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RESUMO

A malaria se constitui numa das principais endemias em populacdes
indigenas na Amazbnia. Porém, fatores modeladores da dindmica da
transmissao sao ainda pouco entendidos, tais como os determinantes da sua
heterogeneidade espacial e da ocorréncia de surtos sazonais de elevadas
taxas de morbimortalidade. Neste estudo, buscamos determinar a fauna,
aspectos ecologicos e taxa de infeccao plasmodial de anofelinos em trés areas
indigenas Yanomami (Parafuri, Toototobi e Marari). Considerando as trés
areas, as espécies mais abundantes foram An. oswaldoi s.l. e An. darlingi, que
juntas corresponderam a 59,5% dos 6.333 anofelinos adultos capturados. No
Toototobi, as espécies mais frequentes foram An. oswaldoi s.I. (47,3%) e An.
intermedius (31,8%), em Parafuri foram An. oswaldoi s.l. (48,7%) e An. darlingi
(42,5%) e, em Marari An. nuneztovari s.l. (54,9%) e An. darlingi (21,6%). A
maioria dos anofelinos foi coletada fora das habitacbes e o pico horario de
picadas variou entre crepuscular (An. oswaldoi s.l.) e préximo a meia noite (An.
darlingi). Foram processados 2.014 e 461 anofelinos para a detecgdo de
esporozoitos dentre os coletados nos Polo Base Marari e Toototobi,
respectivamente. Sete An. darlingi foram positivos para P. vivax, com taxas de
infeccdo de 1,63%, 1,52% e 2,02% nas comunidades de Alapusi, Gasolina e
Taibrapa, respectivamente. As taxas de inoculacdo entomoldgica
correspondentes nestas comunidades foram de 65,4, 58,6 e 48,3 picadas
infetantes por pessoa por ano no peridomicilio. ldentificamos 160 criadouros,
sendo 54 em Toototobi, 53 em Parafuri e 53 em Marari e propusemos uma
nova classificacédo de criadouros naturais em oito tipos, baseada principalmente
na associacdo com os pulsos de inundacao, sazonalidade e grau de exposicao
ao sol. Adicionalmente, utiizamos uma nova metodologia para amostrar as
formas imaturas, baseada na quantificacdo da Area Efetiva de Criacdo (AEC),
definida em (m?). Apresentamos também o Modelo de Sanfona, para explicar
as flutuacdes do raio de ocorréncia das espécies de anofelinos por estacdes do
ano e sua dispersao em areas associadas a rios de baixa ordem. A abundancia
dos tipos de AEC variou muito entre aldeias, assim como as flutuacdes deste
parametro entre as diferentes estacfes do ano. Os trés Polos Base estédo
localizados proximos aos rios de baixa ordem, que se caracterizam por
apresentarem flutuacdes periddicas dos niveis de descarga dos rios, Pulsos de
Inundacéo (PI) de carater polimodal, de curta duracdo e imprevisiveis. Foram
coletadas 6.295 larvas de anofelinos, das quais 1.399 (22,2%) eram An.
darlingi, sendo que 96,9% desta espécie foram coletados em lagos associados
aos rios (LAR). An. darlingi foi a espécie mais abundante nos criadouros em
Parafuri (35%), sendo praticamente ausente em Toototobi, onde o An. oswaldoi
s.l. (12,5%) foi a espécie mais abundante. An. darlingi apresentou maiores
densidades em criadouros expostos ao sol e associados aos Pl. Em contraste,
An. costai-like predominou em criadouros temporarios e ndo associados aos
rios. Os nossos dados mostraram uma marcada heterogeneidade na
ocorréncia e densidades das espécies de anofelinos entre as comunidades,
gue explicaria a complexidade da dindmica da transmissdo da maléaria nestas
areas.
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ABSTRACT

Malaria is a major endemic disease in indigenous populations in the
Amazon. However, modulating factors of the transmission dynamics are poorly
understood, such as the determinants influencing its spatial hetereogeneity and
the occurrence of seasonal outbreaks associated with high rates of morbidity
and mortality. In the present study, we intend to determine the faunal
composition, ecological aspects and infection rates of the anophelines occurring
in three Yanomami areas (Parafuri, Toototobi and Marari) of Brazil. We
collected a total of 6,333 adult anophelines and the most abundant species,
considering the three areas, were An. oswaldoi s.I. and An. darlingi, which
together accounted for 59.5% of the total collected. In Toototobi, the most
frequent species were An. oswaldoi s.l. (47.3%) and An. intermedius (31.8%), in
Parafuri were An. oswaldoi s.I. (48.7%) and An. darlingi (42.5%) and in Marari
were An. nuneztovari s.l. (54.9%) and An. darlingi (21.6%). Most anophelines
were collected outside the indigenous huts and the biting activity peak differed
between crepuscular for An. oswaldoi s.l. to near midnight for An. darlingi. A
total of 2,014 anophelines from Marari were processed for sporozoites detection
and 461 from Toototobi. We found 7 An. darlingi infected with P. vivax in Marari,
with infectivity rates of 1.63%, 1.52% and 2.02% in Alapusi, Gasolina and
Taibrapa communities respectively. Based in the peridomiciliary collections, the
Entomological Inoculation Rates (EIR) calculated for these communities were
65.4, 58.6 and 48.3 infective bites per person per year respectively. We
identified 160 breeding sites; 54 in Toototobi, 53 in Parafuri and 53 in Marari
and we proposed a new larval habitat nomenclature divided in 8 types, based
mainly in the association with river flood pulses, seasonality and degree of sun
exposure. Also we used a new methodology to sample immature forms, based
on the quantification of the Effective Breeding Area (EBA), set in (m?). We also
present the Squeezebox Model, in order to explain the fluctuations of the
occurrence range of anopheline species in each season and how they disperse
in areas associated with low-order rivers. We found high variability of EBA types
between communities and different seasons. All three Yanomami areas are
located close to low-order rivers, which are characterized by fluctuations of the
river discharge or Flood Pulses (FP) that are polymodal, short and
unpredictable. We collected a total of 6,295 anopheline larvae, of which 1,399
(22.2%) were An. darlingi with 96.9% of this species collected in lakes
associated with the river (LAR). An. darlingi was the most abundant species in
Parafuri (35%) being virtually absent in Toototobi, where An. oswaldoi s.l.
predominated (12.5%). An. darlingi showed higher densities in breeding sites
exposed to the sun and associated with flood pulses. In contrast, An. costai-like,
predominated in larval habitats that were temporary and not associated with
river flood pulses. Our data showed a marked heterogeneity in the occurrence
and density of Anopheles species, which would explain the complexity of the
dynamics of malaria transmission in these areas.
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1. INTRODUCAO

1.1 Malaria: perspectiva global e tendéncias recentes.

Apesar dos grandes avancos em nivel mundial para o controle da
maléria e uma diminui¢cdo significativa da morbimortalidade desta doenca em
muitas regides endémicas no mundo, a malaria continua sendo a infeccéo
parasitaria mais importante que acomete o homem [1].

Os dados mais recentes sobre a distribuicdo da malaria no mundo séo
de 2013 e indicam que a transmissdo desta doenca ainda ocorre em 97 paises,
distribuidos em seis regides estabelecidas pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) [2]. Globalmente, sdo estimados que 3,2 bilhdes de pessoas moram em
areas de risco de contrair maléria e, dentre estas, 1,2 bilhdes habitam areas de
alto risco. Em 2013, foram registrados aproximadamente 198 milhdes de casos
de malaria no mundo e um nuamero aproximado de 584.000 mortes. Estes
dados sao alarmantes e inaceitaveis, visto que a malaria € uma doenca que
tem tratamento. O maior nimero de casos e de mortes se concentra, até a
presente data, na regido da Africa Subsaariana, onde estima-se que ocorreram
90% das mortes em 2013, principalmente em criancas menores de cinco anos
(grupo etério responsavel por 78% das mortes por malaria no mundo).

No passado, as taxas de morbidade e mortalidade associadas a malaria
eram mais elevadas, tendo uma grande abrangéncia e distribuicio no mundo.
Em 1945 a transmissdo deste agravo ocorria em todos os continentes,
atingindo paises de latitudes muito dispares, desde as regibes mais
setentrionais, como o Canada ou Finlandia, até o Chile e Australia no sul do
planeta [3]. Desde entdo, os esforcos mundiais para controlar e eliminar a
malaria tém tido um enorme progresso e a doenca vem sendo eliminada de
muitos paises de uma forma gradual, especialmente nos paises situados nas
latitudes mais ao norte [4]. Inclusive nas &reas consideradas mais
problematicas (principalmente na Africa subsaariana), houve significativas
melhoras desde o ano 2000 [5].

