipio de residéncia
Estados dos quais se o
o _ dos individuos que
Ano N originaram a maior parte dos o .
_ adquiriram maléria fora do
casos importados
MS*
Coronel Sapucaia e
2002 31 Para (11)
Paranhos
2003 44 Rondénia (21) e Mato Grosso (9) Campo Grande
Rondénia (20), Mato Grosso (11)
2004 54 ) Campo Grande
e Para (10)
_ Campo Grande e Sao
2005 70 Rondonia (44) _
Gabriel do Oeste
2006 61 Rondonia (27) Campo Grande
2007 26 Rondonia (17) Campo Grande
2008 19 Rondobnia (11) e Para (5) Campo Grande
2009 29 Rondénia (12) e Amazonas (4) Campo Grande
2010 21 Rondénia (11) e Amazonas (5) Campo Grande
2011 21 Rondobnia (12) e Para (4) Campo Grande e Sonora
Total 376

* Sdo listados apenas os municipios que receberam o maior nimero de casos importados.
Fonte dos dados: SINAN Web/SVS/MS.
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Tabela 4.12. Informacdes epidemioldgicas sobre os casos de maléaria autéctone ocorridos no Mato Grosso do Sul entre 2007 e 2011

N° de
Idade Més/Ano dos Més/Ano o Municipio . parasitos
Ndamero o Municipio de 5 . Especie de 3
Sexo (em primeiros da . provavel de Ocupacéo o por mm
do caso : - residéncia : Plasmadio
anos) sintomas  notificacéo infeccéo de
sangue
Aparecida do Aparecida do _
0010837 ND ND ND ?/2007 ND P. falciparum ND
Taboado Taboado
0012949 39 Dez/2008 Set/2009 Campo Grande = Campo Grande ND P. vivax 99
0012951 F 2 Dez/2008 Set/2009 Campo Grande = Campo Grande ND P. vivax 99
Motorista de caminh&o
0012954 M 45 Fev/2007 Set/2009 Campo Grande = Campo Grande (rotas regionais e P. vivax 99
internacionais)
) ) ) ) P. falciparum e
0005732 M 45 Fev/2009 Fev/2009 Sidrolandia Sidrolandia ND _ 99
P. vivax
0011244 M 44 Fev/2010 Mar/2010 Trés Lagoas Aquidauana ND P. vivax 10.000
Nova Alvorada do Nova Alvorada Exploracdo de arvores e _
0030873 M 18 Mar/2011 Abr/2011 P. vivax 2.500
Sul do Sul arbustos
Nova Alvorada do  Nova Alvorada - _
0016632 M 52 Abr/2011 Abr/2011 Agropecuaria P. vivax 2.500
Sul do Sul
0000434 ND ND ND ?/2011 Camapud Camapué ND ND ND

ND — N&o Disponivel

Informacdes adquiridas junto a Secretaria de Estado de Saude do Mato Grosso do Sul.
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Mato Grosso

Parana

Figura 4.19. Mapa do Mato Grosso do Sul mostrando
0s municipios (em azul) onde foram registrados casos
autéctones de malaria entre 2007 e 2011. Em verde, 0
municipio de Miranda. Fonte:

http://www.mochileiro.tur.br/tres-lagoas.htm (com

modificagoes).
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O presente estudo identificou a presenca de 13 espécies ou complexos de
espécies de anofelinos em Salobra: An. albitarsis s.l., An. arthuri, An. darlingi, An.
deaneorum, An. galvaoi, An. halophylus, An. konderi, An. mattogrossensis, An.
oryzalimnetes, An. oswaldoi s.l., An. rondoni, An. triannulatus C e An. triannulatus
s.s. Nosso estudo faz o primeiro registro da ocorréncia das espécies An. arthuri, An.
konderi e An. oryzalimnetes no Estado do Mato Grosso do Sul.

Embora ndo tenhamos tido a confirmacdo molecular, muitas fémeas coletadas
tinham caracteristicas morfolégicas idénticas ou muito préximas a An. benarrochi,
An. oswaldoi s.s. e An. albitarsis s.s., porém muito poucas puderam ser examinadas
ao nivel molecular para a confirmagédo da identificacdo, razdo pela qual decidimos
nao desconsiderar a possibilidade da ocorréncia das mesmas em Salobra,
principalmente porque as suas respectivas distribuicbes geogréficas sao
essencialmente compativeis.

A variabilidade morfolégica observada no edeago de alguns exemplares de
An. konderi e algumas diferencas apresentadas por um grupo de fémeas de An.
galvaoi sugerem a existéncia de outras espécies ainda ndo descritas, necessitando-
se de estudos taxondmicos mais aprofundados.

Seis das sete excursfes cientificas & Salobra, realizadas entre os anos de
1939 e 1942, identificaram seis espécies de anofelinos: An. albitarsis s.l., An.
darlingi, An. mattogrossensis, An. oswaldoi s.l., An. rondoni e An. triannulatus s.l.
(Travassos & Teixeira de Freitas, 1941; Travassos, 1941a; Travassos, 1941b;
Travassos, 1941c; Oliveira, 1942; Travassos & Teixeira de Freitas, 1943). Nosso
estudo registra pela primeira vez a ocorréncia das espécies An. deaneorum e An.
oryzalimnetes em Salobra, a primeira evidenciada pela morfologia de fémeas,
genitalias masculinas e exuvias larvais, além da sequéncia “barcode” do gene
citocromo oxidase subunidade |, e a segunda, pela identificacdo de genitélia
masculina e sequenciamento da mesma regido do gene COIl. No entanto, cabe
ressaltar que, na época de realizacdo das excursdes, a Unica espécie formalmente
descrita do Complexo Albitarsis era o An. albitarsis s.s. Assim, € possivel que no
inicio dos anos 40, ja se tivesse a ocorréncia em simpatria de mais de uma espécie
desse complexo. Acreditamos que a maior parte da populacdo do Complexo
Albitarsis de Salobra seja composta de individuos An. deaneorum ja que a maioria
dos espécimes analisados morfologicamente possuiam caracteristicas dessa

espécie, como anel escuro basal medindo de 51 a 90% do tarsdmero posterior Il e
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presenca de anel de escamas claras na porcdo apical do tarsébmero posterior |
(Motoki et al., 2009).

Foram coletadas duas fémeas identificadas como An. oswaldoi s.s. em janeiro
de 1941 (Travassos, 1941c) e 329 fémeas e 13 machos identificados como
pertencentes a esta espécie, em maio de 1942, em Salobra (Travassos & Teixeira
de Freitas, 1943). Em nossas coletas, obtivemos 525 fémeas de anofelinos
morfologicamente identificaveis como pertencentes ao Complexo Oswaldoi, podendo
corresponder tanto a An. oswaldoi s.s. como An. konderi. Porém, o exame dos
caracteres morfologicos da genitalia de 22 exemplares machos correspondentes ao
Complexo Oswaldoi coletados em Salobra eram semelhantes aos de An. konderi.

Anopheles konderi, tendo caracteristicas morfologicas das fémeas e formas
imaturas muito semelhantes ao An. oswaldoi s.s., por muito tempo foi considerado
sinonimia dessa espécie (Lane, 1953). Entretanto, varios outros autores o0s
consideravam como espécies distintas (Deane et al., 1946, 1948; Causey et al.,
1946). Em 2004, An. konderi foi removido da sinonimia, com elei¢cdo de um neotipo e
descricdo detalhada dos adultos, genitdlia masculina e formas imaturas, com
consideracdes sobre ambas as espécies (Flores-Mendoza et al., 2004). Distincdo
morfologica importante entre An. oswaldoi s.s. e An. konderi foi verificada na forma
do apice do edeago (Flores-Mendoza et al., 2004). Estudos comparativos da
genitalia de um topotipo de An. konderi de Coari (AM) com exemplares coletados no
Amapa e no Acre evidenciaram maior semelhanca entre os espécimes de Coari e do
Amapa (Bergo et al., 2007). Recentemente foi feita a recaracterizacdo morfologica e
molecular do An. oswaldoi s.s. a partir de espécimes coletados na Mata Atlantica,
nos Estados do Espirito Santo e S&o Paulo (Motoki et al., 2007).