Entre os anos de 2000 e 2013, foram registradas quedas significativas
em alguns indicadores de maléaria. Por exemplo, a taxa de mortalidade por

malaria foi reduzida globalmente em 47% e 54% nos paises da Africa [2]. A



Figura 1 mostra a distribuicdo da malaria e o indice Parasitario Anual (IPA)

estimado em 2013 no mundo.
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B 50-100 1-10 0-0.1 Naoeahnel Fonte: Programas Nacionais de Controle da Malaria

Figura 1. Mapa da distribuicdo mundial da maléaria, considerando todas as
espécies plasmodiais e baseado no IPA, 2013. Extraida e adaptada de [2].

Os agentes causais da maléaria sdo protozoarios do género Plasmodium,
gue é transmitido as pessoas pela picada infectante dos mosquitos fémeas do
género Anopheles. Existem cinco espécies de plasmédios que infectam o
homem: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. O P.
falciparum e o P. vivax sdo as espécies mais prevalentes, sendo o P.
falciparum responsavel pela maior parte das mortes e 0 mais prevalente na
Africa subsaariana. O P. vivax tem maior distribuicio geogréafica e
predominancia sobre o P. falciparum em muitas regiées endémicas no mundo,
inclusive no Brasil [6]. As outras espécies, tém prevaléncias muito mais
reduzidas, como o P. malariae, P. ovale e, mais recentemente, o P. knowlesi,
gue era considerada uma espécie de Plasmodium restritamente simiana
encontrada em regides de floresta do continente asiatico [1].

O ciclo biolégico dos parasitos da malaria € muito complexo e o0 que
ocorre em algumas fases do ciclo ainda ndo esta bem estabelecido. A infeccéo
do hospedeiro invertebrado ocorre quando a fémea do mosquito do género
Anopheles faz o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado e
ingere as formas sexuadas do parasita (gametdcitos) que circulam no sangue.
A fémea do anofelino depende do repasto sanguineo para a maturacdo dos
ovos [7]. Dentro do anofelino, as primeiras etapas do ciclo vao ocorrer

rapidamente. As formas sexuadas vao se fusionando e evoluem, gerando um
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oocineto que, posteriormente, vai se aderir na parede do intestino médio do
anofelino através de ligacBes especificas, traspassando esta parede e
formando o oocisto. Cada oocisto pode gerar um grande numero de
esporozoitos (estima-se que cada oocisto de P. vivax e P. falciparum poderia
gerar em media 3.688 e 3.385 esporozoitos imaturos, respectivamente). Os
esporozoitos vao migrar pela cavidade toracica do mosquito e, parte deles, vai
se estabelecer no interior das glandulas salivares [8]. Nesta fase, quando a
fémea realiza um novo repasto sanguineo, inocula esporozoitos presentes em
sua saliva na pele do hospedeiro vertebrado. A maioria dos esporozoitos
permanece na derme e alguns migram até os capilares sanguineos onde
atingem a circulacdo para chegarem ao figado e outros podem migrar para
vasos linfaticos, chegando aos linfonodos drenantes [9, 10]. Os esporozoitos
gue chegam ao figado se aderem ao endotélio dos sinusoides hepéaticos e
iniciam o gliding, processo de movimentagdo no qual o parasita desliza até
atravessar a barreira sinusal, provavelmente via células de Kupffer. Os
parasitas passam a migrar através de varios hepatocitos antes de se
desenvolverem em um hepatdcito especifico, onde sera formado um vacuolo
parasitoforo [11-14]. Protegidos no vacuolo parasitéforo, 0s esporozoitos
iniciam um processo de maturacdo e de divisdo celular denominado
esquizogonia extraeritrocitica, uma reproducdo assexuada, onde se formam
esquizontes hepaticos repletos de merozoitos. Durante esta etapa do ciclo, a
infeccdo é assintomatica. Quando a infeccdo se da por P. vivax ou P. ovale, ha
a formacao de formas denominadas hipnozoitos, que vao permanecer latentes
nos hepatécitos. Apds a esquizogonia, 0s esquizontes maduros liberam os
merozoitos teciduais através de brotamento de vesiculas (merossomos) ou por
ruptura do esquizonte no hepatdcito [15], os quais serdo liberados no sangue e
invadiram as heméacias (ciclo eritrocitico). ApOs algumas geracbes de
merozoitos sanguineos, alguns se diferenciam dando origem as formas
sexuadas, 0s gametocitos masculinos e femininos, 0s quais amadurecem sem
sofrer divisdo celular. Estas formas sdo incapazes de se fecundar no
hospedeiro humano e ficardo circulando no sangue até o momento de serem
ingeridas com as hemacias por fémeas dos mosquitos durante o repasto
sanguineo [1].

O P. vivax, por apresentar hipnozoitos em estado de laténcia no figado

gue podem gerar novos ciclos eritrocitarios meses ou até mesmo anos apos a
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infeccéo inicial e por ter a capacidade de se desenvolver no anofelino em
baixas temperaturas, € de mais dificil controle [2].

Na Africa subsaariana, a alta frequéncia do fenétipo nulo de Duffy na
populagcdo confere resisténcia a malaria vivax, um fator muito importante que
limitou a expansao desta espécie nesta area geografica [2]. Dessa forma, os
individuos que ndo apresentam o antigeno Duffy em seus eritrocitos séo
altamente resistentes a infeccdo pelo P. vivax [16]. Entretanto, evidéncias
recentes mostraram que alguns individuos Duffy negativos do Quénia e do
Brasil podem se infectar com este parasito [17-19].

Tradicionalmente a malaria grave esta associada quase exclusivamente
ao P. falciparum, apesar de existirem relatos, cada vez mais frequentes, de
infecgbes graves pelo P. vivax. Em um estudo na Papua Nova Guiné, foi
confirmado que 21% dos casos de malaria grave estavam associados a
monoinfec¢gbes por P. vivax. Este fendbmeno também tem sido observado no
Brasil [6, 20]. Entretanto, atualmente, tem-se discutido muito sobre a presenca
de outras patologias como bacteremia, desnutricio e a presenca de
coinfeccdes, no diagndstico da malaria grave pelo P. vivax.

Se ndo tratadas corretamente, as infec¢des crénicas pelos plasmoédios
podem persistir por meses ou anos nos humanos, dependendo da espécie
plasmodial e da imunidade. Esses individuos se tornam fontes importantes de
infeccdo para as espécies de anofelinos competentes [1]. Por exemplo, o P.
malariae tem uma caracteristica diferenciada em relacao as outras espécies de
plasmodios devido a sua capacidade de permanecer por décadas no
hospedeiro humano como fonte de infeccdo. Além disso, os niveis de
parasitemia detectados nas infec¢des pelo P. malariae, normalmente sdo mais
baixos do que nas infeccdes por P. vivax e P. falciparum. De fato, o P. malariae
produz menos merozoitos por hemacia infectada e apresenta um ciclo de
desenvolvimento mais longo (72 horas) do que os P. vivax e P. falciparum [21].
No entanto, embora o P. malariae tenha sido considerado a espécie de
plasmoédio mais benigna, nos portadores crénicos de longa duracdo, pode
ocasionalmente, causar complicacfes graves e até letais [22]. A distribuicdo de
P. malariae no mundo se sobrepde a do P. falciparum. J4 o P. ovale é restrito a
regides de climas tropicais do Velho Mundo e é mais prevalente na Africa
tropical, podendo ocorrer em outros lugares dos trépicos, como nas Filipinas e

na Papua Nova Guiné [21].



As infecgGes por P. knowlesi sdo mais virulentas que por outras
espécies e 0 seu potencial de causar maléria grave € trés vezes maior do que o
P. falciparum. Muitos paises do sudeste asiatico tém registrado a ocorréncia
desta espécie, desde a Indonésia até as ilhas de Andaman e Nicobar, na india.
O P. knowlesi é o maior responsavel pelos casos de maléria clinica na Malésia,
especialmente em populagbes que vivem em areas de floresta, como as
populacbes indigenas [23]. As infec¢cdes por esta espécie podem ser
potencialmente letais se ndo forem tratadas a tempo. Embora a transmissao do
P. knowlesi tenha uma natureza zoon6tica, visto que macacos silvestres sao
seus principais reservatorios, acredita-se que esta espécie de plasmaodio
também seja transmitida de humano para humano pelos anofelinos dos
complexos Leucosphyrus e Dirus, decorrentes de mudancas ambientais nas
areas endémicas [24]. Durante muito tempo, o P. knowlesi foi confundido com
P. malariae, P. falciparum e até com P. vivax no diagnéstico parasitoscopico.
Foram as técnicas de diagndstico molecular que auxiliaram a detectar e
determinar a prevaléncia desta espécie na Asia [23].