Com o objetivo de confirmar a ocorréncia de An. oswaldoi s.s. em Salobra,
sete machos coletados em 1942 em Salobra e depositados na Colecéo
Entomoldgica do Instituto Oswaldo Cruz, foram cuidadosamente revistos por nés. A
montagem da genitalia de quatro desses machos revelou caracteres morfolégicos
idénticos aos espécimes coletados por nés, ou seja, correspondem aos descritos na
literatura atual como An. konderi. Ressalta-se que o artigo com a primeira descricdo
do An. konderi se deu no final de 1942, pouco antes da realizacéo da publicacdo de
Travassos & Teixeira de Freitas (1943). Além disso, ressalta-se novamente que esta
espécie foi colocada em sinonimia com An. oswaldoi s.s. por Lane em 1953, tendo
sido restabelecida como uma espécie distinta somente 51 anos depois, por Flores-

Mendoza et al. (2004). Conclui-se assim que, até o momento atual, ndo existe
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confirmagéo da presenca de An. oswaldoi s.s. na regido de Salobra. Mas também
ndo podemos descartar a possibilidade da ocorréncia desta espécie nesta
localidade, uma vez que a distribuicdo da mesma essencialmente abrange grande
parte da América do Sul e também porque nao pudemos submeter todos 0s
exemplares as andlises moleculares e nem realizamos coletas em diferentes
ecossistemas na localidade, como o interior de grandes matas, local de preferéncia
de An. oswaldoi s.s. Desse modo, os individuos denominados An. oswaldoi por S. J.
Oliveira (in Travassos 1941c e Travassos & Teixeira de Freitas, 1943), nos
chamaremos, deste ponto em diante, de An. oswaldoi s.. + An. konderi ou
simplesmente An. oswaldoi s.I.

A ocorréncia de An. galvaoi em Salobra é registrada pela primeira vez no
presente estudo. Além da identificacdo morfolégica de fémeas adultas, a presenca
desta espécie foi também confirmada por meio da genitdlia de dois machos
capturados em campo e de uma exuvia larval obtida a partir da desova de uma
fémea coletada na regido. Além disso, as sequéncias da regido “barcode” do gene
COIl de trés fémeas corresponderam a An. galvaoi. O presente trabalho também
registra, pela primeira vez, a ocorréncia de An. arthuri na localidade de Salobra. Esta
espécie, retirada de sinonimia com An. strodei por Sallum et al. em 2010, foi
identificada pela sequéncia *“barcode” (COI) de uma fémea classificada
morfologicamente como An. galvaoi. De fato, fémeas destas duas espécies se
confundem em sua morfologia e, até 0 momento atual, s6 podem ser perfeitamente
diferenciadas por caracteres do ovo e da genitalia masculina.

Em relacdo ao An. rondoni, destacamos que, em Salobra, ocorre a presenca
de individuos sem a mancha escura basal no tarsémero posterior lll, carater
primeiramente descrito por Wilkerson et al. (1995b) em uma populacdo de An.
rondoni de Peixoto de Azevedo, no Mato Grosso. Entretanto, a maioria dos
individuos identificados como An. rondoni em nossa amostra corresponderam
agueles com mancha escura basal no referido tarsémero.

Dentre os cinco dias de coleta no extradomicilio em cada més, houve sempre
um dia em que um ndmero expressivamente maior de anofelinos foi capturado. A
grande variacdo na densidade de anofelinos dentro de poucos dias foi também
observada por Lauro Travassos em 1940, que relata: “... 0s mosquitos tiveram sua

frequéncia muito irregular, havendo noites quasi (sic) sem mosquitos e outras em
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gue eles eram insuportaveis, dependendo este fato da maior ou menor rapidez na
guéda (sic) da temperatura.” (Travassos, 1941b).

Comparando-se a variagao sazonal de setembro de 2010 a julho de 2011 com
as coletas realizadas nos mesmos meses (exceto julho*) entre 1940 e 1942, foram
obtidos resultados semelhantes, com o maior nimero de anofelinos, das seis
espécies, capturado no més de maio (Travassos & Teixeira de Freitas, 1941;
Travassos, 1941a; Travassos, 1941b; Travassos, 1941c; Oliveira, 1942; Travassos &
Teixeira de Freitas, 1943) (Figura 5.1).

* No relatério referente a coleta de julho de 1939, nédo foi apresentado o n° de individuos coletados, apenas as espécies: An.

albitarsis s.l., An. darlingi e An. triannulatus s.l.
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se 0 numero aproximado de dias de coleta em cada periodo.
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Em nosso estudo, as espécies mais abundantes no total das coletas foram
An. darlingi e An. triannulatus s.I. Comparando-se com as demais espécies, a
frequéncia relativa de An. darlingi foi maior em marcgo, maio e julho, periodo em que
o Pantanal encontra-se alagado. Ja An. triannulatus s.l. foi, proporcionalmente, mais
abundante nos meses de setembro, novembro e janeiro, em relagdo as outras
espécies (Figura 4.4). Entretanto, An. triannulatus s.l. inclui trés espécies, as quais
tem dinamica populacional diferente, conforme relatado por Silva-do-Nascimento &
Lourenco-de-Oliveira (2007). A observagédo sobre a dindmica do An. darlingi esta de
acordo com informacgdes da literatura, que afirmam que a abundancia dessa espécie
esta relacionada com a presenca de grandes corpos d’agua, os quais se formam
apos o periodo de chuva no Pantanal (Deane et al., 1948).

Em capturas simultdneas em atrativo animal, atragdo humana e atrativo
humano protegido entre 17h e 20h, dos 1.373 individuos capturados, 97,67% foi
coletado picando o cavalo ou repousado na armadilha Shannon. Em contrapartida,
apenas 1 e 31 individuos (2,33%) foram capturados em atrativo humano protegido e
nao protegido, respectivamente, ambos localizados no peridomicilio (Tabela 4.8).

Estes dados sugerem, simultaneamente, que a frequéncia de anofelinos era,
nesta ocasiao, bem mais elevada na margem do rio que nas proximidades da casa.
Porém, os atrativos empregados eram diferentes segundo a localizagédo, o que, em
parte, traz limitacbes as comparacdes quanto a sinantropia e antropofilia das
espécies locais.

Ainda assim, esses dados em particular e o0os demais obtidos nas
amostragens bimestrais revelam que dentre os anofelinos de Salobra, An. darlingi,
juntamente com An. albitarsis s.I. e An triannulatus s.., s&o o0s que mais
frequentemente atacaram humanos e mais ocorreram no domicilio e no
peridomicilio. A despeito disso, a populacdo de An. darlingi local também mostrou
carater zoofagico e extradomiciliar, diferente da maioria das populacdes desta
espécie estudadas em diferentes localidades da Amazbdnia do Brasil, que
apresentam habito predominantemente antropofagico, picando dentro das casas e,
principalmente, no peridomicilio (Deane et al., 1948; Lourenco-de-Oliveira, 1989;
Lourengo-de-Oliveira et al., 1989; Klein & Lima, 1990; Quintero et al., 1996; Tadei et
al., 1998; Gil et al., 2007; Moutinho et al., 2011). Entretanto, ressalta-se novamente
aqui que o numero de anofelinos (An. darlingi e demais espécies) capturados no
ambiente peridomiciliar picando o homem est4 provavelmente subestimado, pois

comparando-se as coletas com atrativo humano protegido, a Unica empregada ao
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longo de todo o estudo, com aquelas feitas simultaneamente em atracdo humana,
nao foram obtidos resultados similares, tanto qualitativa como quantitativamente.