As apresentacdes das formas clinicas da malaria sdo muito variaveis, e
dependem dos niveis de transmissao, idade das pessoas e fatores intrinsecos
do hospedeiro (como fatores genéticos e associados a reposta imune) e do
parasita. Em regifes consideradas de alta transmisséo, a alta morbimortalidade
da doenca ocorre nas faixas etarias mais jovens e, nos adultos, a maior parte
das infeccbes séo assintomaticas [6, 25].

Varios indicadores sdo utilizados para avaliar os niveis de transmissao
da maléria nas populacbes afetadas. Alguns destes indices estdo mais
voltados para o vetor, como a determinacdo da taxa de inoculacao
entomoldgica (TIE). Esta taxa € um dos principais parametros utilizados para
medir a intensidade de transmissdo da malaria em uma determinada area e
corresponde ao numero de picadas infectantes que uma pessoa recebe por
unidade de tempo [26]. Este dado é importante na avaliacdo dos programas de
controle e vigilancia da malaria. Dois parametros basicos precisam ser
mensurados para a sua determinacdo: a Taxa de Picada por Homem por cada
Noite (TPHN) e a prevaléncia da infeccdo nos anofelinos capturados. A
obtencdo destes dados requer a coleta de anofelinos durante o repasto
sanguineo em humanos, uma tarefa que néo é facil e que ndo é mais permitida

no Brasil, e a detec¢cdo de esporozoitos no anofelino através da disseccao e
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exame microscopico da glandula salivar ou por testes imunoenzimaticos e
moleculares [27, 28].

Entre os parametros que estimam a ocorréncia de maléria no hospedeiro
humano, o mais utilizado em areas endémicas, inclusive no Brasil, é o indice
Parasitario Anual (IPA), definido pelo numero de casos/1.000 habitantes/ano.
Nas areas endémicas da Amazébnia Legal, o risco de contrair malaria em
valores de IPA pode variar de: baixo (0,1 a 9,9), médio (10 a 49,9) ou alto
(maior ou igual a 50) [29].

Uma das grandes dificuldades na compreensdo e controle da
transmissdo da malaria é sua enorme heterogeneidade, tanto em nivel de
macro quanto em microescalas. Esta variabilidade nos niveis de transmisséo é
devido a uma interacdo muito complexa que inclui diferentes fatores ecologicos
e ambientais, necessarios para a manutencao dos ciclos locais de transmisséao.
Dentre estes fatores, os que tém maior peso na intensidade de transmisséo da
malaria sdo os entomologicos, como a densidade, longevidade, habitos
alimentares e a competéncia vetorial dos anofelinos locais [1]. Existem
aproximadamente 450 espécies de anofelinos no mundo, mas somente umas
30 espeécies, sao consideradas vetores importantes de malaria [2]. Mesmo
dentre estas, existem graus variados de competéncia e capacidade vetorial. No
continente Africano, nas areas de maior endemicidade para a malaria, 0s
vetores pertencentes ao complexo An. gambiae (como o An. arabiensis e,
principalmente, An. gambiae s.s) se destacam por serem altamente longevos,
adaptarem-se com facilidade as alteragcbes do meio ambiente e por serem
altamente antropofilicos. Estes fatores consagraram estas duas espécies como
0s vetores mais eficientes do mundo e 0s principais responsaveis (junto com
An. funestus s.l.) pela transmissdo da malaria e, consequentemente, pelas
mortes por P. falciparum na Africa subsaariana [30].

A transmissdo da malaria na Africa subsaariana e em algumas
localidades da Oceania € muito intensa, onde a taxa de inoculacdo
entomoldgica pode ser tdo alta quanto 1.000 picadas infectantes por pessoa
por ano. Ou seja, sem se considerarem os fatores associados a sazonalidade
da doenca, uma pessoa pode receber em média trés picadas infectantes por
dia [1]. Por outro lado, na maior parte da Asia e nas Américas Central e do Sul,

a transmissdo da maléaria é principalmente sazonal e de baixa intensidade,



onde um individuo geralmente pode receber uma ou poucas picadas
infectantes/ano.

Nas Américas, existem regides com vetores especificos locais que tém a
capacidade de manter a transmissdo da malaria, como o An.
pseudopunctipennis e An. albimanus, em regides da Mesoamérica, e An.
aquasalis, em regifes costeiras do oceano Atlantico da América do Sul. Em
contraste, o An. darlingi tem papel importante na transmissdo da malaria em
vastas areas nas Ameéricas e a sua presenca estd associada as altas taxas de
transmissao em muitas areas, sendo considerado o vetor mais eficiente nesta

regiao pela maioria dos entomologistas [31].

1.2 As Américas e o Brasil - um mapa complexo da transmissao da

malaria.

Dados de 2013 apontam que 120 milhdes de pessoas de 21 paises das
Américas moram em areas consideradas de risco para a transmissdo da
malaria. A maléaria por P. vivax € predominante e corresponde a 70% do total
de casos das Ameéricas. Entretanto, no Suriname e na Guiana, a malaria por P.
falciparum representa mais de 50% dos casos, e chegando a quase 100% no
Haiti e na Republica Dominicana. A Figura 2 mostra a distribuicdo da maléaria

nas Américas tendo o IPA como indicador.
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Figura 2. Mapa da distribuicdo da maléaria na regido das Américas, baseada no
IPA (nimero de casos/1.000 habitantes/ano). Extraida e adaptada de [2].
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Dentre os paises endémicos, so trés foram responsaveis pela maioria
dos casos registrados em 2013. O Brasil € um deles, sendo responséavel por
42% dos casos, seguido da Venezuela e Colébmbia, com 18% e 12%,
respectivamente. A maioria dos paises reportou uma diminuicdo dos casos
diagnosticados, e somente a Venezuela e a Guiana, registraram um incremento
de casos no periodo de 2000 a 2013 [2].

A histéria da maléaria do Brasil tem tido importantes mudancas ao longo
dos anos. O primeiro relato que se tem noticia data de 1587 e menciona a
ocorréncia de febre quarta e terca entre as tribos indigenas Tupinamba. Porém,
no fim do século XIX, a grande migracdo de nordestinos para a Amazonia,
fugindo da terrivel seca em suas terras e atraidos pela extracdo do latex, teve
como consequéncia a primeira grande epidemia amazbnica de malaria,
acarretando muitas mortes. Esse agravo também atingia grande area fora da
regido Amazobnica, como nos estados ao noroeste do pais e a “Baixada
Fluminense”, no Rio de Janeiro, principalmente pela recente libertacdo dos
escravos e 0 abandono dos canais de irrigacdo das plantagbes, 0 que
aumentou a oferta de criadouros para os anofelinos vetores [32, 33].

No final do século XIX, a malaria se encontrava disseminada em todo o
territério nacional, principalmente nas areas costeiras, onde estavam o0s
principais nucleos urbanos. A segunda epidemia aconteceu na construcéo da
estrada de ferro Madeira-Mamoré que ligaria Santo Antonio (hoje parte de
Porto Velho) a Guajara-Mirim no rio Mamoré. Milhares de trabalhadores
morreram de maléria durante a construcdo da estrada de ferro que por este
motivo ficou conhecida como a “ferrovia do diabo”. Outra epidemia importante
foi causada pela invasdo do Anopheles gambiae no Rio Grande do Norte e
Ceard, no inicio do século XX. A acdo vigorosa dos servicos de saude do
estado brasileiro eliminou essa espécie invasora e controlaram a malaria em
Natal e em outras cidades nordestinas, nos anos 1940 [34-36].

No Brasil, a campanha contra a malaria atingiu o objetivo de controlar a
doenca, mas ndo de erradica-la. Na década 70, a malaria foi eliminada da
maioria das cidades brasileiras e 0s numeros de casos se restringiram aos da
regido Amazénica. Entretanto, o programa de coloniza¢cdo da Amazodnia criado
pelo governo nesta mesma década, novamente gerou migracao desordenada

de pessoas de varios estados brasileiros, principalmente do sul e nordeste,



para Amazodnia e, consequentemente, resultando em aumento absurdo do
ndmeros de casos nesta regido [33, 34].

J4 em anos mais recentes, especificamente entre os anos de 2000 a
2011, o Brasil registrou uma reducéo de 56% na incidéncia de malaria. Mesmo
assim, a maléria continua sendo um problema importante de saude publica no
pais [37]. Os casos de malaria no Brasil sdo quase que exclusivamente
provenientes da regido Amazoénica (99,8%) [6]. Entre os anos de 2001 a 2013,
uma média de 392.600 casos de malaria foram registrados por ano no pais. No
entanto, neste periodo, houve flutuacdes importantes no nimero de casos, com
um pico de 607.782 casos no ano de 2005, considerado nivel de transmisséo
muito elevado para o Brasil, proximo do recorde histérico de casos registrados
em 1999 (637.470 casos) [29].

No ano de 2011, os seis estados que registraram 0 maior numero de
casos foram Para (114.752 casos) seguido pelos estados do Amazonas
(59.431), Rondobnia (30.412), Acre (22.586), Amapa (18.978) e Roraima
(14.006) [29]. Embora esteja concentrada nestes estados, a malaria ndo esta
distribuida de maneira homogénea dentro de cada um deles. Por exemplo, dos
808 municipios amazonicos, 80,4% dos casos de malaria estdo concentrados
em 37 municipios e, entre estes municipios, cinco sdo responsaveis por 30,4%
dos casos. Os assentamentos agricolas, os garimpos, as areas indigenas e
areas rurais e as de ocupacdo desordenada das periferias das cidades sao
aquelas onde ha maior incidéncia e mais dificil controle [38]. Outro fator que foi
identificado como muito importante no aumento de casos de malaria na regiao
Amazonica, foi a proliferacdo descontrolada de atividades de piscicultura em
areas urbanas e periurbanas, onde parte dos tanques artificiais construidos nas
proximidades das habitacGes transformaram-se em excelentes criadouros de
anofelinos, aumentando a incidéncia da malaria e mudando os padrdes
sazonais nessas localidades [29].

Embora tenha ocorrido uma queda do numero de casos de malaria ao
longo dos Uultimos anos no Brasil, focos de transmissdo importantes,
especialmente de P. vivax persistem. No ano de 2013, as infec¢bes por P.
vivax e P. falciparum foram responsaveis por aproximadamente 82% e 16,5%
dos casos de malaria, respectivamente [38]. A predominancia de P. vivax nem
sempre ocorreu de forma homogénea e uniforme no territério amazbnico e

parece estar associada a implementagédo do diagnéstico precoce e tratamento
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do P. falciparum com derivados de artemisinina pelo Programa Nacional de
Controle da Malaria (PNCM). De fato, o tratamento precoce, antes que 0s
gametdcitos de P. falciparum aparecam na circulacdo, depois de oito a 10 dias
apos o inicio do ciclo eritrocitico, teve um grande impacto na transmissao
desse parasito. JA o tratamento precoce contra o P. vivax ndo teve muito
impacto. Além dos gametdcitos circularem no sangue logo apos trés dias do
inicio do ciclo eritrocitico, a formacao de hipnozoitos nesta espécie dificulta o
seu controle [6].

O P. malariae que embora seja pouco prevalente no Brasil segundo
dados oficiais, pode estar sendo subnotificado devido as baixas parasitemias,
qgue dificultam a identificacdo desta espécie na gota espessa, as infec¢des
concomitantemente com outros plasmaédios e pela semelhanga com P. vivax na
microscopia. Até a presente data ndo foram detectados casos autoctones por
P. ovale e P. knowlesi no Brasil [6].

No periodo de 2007 a 2013, s6 foram registrados 932 casos de malaria
fora da regifio Amazonica. Existe também transmissdo autdctone em alguns
focos delimitados da Mata Atlantica onde a transmissao da maléaria € veiculada
principalmente pelo An. (Kerteszia) cruzii [39]. Esta maléaria tem sido chamada
de malaria de bromélias, jA& que os principais vetores incriminados na
transmissdo local tém estas plantas como criadouros preferenciais. O
paradigma da malaria de bromélias tem postulado tradicionalmente que
somente as espécies de P. vivax e P. malariae ocorriam de forma significativa
neste bioma [38]. Entretanto, a maioria dos casos estdo associados a pessoas
gue moram ou estiveram em areas de floresta de mata Atlantica. Além disso, a
existéncia de variantes de P. vivax e de malaria simiana (P. brasilianum)
indicam que algumas espécies de macacos do Novo Mundo presentes na mata
Atlantica podem atuar como reservatérios naturais, sugerindo que uma parte do
ciclo da maléaria extra-amazoénica seja de carater zoondtico [6].

No entanto, o paradigma da maléria extra-amazoénica no Brasil parece
estar longe de ser esclarecido, ja que investigacdes recentes tém mostrado um
cenario mais complexo da epidemiologia da malaria nesta regido.
Recentemente foi relatada a detec¢do de P. falciparum em 5,14% de amostras
de doadores de sangue no estado de Sédo Paulo [40] e em 4,4% dos
anofelinos, principalmente An. (Kerteszia) cruzii, coletados em uma regiao da
Mata Atlantica [41].
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1.3 Atuais estratégias de controle da maléaria - a situacdo na Amazobnia
brasileira.

A malaria afeta principalmente paises de baixa ou média renda nos
tropicos, onde as populacdes mais afetadas normalmente sdo as mais pobres e
marginalizadas, sem acesso facil aos servicos de diagnéstico e tratamento.
Sao é4reas que normalmente apresentam problemas no momento de se
implementarem as medidas de prevencao e controle adequadas. Em outubro
de 2007, houve uma chamada por projetos em nivel global por parte da
Fundacdo Bill e Melinda Gates para reorientar os esforcos do controle da
maléria, visando-se a eliminacdo e erradicacdo desta doenca. Foi considerado
um objetivo muito ambicioso. Mas a atual queda da incidéncia da malaria no
mundo e as ferramentas disponiveis no combate a doenca foram consideradas
factiveis pela maioria dos malariologistas. Segundo estimativas dos
especialistas do grupo de eliminacdo da malaria, estima-se que a erradicacéo
poderia ser alcancada entre os anos de 2050 e 2060 [3]. Portanto, dois termos
banidos da malariologia voltam a ser utilizados nestes Ultimos anos: a
eliminacao e erradicacdo da malaria.

Quando se fala de eliminacao, faz-se referéncia a interrupcéo local da
transmissdo da malaria em uma area geografica restrita (pais ou subregido),
enquanto a erradicacdo faz referéncia a reducdo permanente a 0 casos de
malaria de forma global [3]. As estratégias voltadas para a eliminacdo tém
como objetivo principal a interrupcdo da transmissdo e a eliminacdo de
parasitas nos portadores assintomaticos [42]. Devido a biologia do P. vivax,
acredita-se que esta espécie seja mais dificil de ser eliminada em muitos
paises tropicais e subtropicais que o P. falciparum. Um pais é certificado como
livre de malaria pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), quando prova que
ndo teve casos autoctones no territério durante os Ultimos trés anos
consecutivos [2]. No plano estratégico da OMS para os anos de 2016 a 2030,
0s objetivos a serem alcancados sao: a reducdo de 40% na morbidade por
malaria para o ano 2020 e de pelo menos 90% até o ano 2030. Em 35 paises,
a eliminacao foi incluida como objetivo a ser alcancado até 2030. Na Figura 3,
estdo representados os paises onde a malaria esta em situacao de controle, os

gue estdo nas fases de eliminacdo da doenca e os ja livres de transmisséo.
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Figura 3. Mapa amostrando os paises livres de maléaria (verde), os que estao
em fases de eliminagdo da doenga em nivel nacional ou sub-regional (azul) e
os paises (vermelho) que estdo na fase de controle, como é o caso do Brasil,
dados de 2009. Extraida e adaptada de [3].

Nos ultimos 150 anos, em varias regiées do mundo, a eliminacdo da
malaria vem sendo progressivamente bem sucedida. Os focos locais de alto
risco da transmissédo da doenca, ou hotspots, sdo o resultado de uma complexa
interacdo entre fatores relacionados ao hospedeiro vertebrado, aos vetores e
ao Plasmodium, dentro de um cenario ecoldgico propicio. A identificacdo
destas areas de alto risco facilitara a distribuicdo dos recursos disponiveis para
as acoes de controle e eliminacao [5].