Populagbes de An. darlingi como a de Salobra, ou seja, com habito zoofagico
foram também observadas em Belém (PA) por Deane et al. (1948) e na Vila de
Aripuand (MT) por Charlwood (1980). A sugerida “preferéncia” do An. darlingi de
Salobra pelo hospedeiro animal ndo humano pode ser uma adaptacdo do mosquito
ao proprio ambiente, considerando-se que em Salobra a populacdo humana é
bastante reduzida. Desse modo, a importante caracteristica de se alimentar
preferencialmente no extradomicilio, em maiores proporcées em animais que em
humanos, seja protegido ou ndo, no peridomicilio, talvez seja um dos elementos que
explicam os raros episodios de transmissdo de malaria atualmente na regiéo,
especialmente quando esta espécie se acha em baixa densidade populacional.
Contudo, os habitantes locais, especialmente os pescadores residentes em Salobra,
relataram a dificuldade em trabalharem ou frequentarem as margens dos rios a noite
e especialmente ao amanhecer, devido ao ataque de numerosos anofelinos. De fato,
em coletas realizadas em isca humana por Lourenco-de-Oliveira em 1985 e 1986
(dados néo publicados) no mesmo local extradomiciliar onde fizemos as coletas em
animal, a quantidade de anofelinos, especialmente An. darlingi e An. triannulatus s.I.,
era elevadissima e muito mais alta que quando as coletas foram feitas pelo mesmo
autor no peridomicilio.

A variacao bimestral de An. darlingi entre setembro de 2010 e julho de 2011
mostrou que o pico na densidade populacional se deu em maio de 2011 (final de
outono, Figura 4.2), més em que nao houve chuva e no qual o nivel do Rio Miranda,
e o numero de criadouros formados pela inundacdo da regido, ainda se encontrava
bastante alto (Figura 4.5). Em relagdo aos anos anteriores, 0 més de maio de 2011
foi bastante atipico quanto ao volume de chuva e quanto a altura do Rio Miranda
que, devido ao nivel de agua atingido, causou o alagamento de uma vasta area da
planicie do Pantanal e a formacdo de um namero certamente maior de criadouros.
Tanto em setembro de 2010 (final do periodo seco) como em maio de 2011 (inicio
do periodo seco), foram registrados volumes de chuva muito baixos. Porém, em
maio, o nivel do Rio Miranda foi muito mais alto devido as chuvas ocorridas nos
meses anteriores e ao represamento natural das aguas, aumentando assim o
namero de criadouros disponiveis e consequentemente o numero de adultos
capturados (Figura 4.5). Estes fatos podem explicar o pico de frequéncia de An.

darlingi registrado em maio (n = 12.843, Tabela 4.3).
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Em um estudo sobre a dinamica estacional de An. darlingi conduzido durante
12 meses no km 137 da rodovia BR-174, que liga Manaus (AM) a Boa Vista (RR),
verificou-se que o pico populacional se deu no més de setembro, final da época seca
nessa regido (Hayes & Charlwood, 1979). Em nosso trabalho, setembro foi um dos
meses de coleta menos produtivos. Uma explicacdo para esta diferenca pode estar
na distinta topografia das regides de Salobra e do km 137 da BR-174. Nessa
localidade Amazobnica, ocorrem muitos igarapés, que ficam mais estaveis na época
seca, enquanto que no periodo chuvoso o nivel dos mesmos pode variar de 2 a 3
metros em poucas horas depois de uma chuva abundante, arrastando as larvas e
pupas dos criadouros ou afogando-as (Hayes & Charlwood, 1979). Salobra, como ja
exposto, é uma area de planicie alagavel. Em setembro, a precipitacdo atmosférica
€ baixa e o nivel de agua dos rios também é bastante baixo devido a evaporacéo e
ao escoamento, ja em seu fim, da 4gua acumulada na planicie pantaneira na
estacdo chuvosa e inicio da estacdo seca. Dessa forma, em setembro o nimero de
criadouros disponiveis esta bastante reduzido, diminuindo assim a quantidade de
anofelinos.

Em Aripuana (MT), onde se estudou a variagdo sazonal de An. darlingi de
marco a junho de 1979 (Charlwood, 1980), foi observado o mesmo padrdo de
Salobra, com o auge populacional de An. darlingi ocorrendo aproximadamente no
periodo de transicdo entre a época chuvosa e a época seca, embora em Aripuana o
pico dessa espécie tenha ocorrido no final de marco (Charlwood, 1980).

Em Dourados (SP), Forattini (1987) observou uma das maiores densidades
de An. darlingi em janeiro, més em que foi assinalado o maior volume de chuva
nessa regido. Tal resultado contrasta com as observacdoes em Salobra em janeiro de
2011 (inicio do verdo e meados do periodo de chuvas), més no qual também se
registrou a maior precipitacdo, mas em que foi coletado o menor ndimero de
individuos da referida espécie. Nosso resultado se assemelha ao obtido na BR-174,
onde nao se coletou nenhum An. darlingi em abril, més em que normalmente ocorre
o maior volume de chuvas naquela area (Hayes & Charlwood, 1979). Demais
trabalhos sobre a sazonalidade de An. darlingi focados principalmente na Regiéo
Norte e Centro-Oeste do Brasil sdo resumidos na Tabela 5.1, na qual os estudos
destacados em negrito sdo aqueles que apresentaram resultados que se
assemelham aos nossos, isto €, alta densidade no periodo de transi¢cdo chuva-seca

e baixa densidade no final da estacéo seca.
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Entende-se que um estudo ideal para avaliacdo da sazonalidade de uma
espécie deve compreender um periodo de tempo e uma frequéncia maiores.
Todavia, nosso trabalho revelou o padrdo geral de sazonalidade das espécies de
anofelinos de Salobra, o qual se assemelhou aquele observado ha 70 anos na
mesma regiao.
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Tabela 5.1. Trabalhos que estudaram a sazonalidade de An. darlingi nas Regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil. Os

estudos cujos resultados se assemelharam aos nossos estdo destacados em negrito.

Estudo/Referéncia

Coletas

Maior densidade

Estacdo (més)

Menor densidade

Estacdo (més)

Local do estudo

Deane et al., 1948

De 1939 a 1944

Estac&o chuvosa

Estacdo seca

Diversas localidades na Amazbnia e

Nordeste

Hayes & Charlwood, 1979

12 meses, de maio
de 1977 a abril de
1978

Final da estacdo seca (Final

de Setembro)

Final da estacdo chuvosa
(Abril)

Rodovia BR-174, que liga Manaus (AM)
a Boa Vista (RR)

Charlwood, 1980

4 meses, de marco a
junho de 1979

Final da estagdo chuvosa

(Final de Margo)

Meados da estacdo

chuvosa (Inicio de Marco)

Vila de Aripuand, Mato Grosso

Tadei et al., 1988

10 meses, de agosto
de 1984 a maio de
1985

Estagcdo seca (lnicio de

Agosto)

Inicio e meados da estacgao
chuvosa (Dezembro e

Janeiro)

Ariquemes, Rondonia

De julho de 1986 a

Final da estacdo chuvosa e

transicdo estacdo chuvosa-

Transicdo estacdo seca-

Klein & Lima, 1990 seca (mar¢o, abril e maio) e chuvosa (Novembro a CostaMarques, Rondénia
dezembro de 1987 ) . )
final da estacdo seca (Julho Janeiro)
e Agosto)
Bimestrais, em
i janeiro, margo, maio, Final da estagdo seca Estacdo chuvosa e maior Area de influéncia da hidrelétrica de
Quintero et al., 1996 ] N .
junho, outubro e (Outubro) parte da estacdo seca Balbina, a 146 km de Manaus

dezembro de 1994
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Tabela 5.1 (Continuacéo). Trabalhos que estudaram a sazonalidade de An. darlingi nas Regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil.
Os estudos cujos resultados se assemelharam aos nossos estdo destacados em negrito.