A histéria do controle da malaria no Brasil tem passado por diferentes
etapas com diferentes estratégias que foram priorizadas pelos 6rgdos do
governo. As primeiras medidas remontam ao século XIX. Contudo, foi em 1923
gue o Departamento Nacional de Saude Publica instituiu medidas profilaticas
gue investiam no diagnéstico parasitoscopico de individuos suspeitos,
determinacdo do indice endémico, medidas antilarvérias, telagem das casas,
tratamento preventivo com quinino para os individuos séaos, tratamento dos
doentes e inquérito epidemiolégico. Nos anos 1930, quando o Nordeste foi
invadido pelo Anopheles gambiae, esse mesmo departamento foi encarregado
do controle e erradicacdo desse mosquito, criando, em 1939, o Servigo de

Malaria do Nordeste (SMN), que conseguiu erradica-lo do pais. O sucesso
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dessa campanha inspirou a criagdo do Servico Nacional de Malaria (SNM), em
1941, quando a incidéncia de maléria estava no auge em nosso pais. Logo
apos, o recém criado Departamento Nacional de Endemias Rurais (DENERU)
ficou encarregado da continuidade das campanhas de controle da malaria e de
outras endemias, como a febre amarela e a peste. A partir de 1958, um
combate eficiente contra a maléria conseguiu interromper sua transmissdo nas
regides Sul e Sudeste, em todo o Nordeste e parte do Centro Oeste, através de
acOes desenvolvidas pela Campanha de Erradicacdo da Malaria (CEM). Seu
método de controle baseava-se principalmente no uso do inseticida dicloro-
difenil-tricloroetano (DDT) para as ac¢des de borrifagdo intradomiciliar, onde as
caracteristicas das habitacdes permitiam um bom desempenho do insecticida
[34, 43, 44]. Na sequéncia, tivemos 0s seguintes programas de controle:
Estratificacdo Epidemiologica (1980), Operacéo Impacto (1986) e o Projeto de
Controle da Maléaria na Bacia Amazonica (1989).

A partir de 1992, seguindo normas da Conferéncia Ministerial,
patrocinada pela OMS, em Amsterdd, a estratégia de erradicacdo foi
substituida pelo Programa de Controle Integrado da Malaria-PCIM (1992) e
Plano de Intensificacdes de Controle da Malaria nas areas de Alto Risco da
Amazonia Legal (1996) formulados para implementar diagndstico precoce e
tratamento imediato dos casos, ajustados as caracteristicas particulares da
transmissao existentes em cada localidade.

Em 2000, o Plano de Intensificacdo das Acdes de Controle da Malaria
na Amazonia Legal foi implementado tendo como meta a reducédo da incidéncia
de malaria em 50% até o final de 2001, em funcéo do elevadissimo numero de
casos. Em sequéncia, o governo brasileiro criou o Programa Nacional de
Controle da Maléaria e essa iniciativa melhorou tanto a estrutura das unidades
de saude quanto o controle dos riscos de transmissdo da doenca na Regido
Amazobnica. Em 2011, 56,4% dos casos de malaria sintomatica foram
diagnosticados e tratados em até 48 horas ap0s o inicio dos sintomas [29]. No
aspecto do combate a fonte humana de infeccdo, as principais estratégias sao
a identificacdo de casos de pacientes que procuram espontaneamente 0s
servicos de saude para diagnéstico (busca passiva) e de casos detectados pela
visita dos agentes a area geografica onde ocorreram casos (Busca ativa) [29].
No entanto, em regifes de alta transmissdo de malaria, onde a populagédo

desenvolve um certo grau de imunidade contra a doengca e 0S casos
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assintoméaticos sao frequentes, como € o caso da area indigena Yanomami, o
diagnostico é feito periodicamente em toda a populacdo, independente da
presenca de sintomas [25, 45, 46].

Algumas das intervenc¢des de controle vetorial utilizadas atualmente no
Brasil incluem o uso de Mosquiteiros Impregnados com Inseticida de Longa
Duragdo (MILD) e a Borrifagdo Residual Intradomicilar (BRI) [47]. Ambas as
intervencbes afetam a longevidade e a capacidade vetorial dos anofelinos, o
qgue influencia na transmissdo da maléaria [37]. A BRI j& vem sendo utilizada
desde meados do século XX, e atualmente estad recomendada para areas
endémicas na Amazonia onde se tem constatado a atividade intradomicilar dos
vetores locais de malaria. Esta intervencéo € indicada no Brasil em areas onde
a BRI possa atingir a cobertura de 80% das casas e 0s ciclos de aplicacéo
possam ser cumpridos com qualidade a cada trés meses [47]. Atualmente o
etofenprox é o piretréide utilizado nas a¢cdes de BRI, substituindo o uso anterior
da alfacipermetrina. O uso dos MILD é também recomendado no Brasil em
condicdbes semelhantes a BRI, onde ha constatacdo de transmissao
intradomiciliar, seja por dados entomoldgicos, seja pela elevada proporcao de
casos de malaria em menores de 10 anos. Finalmente, como meétodo de
controle de adultos, a termonebulizacédo é recomendada somente em situacdes
de emergéncia epidemiologica, jA que € uma intervencdo de eficacia muito
limitada [47].

Portanto, o foco atual de muitos programas de controle de malaria,
incluindo o do Brasil, tem tido como pilares o uso de MILD, BRI e o diagnostico
rapido dos pacientes. No entanto, estas duas medidas de controle vetorial
(MILD e BRI), s6 tém se mostrado eficazes contra mosquitos altamente
endofagicos (ou seja que se alimentam principalmente dentro das moradias),
mas muito menos eficazes contra as espécies que tém preferéncia por picar
fora das moradias [48]. Esta Ultima situagcdo ocorre com a maioria dos
principais vetores da malaria do continente asiatico e da America Latina, onde
a transmisséo extradomiciliar pode ter um papel muito importante [49, 50]. Por
este motivo, abordagens que possam atuar contra a malaria principalmente de
carater extradomiciliar, sdo cada vez mais importantes, pois para esse tipo de
transmissao dispomos de poucas ferramentas eficientes.

Nesse sentido, outra estratégia € o controle de criadouros ou focos das

formas imaturas. Utilizada h&4 muitos anos atras e pouco valorizada nas ultimas
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décadas, recentemente tem recobrado maior atencdo [48, 51]. Esta € uma
intervengcédo que, com alta cobertura, pode reduzir de forma significativa a
densidade de formas adultas e portanto, 0 niumero de picadas infectantes que
uma pessoa pode receber por ano. O controle de foco larvar é uma das
ferramentas mais eficazes para combater anofelinos de carater exoféagico [52].
Atualmente, a OMS recomenda o0 uso de intervencdes em criadouros (por
manejo ambiental ou larvicidas) em situagcdes onde os criadouros sdo poucos,
claramente definidos e acessiveis [52]. Esta intervencdo tem sido planejada
como medida complementar de controle vetorial ao MILD e/ou BRI [48].

Um exemplo de campanha bem sucedida onde o controle larval teve
papel importante no Brasil, foi a erradicagcdo do Anopheles gambiae. A
campanha contou com intervencbes integradas, voltada tanto para a
eliminacdo do inseto adulto quanto nos criadouros, através da utilizacdo do
larvicida Verde Paris e uma investida na procura e eliminacdo das formas

imaturas, por uma equipe militarmente treinada [53].

1.4 Os povos indigenas no Brasil - o caso do povo Yanomami.

Estima-se que no mundo 370 milhbes de pessoas sdo consideradas
indigenas em aproximadamente 90 paises [54]. A América Latina € uma regiao
com um dos maiores indices de sociodiversidade do planeta, onde 400 grupos
étnicos diferentes somam 50 milh&es de indigenas, habitando as mais diversas
regides desde o México até a Argentina [54, 55].

O censo demografico realizado pelo IBGE em 2010 revelou que a
populacédo indigena no Brasil € de 896.917 pessoas vivendo em 106.739.926
ha de terra, 12,5% do territério nacional. Estas terras indigenas se concentram
principalmente na Amazodnia Legal (98%). Estas populaces albergam uma das
diversidades linguistica e culturais mais ricas do mundo, representadas em
aproximadamente 300 grupos étnicos que falam mais de 200 linguas diferentes
[54]. Embora 36,2% da populacdo considerada indigena vivam em areas
urbanas, a maioria (63,8%) ainda habita areas rurais, e em muitas ocasides,
em areas de dificil aceso na floresta Amazoénica [55].

O territorio indigena Yanomami é considerado a Terra Indigena com
maior nimero de habitantes (5% do total de indigenas do Brasil), constituindo

uma sociedade de cacadores, coletores e agricultores que habitam as florestas
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tropicais do Maci¢co das Guianas e ocupam um espaco territorial de 192.000
km?2 ao norte da Amazénia brasileira e das areas vizinhas da Venezuela (22).
Esta vasta regido habitada pelos Yanomami foi homologada como Terra
Indigena Yanomami pela Unido em 1992 [56]. Subdividido em quatro
subgrupos linguistico de linguas Yanmami, Yanomae ou Yanomama, Sanema

e Ninam ou Yanam, sdo considerados a maior etnia semi-isolada da Amazo6nia
(Fig. 4).

Sul/Sudeste

Rio de Janewo *

400 mi

400 km

Figura 4. Localizacdo das reservas indigenas no Brasil (em negro, e no caso
da reserva indigena Yanomami, ressaltada também em vermelho). Extraida e
adaptada de [54].

Dados populacionais de 2013 estimam que o total de populacdo do
Distrito Sanitario Especial Indigena Yanomami (DSEI-Y) no Brasil esta ao redor
de 21.249 pessoas, das quais 7.875 moram em comunidades que se
encontram no estado do Amazonas e 13.374 no leste do estado de Roraima.
Mais especificamente, a distribuicdo da populacdo Yanomami por municipios
brasileiros organiza-se do seguinte modo: Municipios do estado do Amazonas -
Barcelos (3.123 Yanomami), Santa Isabel do Rio Negro (2.394) e Sao Gabiriel
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da Cachoeira (2.358); Municipios de Roraima - Alto Alegre (7.443), Amajari
(3.585) Caracarai (998), Iracema (716) e Mucajai (632) [57].

Em 2005, o DSEI-Y tinha uma populacdo de 7.758 indigenas.
Isto representou um crescimento populacional do 181,8% na populacao total
para o ano de 2014 (21.857), com um aumento absoluto de 14.099 indigenas.
No entanto, se comparamos o0s anos de 2013 e 2014, encontramos um
crescimento populacional neste periodo de somente do 2,9%. O maior
incremento populacional no DSEI-Y aconteceu anterior ao ano 2010.

Dados referentes a distribuicdo da populagédo por sexo apontam
que, em 2013, houve registro de 10.987 homens (51,8%), frente a 10.215
mulheres (48,2%) no DSEI-Y e, no caso da distribuicdo da populacao por faixas
etaria, os dados indicam que o 60,3% da populacdo tem menos de 20 anos de
idade, caracterizando o povo Yanomami como uma populagéo principalmente
jovem. Mais especificamente, a populacdo menor de cinco anos representou,
nesse ano, o0 19% (4.031) da populacéo total (Fonte DSEI-Y-SESAI-RR).

Os Yanomami apresentam baixas semelhancas antropomeétricas,
genéticas ou linguisticas com os outros grupos étnicos vizinhos, o que sugere
gue os Yanomami vivem em situacdo de isolamento desde os tempos remotos,
nas regides montanhosas entre as nascentes do rio Orinoco (Venezuela) e do
rio Parima (Brasil), que € considerado o territdrio originario deste povo indigena
[56]. Posteriormente, expandiram-se para areas de planicie, até abrangerem a
area de ocupacéo atual, muito mais estendida que a originaria.

Os Yanomami conservam um modo de vida dependente dos recursos da
floresta, sendo as suas principais atividades a caca, a pesca, a coleta de frutos
silvestres e o cultivo de varios produtos como a banana, a mandioca, a cana de
acucar e tabaco. Os primeiros contatos com o povo Yanomami ocorreram nos
anos de 1950 e 1960 [58]. Os niveis de dominio da lingua portuguesa séo
muito variaveis entre 0s membros das comunidades, dependo da intensidade e
frequéncia dos seus contatos com as popula¢des ndo indigenas [58].

Os grupos locais Yanomami sdo geralmente constituidos por uma anica
casa plurifamiliar, em forma de cone ou de cone truncado chamada shabono
(Yanomami orientais e ocidentais), ou por aldeias compostas de varias casas
retangulares (Yanomami do norte e nordeste). Tradicionalmente os shabonos
consistem de uma grande estrutura circular, sem paredes na parte interior do

circulo e formando entdo uma grande praga central destinada a varios tipos de
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atividades. Ainda hoje, algumas comunidades mantém este padrdo tradicional
de construgédo, especialmente nos shabonos localizados no estado do
Amazonas. Dentro dos shabonos ou malocas Yanomami, cada familia se
agrupa ao redor de um fogo e ndo existem paredes ou estruturas que separem
uma familia de outra. Cada familia tem sua prépria fogueira, onde o alimento é
preparado e cozido durante o dia. A noite, as redes sdo penduradas proximas
ao fogo, que é alimentado durante toda a noite para manter uma temperatura
agradavel aos indigenas.

A mobilidade é uma caracteristica muito importante na cultura deste
povo semindmade. Os deslocamentos durante longos periodos de tempo sdo
feitos quando se movem para a segunda residéncia, onde passam parte do
ano, ou para visitas a comunidades com lagos de amizade. Esta rotatividade
entre a maloca principal e a segunda residéncia garante o uso dos recursos
naturais de maneira equilibrada. Desta forma, pode haver a recuperacdo de
uma area, a que a tribo habitava anteriormente, enquanto a outra esta sendo
explorada. Estes deslocamentos também ter&o influéncia na transmissao da
malaria e na aplicabilidade das intervencdes de controle da doenca.

Um componente importante que influencia a assisténcia a saude dos
Yanomami € o conceito que eles tém das doencas. Obviamente, em virtude da
prépria cultura, eles tém um conceito etimologico dos agravos muito diferente
do da biomedicina, embora em algumas localidades exista uma boa
compreensao dos diferentes elementos necessarios e responsaveis para
transmissdo de doencas como a malaria. A crenca de que as doencas tém
normalmente uma origem magica ou de fendmenos sobrenaturais, dificulta a
aceitacdo do tratamento [58]. Entretanto, eles conseguem diferenciar as
epidemias atribuidas ao branco das outras doencas, e a maioria aceita o
tratamento para doencas como maléria.

Ainda que dados da OPAS indiquem uma diminuicdo de 60% no namero
de casos de malaria nas Américas, entre 2001 e 2012 [37], ainda existem
grupos populacionais onde a reducdo nao foi eficiente, como nos grupos
indigenas. No Brasil, o cenério das epidemias de malaria nas areas indigenas,
especialmente na regido Amazbnica, pode chegar a comprometer a
sobrevivéncia de toda a comunidade [59, 60]. Muitos focos de transmisséo de
malaria importantes da Amazénia legal brasileira estdo concentrados em

comunidades indigenas. Por exemplo, entre os anos 2003 e 2011, houve um
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incremento de 142,8% da transmissdo da malaria em areas indigenas. Em
2011, aproximadamente 10,6% dos casos de malaria na Amaz6nia foram
registrados em areas indigenas, com mais impacto em alguns estados, como é
0 caso do estado do Amazonas, onde 49,0% de todos os casos registrados
foram em comunidades amerindias [61]. Apesar destes dados preocupantes,
os estudos sobre a transmissdo e a ecologia das espécies de vetores da
maléria nestas areas sdo escassos.

Os primeiros estudos referentes a epidemiologia da malaria em
populacBes indigenas no Brasil ocorreram na década de 1960, entre
populacbes Xavante localizadas ao longo do rio das Mortes, no atual parque
indigena do Xingu, situado ao norte do estado do Mato Grosso [60]. Estudos
sobre a migracao e inquéritos soroepidemioldégicos em populagbes indigenas
nas Americas, indicam que a malaria ndo era autdéctone nas Ameéricas antes da
chegada dos colonizadores. Nao se tem como determinar com precisao
guando e como a malaria foi introduzida nestas comunidades [59, 60].
Registros de uma expedicdo datada de 1898, no Rio Xingu, revelaram que a
malaria era a principal causa de morte entre os indigenas locais. Especulou-se
gue a doenca tinha sido introduzida por uma expedicdo anterior ou por algum
visitante indigena infectado [59, 60, 62, 63].