Estudo/Referéncia

Coletas

Maior densidade

Estacdo (més)

Menor densidade

Estacdo (més)

Local do estudo

Tadei et al., 1998

De janeiro de 1993
a agosto de 1996

Transicdo estagdo chuvosa-

Seca

Final da estacdo seca

(setembro e outubro)

Manaus, Amazonas

Tadei & Dutary Thatcher,

2000

De
dezembro de 1997

janeiro a

Inicio da estacao seca (Junho)

Inicio da estacdo chuvosa
(Novembro e Dezembro)

Novo Airdao, Amazonas

Silva-Vasconcelos et
2002

al.,

De maio de 1996 a
abril de 1998

Estacdo chuvosa (abril a

novembro)

Final da estacdo seca e
transicdo estacdo seca-

chuvosa (margo e abril)

Boa Vista, Roraima

Souza-Santos, 2002

De abril de 1993 a

novembro de 1994

Transicdo estagdo chuvosa-

Seca

Estacdo seca (Julho e

Agosto)

Machadinho d’Oeste, Rondbdnia

Guimaraes et al., 2004

Coletas bimestrais,
de janeiro de 1997 a

dezembro de 1999

Meados da estacdo chuvosa

Estacéo seca (julho,

setembro e novembro)

Reservatorio Serra da Mesa, Goias

Barros & Honério, 2007

Coletas  bimestrais
de agosto 2003 a

julho 2004

Meados da estacdo chuvosa

(agosto)

Final da estacdo chuvosa

(novembro)

Jardim das Copaibas, a 5 km de Boa
Vista

Gil et al., 2007

De janeiro de 2001
a dezembro de 2004

Final da estacdo chuvosa e
transicdo estacdo chuvosa-

seca (marcgo, abril e maio)

Estacdo seca (junho a

setembro)

Vila Candelaria e Bate Estaca,

Rondénia
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Tabela 5.1 (Continuacéo). Trabalhos que estudaram a sazonalidade de An. darlingi nas Regifes Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil.

Os estudos cujos resultados se assemelharam aos nossos estdo destacados em negrito.

Estudo/Referéncia

Coletas

Maior densidade

Estacdo (més)

Menor densidade

Estacdo (més)

Local do estudo

Zeilhofer et al., 2007

De maio de 2000 a
setembro de 2002

Estac&o chuvosa

Estacdo seca

Hidrelétrica de Manso, Mato Grosso

Galardo et al., 2009

De abril de 2003 a
novembro de 2005

Transi¢cdo estacdo chuvosa-
seca (junho a agosto)

Estacéo chuvosa

(novembro a abiril)

Comunidades de S&o Raimundo,
Sao Jodo e Santo Anténio, Amapa

Silva et al., 2010

Coletas bimestrais,
de fevereiro de
2004 a abril de 2006

Final da estacdo chuvosa
(abril)

Estacdo seca (agosto)

Hidrelétrica Peixe Angical,

Tocantins

Barros et al., 2011

Coletas bimestrais,
em agosto e

novembro de 2003 e

Final da estacdo chuvosa e

transicdo chuva-seca (marcgo

Estacdo seca e inicio da

chuvosa (julho, agosto e

Rorainopolis, Roraima

janeiro, marco, maio e maio) novembro)
e julho de 2004
Maio, julho, . - L
Estacao chuvosa e Estacdo seca e inicio da o
) setembro e s Ramal do Granada, Acrelandia,
Moutinho et al., 2011 transicéo chuva-seca chuvosa (setembro e
novembro de 2008 ) ) Acre
(fevereiro e maio) novembro)

e fevereiro de 2009
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De maneira geral, a populacdo de An. darlingi de Salobra apresentou
atividade hematofagica horaria de padrdo trimodal, com um pico ao crepusculo
vespertino, um geralmente bem maior préximo ou ao amanhecer, € um pico no inicio
da madrugada (Figura 4.6). A atividade de hematofagia desta espécie foi continua
durante a noite e mostrou-se especialmente acentuada no crepusculo matutino e
nos momentos pericrepusculares ao amanhecer, nos diferentes meses em que
realizamos este tipo de avaliagdo. A predominancia da atividade do An. darlingi de
Salobra nas primeiras horas da noite e, principalmente, ao amanhecer se assemelha
ao padrdo observado para essa espécie na Vila de Aripuand, no Mato Grosso
(Charlwood & Hayes, 1978) e em diversas localidades da Regido Norte, como
Ariguemes (RO), Costa Marques (RO) e Tucurui (PA) (Tadei et al., 1988; Lourenco-
de-Oliveira et al., 1989; Klein & Lima, 1990; Tadei et al., 1998). Rosa-Freitas et al.
(1992) também verificaram esse padrao em populacdes de An. darlingi de
Juturnaiba (RJ), regido proxima a localidade-tipo* dessa espécie. Em maio, més de
maior frequéncia desta espécie dentre os amostrados, o ciclo de picadas foi
irregular, porém uma alta frequéncia de mosquitos foi observada em todos os
horarios e dois picos foram observados: um nas horas altas da noite e outro ao
amanhecer, o qual se estendeu as primeiras horas da manha. A populacdo de An.
darlingi de Bataguassu, no Mato Grosso do Sul, também apresentou atividade
horaria bastante irregular em diferentes meses (Gomes et al., 2010Db).

A composicao etaria da populagdo de An. darlingi em dois periodos distintos
(final do outono e inicio do inverno) ndo variou, essencialmente (Figura 4.15). Em
maio, a proporcdo de paridas foi de 38,02% e em julho, ficou em 39,74%. O
conhecimento da taxa de fémeas paridas de uma populacado é de suma utilidade
para a determinacdo da sobrevivéncia das mesmas, que, por sua vez, interfere na
avaliacdo da capacidade vetorial de uma espécie, visto que a transmissdo de
malaria depende que parte das fémeas de uma populacdo sobreviva o tempo
equivalente ou mais do ciclo esporogonico dos Plasmodium. Em um estudo em
Copaibas e na Estrada 19, ambos em Roraima, Barros et al. (2007) verificaram um
namero significativamente maior de fémeas paridas do que nuliparas de An. darlingi,
em ambas as localidades e tanto na estacdo seca como na chuvosa. Em
Roraindpolis (RR), Barros et al. (2011) observaram que no periodo correspondente a
transicdo chuva-seca, a taxa de fémeas de An. darlingi paridas foi de 57%,

* Localidade-tipo: local onde foi coletado o hol6tipo de uma espécie, sendo este o exemplar utilizado na descricdo e

nomenclatura da espécie.
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maior do a observada em Salobra no mesmo periodo. Em Salobra, possivelmente, a
densidade populacional de An. darlingi estava crescendo (seguramente em maio) ou
se estabilizando, momentos em que a quantidade de fémeas emergindo dos
criadouros € elevado, diluindo o nimero de fémeas mais velhas.