1.5 Malaria no Distrito Sanitario Indigena Yanomami - Breve historico.

Até a década de 1960, os Yanomami do Brasil viviam praticamente
isolados. Os primeiros relatos de malaria no territdrio Yanomami foram devidos
ao contato inicial com ndo-indigenas e, até a década de 1980, a malaria era
restrita as areas da periferia da reserva Yanomami, onde existiam contatos
pontuais com sitios e fazendas, que resultavam essencialmente em casos
importados e introduzidos entre os indigenas. A partir de 1987, ocorreu uma
invasdo abrupta de mais de 40.000 garimpeiros na area Yanomami,
principalmente na de Roraima. Essa invasao resultou no estabelecimento da
transmissao autdctone da maléaria [64]. A partir dai, a malaria se disseminou,
com a ocorréncia de graves surtos epidémicos, com elevada morbimortalidade,
atingindo, inclusive as comunidades mais isoladas e sem assisténcia e
ocasionando um grave problema de saude na maior parte do DSEI-Y. Durante

toda década de 1990, a transmissdo de malaria se manteve em altos niveis na
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regido. Nao obstante, entre os anos 2000 e 2002, a situacao foi revertida
devido as ac¢Bes de controle integrado desenvolvidas no DSEI-Y, praticamente
interrompendo a transmissdo da malaria entre os Yanomami de Roraima. O
controle integrado objetivava a interrupcéo local da transmissdo através do
esgotamento da fonte humana de infeccdo, pelo método da busca ativa
sistemética de portadores da infeccdo e o tratamento precoce, concomitante
com atividades de controle vetorial, como borrifagdes intradomiciliares e
nebuliza¢des espaciais de inseticidas. De novo, o relaxamento das medidas de
controle e o incremento de atividades de garimpo em algumas &areas
propiciariam um novo aumento da incidéncia da malaria a partir de 2006,
principalmente nas comunidades do estado do Amazonas [56].

Atualmente, a assisténcia sanitéria na Terra Indigena Yanomami no
Brasil € operacionalizada através das 37 unidades de referéncia sanitarias
denominadas Polos Base de Saude [56]. Portanto, ao se analisarem as
tendéncias de incidéncia de malaria, no tempo, dentro do territério Yanomami é
importante considerar as heterogeneidades naturais do nivel de cobertura e da
gualidade das medidas de controle que foram implementadas nos Polos e as
caracteristicas geo-fitoclimaticas.

No periodo de 2005 a 2014, foram registrados 41.689 casos de malaria
no conjunto de todos os Polos Base de Saude do DSEI-Y, dos quais 33.399
foram de P. vivax, 7.948 causados por P. falciparum e 342 por P. vivax + P.
falciparum. Nao tem sido registradas infeccbes por P. malariae na area
Yanomami do Brasil neste periodo de 10 anos. Segundo dados do indice
Parasitario Anual (IPA), o ano com maior intensidade de transmisséo foi 2010,
com um IPA geral de 395,7 (combinando o IPA de P. falciparum de 56,7 e de
P. vivax de 337,2) casos por cada mil habitantes (Fig. 5). O P. vivax teve uma
predominéancia histérica clara sobre o P. falciparum. No entanto, nos anos 2007
e 2008 houve um pico de casos por P. falciparum, quando as monoinfeccdes
por esta espécie corresponderam ao 34,2% e 31,87% do total de casos no
DSEI-Y, respectivamente. No ano de 2014 foram diagnosticados 2.525 casos
de P. vivax (85,9%), 394 de P. falciparum (13,5%) e 18 malaria mista Pf+Pv
(0,6%).
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Figura 5. Dados de malaria no DSEI-Y por espécie plasmodial, periodo 2005 -
2014. Fonte: DSEI Yanomami e Ye'kuana/SESAI/RR.

1.6 Hidrogeomorfologia na Amazdnia e as diferentes paisagens da

malaria.

A Amazbnia é uma vasta regido que apresenta uma enorme variedade
de rios com dinamicas sazonais diferenciadas. A bacia hidrografica do
Amazonas € a maior do mundo, representando aproximadamente 7.000.000 de
km?, contendo a maior area de floresta tropical do planeta (cerca de 5.000.000
km?). A chamada floresta de terra firme cobre 90% desta extenséo, consistindo
em areas da floresta amazbnica que ndo estdo sujeitas aos alagamentos
sazonais. Aproximadamente 150.000 km? correspondem as planicies de
inundacdo dos grandes rios amazOnicos. Soma-se a essa extensdo uma area
maior associada as regides inundaveis ao longo dos rios menores, corregos e
igarapés, assim como area de pantanos [65].

Segundo Sioli [66] os rios da Amazonia podem ser classificados em trés
categorias, de acordo com as caracteristicas das suas aguas: rios de aguas
brancas, rios de aguas pretas e rios de aguas claras. As caracteristicas
fisicoquimicas das aguas dos rios esta determinada em grande medida pelo
local onde se formam os cursos de agua. Importantes rios, como o
Solimdes/Amazonas e alguns dos seus principais tributarios, como 0s rios

Jurud, Japura, Purus e Madeira sédo considerados de aguas brancas. Os rios
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de aguas brancas tém parte de sua origem em areas andinas e pre-andinas.
Devido a riqueza mineral das aguas destes rios, os solos das planicies de
inundacdo sdo altamente férteis e a grande quantidade de sedimentos
suspensos em suas aguas lhes confere uma textura barrenta. Nao obstante, a
guantidade de sedimentos e o grau de turbidez serdo varidveis e dependerao
da profundidade da agua, da estacdo do ano e da distancia da margem dos
rios. Estas &guas sdo ricas em sais minerais dissolvidos, com alta
condutividade e com pH normalmente entre valores de 6,0 e 7,0. As areas
inundaveis dos rios de éagua branca (borda barrenta) sdo chamadas de
varzeas, enquanto as associadas aos rios de aguas pretas (borda de areia), de
igapl6. As varzeas do rio Amazonas, podem ter uma amplitude que vai dos 20
aos 100 km [67].

O rio Negro, cuja bacia hidrografica abrange cerca de 712.000 km?, é o
exemplo mais importante de um rio de aguas negras com as planicies de
inundacédo associadas. Este rio contribui com 35% das aguas que vao formar o
rio Amazonas, resultante da unido do rio Negro e Solimdes. Antes desse ponto
de confluéncia, o rio Negro recebe um grande numero de tributarios
principalmente de aguas pretas. Os rios de aguas negras, originam-se em
areas como as regides rochosas arcaicas do escudo das Guianas. As aguas
dos rios de aguas pretas sdo pobres em soélidos em suspensao, e apresentam
uma coloracdo normalmente castanho-avermelhada. Estas aguas apresentam
uma condutividade muito reduzida (<20 IS cm-1) e tém tendéncia a serem
acidas (pH 4-5). Estas caracteristicas afetam diretamente as caracteristicas
nutricionais das planicies de inundacéo associadas, que sdo muito pobres [68].

Finalmente, existem os rios classificados como de aguas claras, como o
Tapajés, que se origina no planalto central brasileiro, e também o rio
Uraricoera, que tem as suas origens na Serra Parima, area Yanomami
(chamado de rio Parima antes de se transformar no rio Uraricoera) e que da
sua confluéncia com o rio Tacutu forma o Rio Branco. As aguas destes rios sao
esverdeadas e normalmente de pH &cido e tipo transparente. Estas aguas
apresentam uma grande variabilidade de caracteristicas fisicoquimicas,
encontrando-se os valores dos parametros e de produtividade do solo entre 0s
encontrados nos rios de agua preta e branca. Muitos dos rios de aguas pretas
e brancas podem estar intercalados, como por exemplo, os rios Unini e Cuiuni,

afluentes da margem direita do Rio Negro, que contém aguas provenientes de
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areas inundaveis associadas a rios de agua branca [68]. A Figura 6, destaca 0s

principais rios da Amazo6nia do Brasil e a classifica¢cdo de suas aguas.
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Figura 6. Mapa representando os principais rios da bacia Amazobnica,
classificados em trés tipos principais, de aguas brancas, claras e pretas.
Extraida de [68].