Em Salobra, a maior parte dos individuos An. triannulatus s.I. foi capturada ao
picar o cavalo no extradomicilio (n = 3.442, Figura 4.17); apenas 77 (2,19%)
individuos foram capturados em atrativo humano protegido ou em repouso no
interior do domicilio. Habitos zoofagicos e exofilicos sdo descritos para esse
complexo de espécies em diferentes localidades. De um total de 15.583 An.
triannulatus s.l. capturados por Deane et al. (1948) em diferentes localidades na
Amazonia e Nordeste, apenas 4,6% foram coletados no interior de residéncias.
Lourenco-de-Oliveira et al. (1989) também obtiveram resultados semelhantes em
Ariqguemes (RO), onde capturaram 87,5 An. triannulatus s.l. por 10 horas de captura
em isca animal e apenas 0,2 e 3,6 por 10 horas de captura em intra e peridomicilio,
respectivamente. Quintero et al. (1996), ao avaliar o grau de antropofagia e
ambiente preferencial para realizacdo da hematofagia na area da Hidrelétrica de
Balbina (AM), verificaram que An. triannulatus s.l. preferiu picar no peridomicilio,
embora poucos individuos tenham sido capturados nas iscas humanas posicionadas
em quatro locais distintos (intra, peri e extradomicilio (no interior e na margem da
mata)).

Em nosso estudo, An triannulatus s.l. foi capturado em maior frequéncia em
marco e maio (Figura 4.3). Entretanto, comparando-se com as demais espécies,
uma maior propor¢cdo de An. triannulatus s.l. foi capturada no periodo em que o nivel
do Rio Miranda esteve mais baixo (setembro e novembro) (Figura 4.4). Dessa forma,
esse complexo parece apresentar maior resisténcia ao periodo de estiagem e de
menor numero de criadouros que outras espécies de anofelinos, por ex. An. darlingi.
Além disso, € possivel que a concentracdo de sais nos criadouros em evaporacao
favoreca alguma(s) espécie(s) do Complexo Triannulatus, como veremos a frente.
Estudos realizados no Maranhdo também registraram pico de atividade
hematofagica desse complexo nos meses mais chuvosos, coincidente com periodo
de maior endemicidade da malaria naquela regido (Rebélo et al., 1997). Em
Ariquemes (RO), observou-se maior abundéancia de An. triannulatus s.l. na estagéo
seca (Tadei et al., 1988), e em Machadinho d’Oeste (RO), a maior abundéancia dessa
espécie foi registrada no periodo de transicdo chuva-seca (Souza-Santos, 2002). No

Estado de Goias, Guimaraes et al. (2004) registraram o pico de An. triannulatus s.l.
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na estacao seca, mas também observaram um pico em mar¢o, em um dos trés anos
de observacdo da sazonalidade de diferentes anofelinos. Galardo et al. (2009)
observaram que o Complexo Triannulatus apresentou picos de frequéncia na
transicao entre a época chuvosa e a seca e também no auge da estacao seca (julho
a setembro). No Tocantins, Silva et al. (2010) verificaram a ocorréncia de dois picos
sazonais, um préximo do inicio e outro perto do final da estacao seca.

A variacdo sazonal de cada uma das espécies do Complexo Triannulatus foi
avaliada apenas na regido de Salobra por Silva-do-Nascimento & Lourenco-de-
Oliveira em 2007. Nesse trabalho, An. halophylus teve seu pico sazonal em julho
(més seco), quando os criadouros apresentaram maior estabilidade fisico-quimica e
possuiam um grau de salinidade mais elevado. Em contrapartida, essa mesma
espécie apresentou menor frequéncia em janeiro (més de chuvas). Tais resultados
se assemelham, em parte, aos obtidos em 2010-2011 pelo presente estudo: An.
halophylus apresentou, proporcionalmente, maior densidade em julho, porém a
menor frequéncia foi registrada em marco (Figura 4.3). Entretanto, cabe ressaltar
gue a amostra de individuos analisados isoenzimaticamente em nosso trabalho foi
menor, principalmente nos meses de setembro, janeiro, marco e maio. An.
triannulatus s.s. apresentou maior densidade em maio, periodo de transi¢céo entre a
estacdo chuvosa e seca, e 0 numero mais baixo de individuos em janeiro (Silva-do-
Nascimento & Lourencgo-de-Oliveira, 2007). Este padréao foi parcialmente observado
no atual estudo: o més de maior frequéncia foi marco e o més de menor frequéncia
para An. triannulatus s.s. foi janeiro, més de grande volume de chuva e,
consequentemente, de instabilidade dos criadouros. Em relagdo ao An. triannulatus
C, esta espécie foi mais abundante em julho, que, como ja dito, € um més em que os
criadouros sdo mais estaveis na regido. An. triannulatus C foi menos frequente em
janeiro (Silva-do-Nascimento & Lourenco-de-Oliveira, 2007), contrastando com o
resultado obtido por néds, no qual o0 més de janeiro foi o de maior frequéncia para
essa espécie. No entanto, ressaltamos novamente a baixa amostragem de
individuos do Complexo Triannulatus analisados isoenzimaticamente nesse més.
Todavia, chama atencéo a baixa proporgédo de An. triannulatus C, bem como de An.
triannulatus s.s., entre os individuos analisados no més de julho (n total = 101),
considerando que neste mesmo més em 2006 um numero similar de individuos das
trés espécies foi observado (Silva-do-Nascimento & Lourengo-de-Oliveira, 2007).

O ciclo de picadas de An. triannulatus s.I. mostrou um pico no horario de 18-

19h nos trés periodos estudados (Figura 4.8). Em marco, os anofelinos dessa
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espécie picaram com muita frequéncia a noite e ao longo da madrugada, tendo sido
capturados aproximadamente 50 individuos em todos os horarios compreendidos
entre 23h e 5h. JA nos meses menos quentes (maio e julho), esse complexo
apresentou alta frequéncia de picadas de 6h a 7h e um pico secundario no meio da
madrugada (de 00h a 01h em maio; de 2h a 3h em julho). E interessante notar que,
nesses dois meses, a atividade desses mosquitos teve uma elevacéo brusca entre
6h e 7h. Assim, a populacdo de An. triannulatus s.l. de Salobra apresenta um ciclo
trimodal, ao menos nos meses de temperatura amena. Em Ariquemes (RO), An.
triannulatus s.l. apresentou atividade nas primeiras horas apés o crepusculo
vespertino para entao so voltar a picar no alvorecer. Sua atividade ao longo noite e
da madrugada nos meses de julho e agosto em Ariquemes foi nula (Tadei et al.,
1988). Tadei & Dutary Thatcher (2000) e Barros et al. (2010) também observaram,
no Pard e em Roraima, respectivamente, uma intensa atividade hematofagica de An.
triannulatus s.l. entre 18h e 19h. Em diferentes pontos na divisa do Mato Grosso do
Sul com Sé&o Paulo, An. triannulatus s.l. também mostrou, de modo geral, atividade
acentuada no crepusculo vespertino e nas primeiras horas da manha (Gomes et al.,
2010b). A variagdo horaria da atividade de hematofagia de cada membro do
Complexo Triannulatus ainda necessita ser investigada em Salobra e em demais
localidades de ocorréncia dessas espécies.

Embora An. triannulatus s.l. j& tenha sido encontrado naturalmente infectado
com Plasmodium e seja um vetor potencial de malaria, principalmente quando em
altas densidades (Deane et al., 1948; Arruda et al., 1986; Oliveira-Ferreira et al.,
1990; Tadei & Dutary Thatcher, 2000; Pévoa et al., 2001), ndo existem dados na
literatura sobre sua taxa de paridade em nenhum local de ocorréncia dessa espécie,
ao menos no Brasil. Em Salobra, no més de julho, foram dissecados 83 individuos,
sendo 60,24% de paridas, um percentual maior que o de An. darlingi no mesmo més
(38,02%) (Figura 4.16).

O comportamento alimentar da populacdo de An. albitarsis s.l. de Salobra é
predominantemente zoofagico e exofilico, como registrado para populacdes desse
complexo em outras regides. Em Rondobnia, Lourenco-de-Oliveira et al. (1989)
capturaram o maior nimero de mosquitos desse complexo em atrativo animal (n =
198 ou 55,93%), mas também capturaram um nimero grande em atrativo humano
no peridomicilio (n = 131 ou 37%), indicando que espécies do Complexo Albitarsis
podem apresentar consideravel antropofilia. J& a populacdo de An. deaneorum de

Costa Marques (RO) apresentou grau de antropofilia elevado, tendo sido coletados
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guase 500 anofelinos desta espécie no interior de duas casas durante doze meses
de captura (Klein & Lima, 1990). No Maranhdo, An. albitarsis s.l. foi capturado
principalmente no peridomicilio (n = 54), com apenas seis individuos capturados no
interior de uma casa, a semelhanca do ocorrido em nosso estudo (Oliveira-Pereira &
Rebélo, 2000).

Dos 73 anofelinos capturados dentro da casa no total dos meses, o maior
namero pertenceu ao Complexo Albitarsis [n = 26 (35,62%), Figura 4.17]. Este valor
foi semelhante ao niumero de individuos An. triannulatus s.l. capturados no interior
da residéncia [n = 24 (32,88%)]. Da espécie An. darlingi, apenas 12 individuos
(16,44%) foram capturados dentro de casa. Considerando-se o total de individuos
coletados no intra e peridomicilio para essas mesmas espécies, verificou-se que as
trés apresentaram frequéncias muito similares (Tabela 4.4). Entretanto, do total de
individuos de cada espécie, aquela que apresentou maior proporcédo de individuos
capturados no intra e peridomicilio foi An. albitarsis s.I. (10,88%).

A variagdo sazonal do An. albitarsis s.I. em Salobra mostrou que esse
complexo apresentou uma maior frequéncia no periodo de transicdo chuva-seca e
na estacdo seca (Figura 4.2). Nas areas do Nordeste e Amazdnia pesquisadas por
Deane et al. (1948), entretanto, observou-se maior abundancia de An. albitarsis s.l.
na estacdo chuvosa. Em Costa Marques, Klein & Lima (1990) observaram uma
maior abundéancia de An. deaneorum em julho e no periodo de transicdo entre a
estacdo chuvosa e a estacdo seca, similar ao observado em Salobra. Em Manaus,
An. albitarsis s.l. apresentou maior abundéncia na estacdo chuvosa (Tadei et al.,
1998). Oliveira-Pereira & Rebélo (2000), no Maranhdo, também observaram maior
frequéncia de An. albitarsis s.I. na estacdo seca. Em Roraima, o pico de An.
albitarsis s.l. se deu na época chuvosa, que nessa regidao corresponde aos meses de
abril a novembro (Silva-Vasconcelos et al., 2002; Barros & Honério, 2007; Barros et
al., 2010). De modo geral, a populacdo de An. albitarsis s.l. na &rea de influéncia do
Reservatério Serra da Mesa, em Goias, apresentou-se mais abundante na estacao
chuvosa (Guimaraes et al., 2004). Na divisa de S&o Paulo com Minas Gerais e no
Estado do Tocantins, observou-se maior frequéncia do Complexo Albitarsis na
transicdo do periodo seco para o periodo de chuvas (Tubaki et al., 2004; Silva et al.,
2010).

Tal como as espécies ja discutidas, a imensa maioria dos individuos da
espécie An. oswaldoi s.l., incluindo An. konderi, foi capturada picando o cavalo

(Tabela 4.4). Como relatado na literatura, An. konderi € um mosquito essencialmente
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zoofagico, que se alimenta no extradomicilio durante as horas crepusculares,
embora ja tenha sido também capturado picando o ser humano (Deane et al., 1948;
Flores-Mendoza et al., 2004). A variacdo horaria desta espécie foi observada apenas
na sua localidade-tipo (Coari, Amazonas), onde o pico de atividade foi entre 17h30 e
18h30, embora a atividade de hematofagia tenha continuado até as 21h, e tenha
ocorrido também no crepusculo matutino (Flores-Mendoza et al., 2004). Em Salobra,
nao foi possivel avaliar a variacdo horaria desta espécie devido a pequena amostra
obtida. A variacdo na densidade populacional de An. oswaldoi s.l., incluindo An.
konderi, foi similar as demais espécies com uma alta frequéncia dessa espécie na
época de transicdo chuva e seca e no periodo de pouca chuva (julho) (Figura 4.2),
mas em que o Pantanal encontra-se grandemente alagado. A variacéo na densidade
populacional em virtude da sazonalidade ndo é conhecida para An. konderi em
nenhuma outra regiao.

Anopheles galvaoi é um mosquito com héabitos predominantemente
zoofagicos, porém ja foi relatado que esta espécie também possui certo grau de
antropofagia (Tadei et al., 1998; Gomes et al., 2010a; Gomes et al., 2010b). E
principalmente exofagico (Deane et al., 1948), mas também tem sido encontrado
picando o ser humano no interior de domicilio (Oliveira-Pereira & Rebélo, 2000). Em
Salobra, 95,54% dos individuos An. galvaoi foram capturados ao se alimentar no
cavalo (Tabela 4.4), e sua abundancia foi maior na transicdo entre a estacéo
chuvosa e a seca e inicio do periodo seco (julho) (Figura 4.2), tal como observaram
Tadei et al. (1998) na Amazonia. No Maranh&o, entretanto, maior densidade deste
anofelino foi observada na estacao chuvosa (Xavier & Rebélo, 1999; Oliveira-Pereira
& Rebélo, 2000). Os ciclos de picada variam mesmo em localidades préximas e, de
modo geral, observaram-se picos de atividade no inicio da noite, entre 18h e 20h, no
Parana e na divisa de Sdo Paulo com Mato Grosso do Sul (Guimarées et al., 1997;
Gomes et al., 2010Db).

A populacdo de An. mattogrossensis de Salobra possui habito marcadamente
zoofagico, como observado por Deane et al. (1948) em diferentes localidades da
Amazénia e do Nordeste. Como nos, esses autores também capturaram alguns
exemplares préximos ou picando o ser humano. Em Salobra, maio e julho foram os
meses de maior densidade dessa espécie ja que o Pantanal nesse periodo possui
maior disponibilidade de criadouros e apresenta um volume de chuva bastante baixo
(Figura 4.2). A dinamica sazonal bem como o ciclo de picadas do An.

mattogrossensis ndo sdo conhecidos em nenhuma outra localidade.
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Em Salobra, An. rondoni apresentou comportamento predominantemente
zoofagico, com 97,4% dos individuos capturados no extradomicilio (Tabela 4.4).
Observou-se esse mesmo comportamento nas localidades da Amazonia onde essa
espécie foi encontrada, alids em baixa densidade em relagdo aos demais anofelinos
(Deane et al., 1948). Rocha et al. (2008), entretanto, registraram comportamento
antropofagico para essa espécie em Maraba (PA). Nessa regido, a densidade
populacional de An. rondoni foi maior em agosto (més seco), sendo que nesse Més
essa espécie predominou sobre todos os demais anofelinos, incluindo An. darlingi e
An. albitarsis s.I. Como ja registrado, o pico sazonal dessa espécie em Salobra
também se deu no periodo mais seco em termos pluviométricos (Figura 4.2).

Considerando-se o conjunto de informagdo sobre a composi¢cdo da fauna
anofélica de Salobra e a biologia e comportamento das espécies mais frequentes,
verificamos que a diversidade de espécies é consideravel e inclui espécies vetoras
primarias de malaria, com destaque para An. albitarsis s.l., An. deaneorum e An.
darlingi, sendo esta Ultima a principal vetora no Brasil e na maior parte da América
do Sul e coincidentemente o anofelino mais abundante e predominante em Salobra.
Foi na transicdo da estacdo chuvosa para a seca, durante e no periodo seguinte
aquele em que se registraram o0s mais elevados niveis do Rio Miranda, e
essencialmente nos crepusculos, com destaque para o amanhecer e 0s momentos
pericrepusculares matutinos que se detectaram as mais elevadas frequéncias dos
anofelinos nesta localidade, inclusive das espécies vetoras. A margem do rio, € ndo
o peridomicilio ou o domicilio, foi o local onde se coletaram mais anofelinos, mesmo
guando se leva em conta as espécies tipicamente antropofilicas e vetoras primarias
de malaria. Cabe ressaltar, porém, que a quantidade de anofelinos, em especial de
An. darlingi, na margem do rio é muito elevada na localidade. Com efeito, coletaram-
se mais de 400 An. darlingi a cada hora durante toda a noite e com picos de mais de
700 fémeas desta espécie/hora nas horas altas da noite e no amanhecer, em maio,
por exemplo. Essa densidade populacional muito elevada, mesmo no extradomicilio,
obviamente aumenta muito o risco de transmissdo de maléria, em especial entre
pescadores, pecuaristas, ecoturistas, extrativistas e demais pessoas que exercem
atividades profissionais ou fora de casa, em particular ao amanhecer. A densidade
elevada de anofelinos pode compensar outros aspectos da biologia e/ou do
comportamento que aparentemente possam desfavorecer a capacidade vetorial
guanto a maléaria de dada populacdo de mosquito, tal como a tendéncia a exofilia e

exofagia, como ja se verificou em outras areas malarigenas (Lourencgo-de-Oliveira,
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1989; Lourenco-de-Oliveira, 2006). Assim, no que diz respeito a fauna anofélica,
Salobra apresenta-se como bastante receptiva a transmissao da malaria.

De 2002 a 2011, foram registrados 413 casos de malaria no Estado do Mato
Grosso do Sul, sendo 8,96% de casos considerados autéctones e 91,04% de casos
de maléaria importada ou introduzida (Tabela 4.9). Nesse periodo, dos 78 municipios
do Mato Grosso do Sul, 57 (73%) tiveram pelo menos um caso de malaria autoctone
ou importada, entre os quais destacam-se Campo Grande, Miranda, Dourados,
Corumb&d e Aquidauana. Os casos de malaria importada foram adquiridos
principalmente nos estados amazbnicos de Rondbnia e Para (Tabela 4.11).
Ressalta-se a possibilidade da existéncia de sub-notificacdo de casos de maléaria
nos hospitais e secretarias de salde dos municipios do Mato Grosso do Sul, ja que
em nosso levantamento, descobrimos ter havido um caso importado no ano de 2004
em Miranda, quando nos foi informado pela secretaria de saude de tal municipio que
nao foram registrados casos de malaria nos ultimos 10 anos nessa regiao.

Os casos autéctones notificados entre 2007 e 2011, investigados em maiores
detalhes por nds, mostraram que 66,66% eram de individuos do sexo masculino e
gue a idade dos mesmos variou de 18 a 52 anos (exceto por uma crianca de dois
anos do sexo feminino) (Tabela 4.12). O predominio de homens com malaria esta
relacionado as atividades profissionais como garimpo, extrativismo vegetal e
lavoura, ocupacdes em que predominam pessoas do sexo masculino e que ampliam
o contato hospedeiro-vetor, em especial no peri e extradomicilio (Alves et al., 2000).
De fato, dos nove casos de maléria autdctone entre 2007 e 2011, pelo menos dois
relacionam-se a essas profissées. O predominio de homens entre 0s casos
autoctones averiguados por nés se assemelha as investigacfes epidemioldgicas
feitas em grandes amostras de casos na Regido Extra-Amazonica, em que
aproximadamente 70% dos individuos que tiveram malaria sdo do género masculino
(Cerutti et al., 2007; Marques et al., 2008; Couto et al.,, 2010; Miguel, 2011).
Verificamos também que, nas notificacdes dos casos autéctones de 2007 a 2011,
houve uma predominancia de infec¢bes por P. vivax, tal como ocorre em areas de
malaria residual nos estados do sudeste: Rio de Janeiro (Miguel, 2011), Sdo Paulo
(Marques et al., 2008; Couto et al., 2010) e Espirito Santo (Cerutti, 2007).

As atividades profissionais exercidas por trés dos nove casos autéctones
sugere que a transmissao pode ter sido peri ou extradomiciliar. O inicio dos sintomas
em todos os casos se deu entre dezembro e abril, periodo em geral de maior volume

de chuva. Entre os casos com parasitemia média (99 parasitos por mm® de sangue),
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houve um grande atraso entre a data dos primeiros sintomas e o diagnostico de
maléria, cujo tempo variou de 10 meses a 2 anos e 8 meses. Ressaltamos, assim,
que tais individuos podem atuar como possiveis fontes de infeccdo para os
anofelinos por um periodo prolongado. Em contrapartida, os individuos com
parasitemia mais alta (> 2.500 parasitos por mm?® de sangue) ou com infeccdo mista
por P. vivax e P. falciparum procuraram muito mais rapidamente atendimento médico
especializado, cujo tempo variou de 0 a 1 més a partir da data dos primeiros
sintomas (Tabela 4.12). Contudo, a taxa de infeccdo de anofelinos nem sempre esta
linearmente relacionada com a parasitemia dos individuos.

Além dos casos diagnosticados tardiamente, que permitem que os individuos
atuem como fonte de infecgdo para o mosquito por um tempo relativamente longo,
alertamos para o fato de que algumas atividades profissionais exercidas pela maioria
dos individuos diagnosticados exigem deslocamentos constantes e mesmo
realizacdo de acampamentos provisorios, 0 que aumenta bastante o risco de
disseminacdo da malaria em locais receptivos, como em Salobra (Klein et al.,
1991a).

A alta e constante circulacdo de individuos dentro e fora do Mato Grosso do
Sul, ocasionada principalmente pelas atividades turisticas em municipios da porcéo
oeste do Estado, aumenta as chances de entrada de individuos infectados advindos
de regides endémicas como a Bolivia e os Estados da Regido Norte, o que torna o
Mato Grosso do Sul e, em especial, os municipios inseridos no Complexo do
Pantanal, como Miranda, vulneraveis a transmissao de malaria. Com efeito, apenas
em 2010, mais de 68 mil turistas estrangeiros, a grande maioria de paises sul-
americanos, chegaram ao Brasil tendo como “porta de entrada” o Estado de Mato
Grosso do Sul (FUNDTUR/MS, 2011). Além do turismo ecolégico, o agronegdécio
também tem proporcionado uma grande circulacdo de pessoas entre 0s municipios
do Mato Grosso do Sul e também entre outros estados e paises vizinhos,
aumentando ainda mais a possibilidade de contato de individuos infectados com
mosquitos nas areas rurais e periurbanas do Mato Grosso do Sul. Nos ultimos anos,
cerca de um milhdo de individuos circularam anualmente nas rodovias do MS
(Tabela 3.1), dentre as quais se destacam as que atravessam o Pantanal do
Miranda e que ddo escoamento a producao agropecuaria do Estado.

Segundo o Ministério da Saude, ha retardo no diagnéstico e elevada
letalidade por malaria na Regido Extra-Amazodnica (cerca de cem vezes maior do

gue na Regido Amazobnica (SVS/MS, 2009)), pois ha grande desinformacédo por
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parte da populacdo geral e, surpreendentemente, por parte dos profissionais de
saude, que, por estarem em area ndo endémica, nao suspeitam dessa doenca e
assim ndo fazem o diagnéstico diferencial. O diagnostico tardio de malaria em areas
com grande vulnerabilidade, quando consideradas as condi¢bes climético-
ambientais e os componentes entomoldgicos, como Salobra, eleva sobremaneira o
risco de transmisséao.

Cerutti et al. (2007) investigaram casos esporadicos de malaria e demais
individuos sem a doencga residentes em area de Mata Atlantica no Estado do Espirito
Santo, h4 décadas considerado um Estado ndo endémico, porém com algumas
areas de malaria residual. Nesse estudo, os autores verificaram a ocorréncia de
infeccdes assintomaticas em alguns individuos, a maioria dos quais sem histérico de
viagem para area endémica de malaria. Embora nenhum estudo sobre a prevaléncia
de infec¢des assintomaticas tenha sido realizado no Mato Grosso do Sul, ndo se
pode descartar a possibilidade da existéncia de individuos assintométicos nesse
Estado, os quais podem atuar como fontes de infec¢cdo para anofelinos vetores.

No Pantanal de Miranda, especificamente na localidade de Salobra, foram
registrados 49 casos de maléaria autdctone em julho de 1939 em uma populacéo de
50 habitantes, e quatro casos importados em setembro de 1940, pelas excursdes
cientificas lideradas por Lauro Travassos (Travassos, 1941b; Travassos & Teixeira
de Freitas, 1941). Infelizmente, ndo se conseguiram 0s registros de prevaléncia de
maléria dessa época. Mais recentemente, ndo se tém registrado casos de malaria
nessa area. Contudo, constatamos, atualmente, em Salobra uma alta frequéncia de
anofelinos, vetores primarios, principalmente An. darlingi, que representou 63,12%
do total de mosquitos coletados e que, apesar de possuir habitos mais exofagicos
nessa localidade, também foi encontrado picando o ser humano no peridomicilio e
repousando nas paredes internas da casa. Essa espécie foi especialmente
abundante na transicdo da época chuvosa para a seca, periodo em que deve,
portanto, haver maior risco de transmissdo caso um hospedeiro infectado esteja
presente na regido. Foi observada ainda uma frequéncia relativamente alta, em
Salobra, de outros anofelinos considerados vetores, como An. triannulatus s.l. e An.
deaneorum, os quais, na auséncia do vetor principal, podem manter a transmisséo
de malaria em uma regido, especialmente quando em altas densidades. Desse
modo, pode-se afirmar que a regido de Salobra e o Pantanal de Miranda como um
todo apresenta receptividade consideravel para a malaria, seja quanto aos

componentes entomoldgicos seja ambientais e climaticos, assim como alta
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vulnerabilidade em virtude da grande circulacdo de individuos advindos de muitas
areas malarigenas do Brasil e de paises vizinhos. Portanto, a regido de Salobra bem

como o Pantanal de Miranda, ao qual pertence, € uma area que apresenta um
potencial malarigeno que ndo deve ser negligenciado.
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Em Salobra, Pantanal de Miranda, Mato Grosso do Sul, foram registradas 13
espécies de anofelinos: An. albitarsis s.l., An. arthuri, An. darlingi, An. deaneorum,
An. galvaoi, An. halophylus, An. konderi, An. mattogrossensis, An. rondoni, An.

oryzalimnetes, An. oswaldoi s.I., An. triannulatus C e An. triannulatus s.s.

Fazemos o primeiro registro da ocorréncia das espécies An. arthuri, An.

deaneorum, An. galvaoi, An. konderi e An. oryzalimnetes em Salobra.

Registramos pela primeira vez a ocorréncia das espécies An. arthuri, An. konderi
e An. oryzalimnetes no Mato Grosso do Sul.

Todas as espécies apresentaram maior frequéncia de picada no periodo de
transicdo entre a estacdo chuvosa e a estacdo seca, e demonstraram
comportamento predominantemente exofagico, preferindo se alimentar proximo ao

rio, principalmente nos crepusculos matutino e vespertino.

Anopheles darlingi e An. albitarsis s.l., embora tenham apresentado
comportamento zoofégico, foram também capturadas com frequéncia picando o ser

humano no peridomicilio, sendo as duas espécies mais antropofilicas em Salobra.

Anopheles darlingi e An. triannulatus s.l. apresentaram um namero razoavel de

fémeas que ja haviam parido ao menos uma vez.

O Estado do Mato Grosso do Sul vem apresentando, nos Ultimos anos, registros
de casos de maléaria autéctones e importados, com predominio para estes ultimos.
Os casos autdctones predominaram entre individuos do sexo masculino cujas

atividades profissionais favorecem o contato homem-vetor.

A composicdo da fauna anofélica, a frequéncia de anofelinos vetores durante
todo o ano, o elevado numero de anofelinos na transicdo entre o periodo chuvoso e
seco, a deteccao constante de casos de malaria no Estado, a proximidade com
areas malarigenas e a circulacdo constante de pessoas advindas dessas areas,
proporcionada principalmente por atividades turisticas e profissionais, indicam que
Salobra e o Pantanal de Miranda séo consideravelmente receptivos e vulneraveis a

transmissao de malaria.
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Em vista do comportamento da populagéo local de An. darlingi, sugerimos que
h& o maior risco de transmissdo de malaria nessa regido durante a transi¢cao entre o
periodo chuvoso e o seco, em especial no extradomicilio, como nos locais proximos
aos cursos d’dgua, nos crepusculos, especialmente no matutino. Portanto, a
vigilancia epidemioldgica deve ser intensificada nesta area, de modo a se evitar a

ocorréncia de surtos e o restabelecimento da endemicidade da malaria.
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e Investigacdo mais detalhada das espécies que apresentaram variacfes
morfolégicas ndo contempladas na literatura, principalmente aquelas muito
semelhantes a An. galvaoi, mas cujas caracteristicas da fémea néo
corresponderam integralmente a descricdo dessa espécie, como por exemplo as
manchas claras apicais ausentes nos tarsémeros médios | e Il de alguns

individuos.
e Descricdo de uma nova espécie com caracteristicas do adulto fémea semelhantes
a espécie An. konderi, mas cuja genitalia masculina apresentou morfologia

diferente de An. konderi.

e Mapeamento de criadouros e estudos de ecologia da paisagem no Pantanal.
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Cronograma de atividades

#] Descrigao da atividade | _Inicio (més/ano) [Fim (més/ano)
1| Coleta de mosquitos anofelinos 10372011 [ 082011
De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equr ao previsto no cronograma de atividades do projeto.

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passa da,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta izagdo NAO exime o [ i yrtitular & os membros de sua equipe da necessidade de obler as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsével pela area, piblica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgao gestor da unidade de conservagéo estadual,
distrital ou municipal, cu do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao federal cujo processo de
regularizacdo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente poderé ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrugio Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 |especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
4 | Licenga para importagsio ou exportaggo de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportacgo.

O titular de licenca ou auforizacdo e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagtes do grupo taxondmico de interesse em condico in situ.

Este documento n3o dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territorio nacional, na

6 | plataforma continental e na zona econdmica excl ou ao conhecimento tradicional iado ao patrimonio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccdo e desenvolvimento tecnoldgico. Veja mai informagBGes em www.mma.gov.bricgen.
7 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizagéo devera contactar a administragdo da unidade a fim de CONFIRMAR

AS DATAS das expedigdes, as condi¢hes para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
As atividades contempladas nesta autorizacdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécie: das de extincdio, sol tadas ou ameagadas de sobreexplotacéo.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio | UF _[Descricao do local [ Tipo |
1_| MIRANDA [MS | Povoado Salobra [Forade UC ]
Alividades X Taxons
[#] Atividade | Taxons |
|1 [ Coletafiransporte de espécimes da fauna silvestre in situ | Culicidae (*Qtde: 200) |

* Qtde. de individuos por espécie/localidadefunidade de conservacao, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos
[1 [ Método de captura/coleta (Invertebrados Terrestres) [ Outros métodos de captura/coleta(Armadilha Shannon), Captura manual

Destino do material bioldgico coletado
[#] Nome local destine Tipo Destino

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 64458983 “'“ mmwmlm
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Registro de coleta imprevista de material biolégico
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Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data
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