Outra classificacao importante dos rios esta relacionada a hierarquia de
seus tributarios, compondo uma escala de 12 a 122 ordem. Rios de 12 a 52
ordem sédo considerados rios de baixa ordem, de 62 a 122 ordem sédo aqueles
de alta ordem [69]. Assim, os rios de primeira ordem sdo aqueles segmentos
mais proximos as nascentes, onde o volume de agua ainda € baixo, enquanto
os rios de alta ordem j& teriam recebido a agua de varios tributarios e, portanto,
teriam uma maior extensdo e volume de agua. Um exemplo de rio de 122
ordem seria o0 segmento final do rio Amazonas.

Junk et al. [70], introduziram o conceito dos pulsos de inundacéo,

baseados nas caracteristicas hidrologicas dos rios, sua bacia de drenagem e
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planicie de inundacgéo. O pulso de inundacdo constitui ritmos de alagamentos
sazonais que se alternam nos periodos de cheias e seca. Estes mesmos
autores propuseram que essas flutuagdes dos niveis dos rios sado os principais
determinantes da dindmica dos seres vivos associados aos rios e suas
planicies de inundagdo, com especial relevancia nos tropicos. No Brasil, os
exemplos classicos dessa dindmica estédo representados nas varzeas da bacia
Amazobnica e na planicie aluvial do Pantanal, onde os rios e 0s lagos
permanentes das planicies de inundacéo vao se conectar ciclicamente através
das areas temporariamente inundaveis, as quais formam as areas de transicéo
do meio terrestre para 0 meio aquatico (ATTZ). Os trés componentes principais
para a compreensdo da dindmica dos sistemas de rios sdo: o canal do préprio
rio, as areas de transicdo do meio terrestre para o meio aquatico ou areas
inundaveis transitorias, e os corpos de agua permanentes associados (lagos)
[67, 68, 70, 71]. Nestes periodos de interconex&o entre os rio e as planicies de
inundagdo associadas, ocorrem importantes ciclos de transferéncia de
nutrientes. Muitos organismos tém mostrado diferentes estratégias de
adaptacdo as mudancas deste entorno [65]. Obviamente, existe uma enorme
diferenca entre a dinamica dos rios e os pulsos de inundacdo associados a
agueles de baixa e alta ordem na Amazoénia.

Enquanto os rios de alta ordem apresentam pulsos de inundacao
monomodais, previsiveis e de longa duracdo, os rios de baixa ordem sao
caracterizados por pulsos de inundacédo polimodais, imprevisiveis e de curta
duracéo [68, 72]. A amplitude dos pulsos de inundacdo também dependerdo da
topografia e vazao do rio e dos regimes de chuvas. Os pulsos de inundacéo
dos rios de baixa ordem estardo portanto, muito mais influenciados pela
intensidade das chuvas locais, decrescendo em poucas horas depois de
chuvas fortes [70]. A frequéncia e extensdo dos pulsos de inundacdo em rios
de baixa ordem também sdo importantes para os processos de intercambio de
matéria organica entre os rios e as planicies de inundacdo. Nestes tipos de
rios, os momentos de intercambio ndo ocorrerdo em momentos equilibrados
em tempo e espaco, porém em momentos pontuais e imprevisiveis. Com uma
diminuicdo dos eventos de alagamento, os corpos de agua associados vao
tender a acumular matéria organica. Em vales pequenos associados aos rios
de baixa ordem, sdo encontradas abundantes aguas subterrdneas e solo

normalmente saturado de agua [65].
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Toda essa dinamica dos pulsos de inundag¢ao e do comportamento dos
rios de baixa ordem desencadeia um processo de transformacdo dos
componentes organicos e inorganicos nas planicies de inundacgdo, além de
produzir corpos de aguas de diferentes tamanhos e padrdes de conexdo com
0S rios e caracteristicas fisicoquimicas particulares. Assim, as espécies
dependentes do meio aquéatico encontrardo maiores dificuldades de se
adaptarem a dinamica dos rios de baixa ordem, sendo lavadas ou obrigadas a
migrar [65].

Outro elemento fundamental na paisagem da Amazonia sao os lagos,
principal tipo de macro habitat aquatico na regido. Segundo Junk et al. [67], 0s
lagos de planicie de inundacao foram classificados em quatro tipos principais:
Scroll lakes (lagos alongados e estreitos com abundantes macréfitas
submersas), lagos de ferradura ou oxbow lakes (originados a partir de
meandros abandonados e com uma forma tipica de ferradura), lagos de varzea
ou de depressdes (localizados em depressdes das planicies de inundacao) e
os lagos de terras altas ou Ria-lake (lagos dendriticos formados pelo
represamento de tributarios e o alagamento nos vales) [73]. A maioria destes
lagos estédo associados aos rios e podem manter uma conexao maior ou menor
com esses cursos de agua. A alternancia de situacdes de alagamento ou seca
nas planicies de inundacdo tem um impacto muito importante sobre os fatores
bidticos e abidticos [65, 68]. Portanto, a dinamica dos corpos hidricos € um dos
principais fatores governantes dos processos ecoldgicos nas area umidas, o
maior condicionante da ocorréncia e da densidade espaco-temporal de plantas
e animais que se encontram dentro do seu limite.

Assim, nos rios Amazonicos e nos seus tributarios, caracteristicas como
o cor da agua, a ordem, os pulsos de inundacéo, a largura e a sinuosidade vao
determinar em grande medida a abundancia e caracteristicas dos criadouros
naturais associados e, consequentemente, a distribuicdo e densidade das
espécies de anofelinos que, por sua vez, exercera influéncia direta nos padrdes

de transmissao locais de malaria.
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1.7 Principais anofelinos neotropicais encontrados na area Yanomami

do Brasil - Bionomia e importancia médica.

7z

A regidao Amazbnica é considerada uma das regides do mundo com
maior biodiversidade. Contém grande riqueza de criadouros capazes de
suportar o desenvolvimento de numerosas espécies de anofelinos, alguns
deles reconhecidos vetores da malaria [74]. E nos subgéneros Nyssorhynchus
e Kerteszia que se encontram oS mais importantes vetores da malaria no
territorio brasileiro. Estabelecer a importancia dos vetores, sua distribuicdo, seu
grau de antropofilia, endofagia, endofilia e suscetibilidade aos plasmodios
humanos sédo pontos fundamentais para o efetivo controle da malaria em uma
determinada regido [33, 75]. Contudo, para se determinar a importancia dos
vetores é imprescindivel a identificagdo correta das espécies. Dentro do
subgénero Nyssorhynchus encontramos espécies distintas, porém, com
caracteristicas morfologicas semelhantes e, muitas vezes, possuem padrdes
comportamentais variaveis no ambito de sua distribuicdo geografica [76-78].
Embora estas diferencas possam ser explicadas até certo ponto pelo grau de
plasticidade adaptativa das espécies a diferentes condicbes ambientais [45],
podem também estar relacionadas a um grau de polimorfismo do grupo ou
representarem complexos de espécie. Nesses casos € necessario o suporte de
outras técnicas além da morfologia classica para se determinar o status
taxondmico dos membros de tais complexos [79-81]. Informacdes sobre
aspectos da bionomia e importancia médica referentes a uma sé espécie
pertencente a um complexo, ndo podem ser tomadas como validas para o
complexo como um todo [82]. A identificacdo correta da identidade das
espécies, tem muita influéncia na compreensédo da complexidade dos quadros
de transmissdo da maléaria e, consequentemente, na escolha de métodos de
controle adequadas [79].

As espécies de anofelinos tém sido tradicionalmente divididas em
vetores primarios (a presenca dos quais permite o desencadeamento e
manutencdo da transmissdo) e espécies secundarias, que teriam uma
importancia complementar as espécies primarias na transmissdo local da
malaria, muitas vezes tendo um papel ocasional e residual. Ha também
anofelinos que nado sao vetores de malaria humana. No entanto, sdo varios os

exemplos de espécies que em um local sdo consideradas primarias e em um
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outro de secundéria. Por exemplo, An. nuneztovari s.|. é considerado vetor
primario na Venezuela e secundario no Brasil e An. oswaldoi s.. foi
considerado priméario no Acre [83] e secundario na maioria dos outros lugares
onde foi capturado [7]. Isto pode ser explicado pela complexidade inerente a
existéncia dos complexos de espécies. Na Figura 7, € apresentado um mapa
com a distribuicdo dos principais vetores da malaria no continente americano
[84]. Nota-se a pouca diversidade de espécies epidemiologicamente relevantes
encontradas na América do Norte (somente o An. freeborni, An.
guadrimaculatus s.l. e A. pseudopunctipennis) em compara¢cdo com a maior
diversidade de vetores da malaria encontrados na Mesoamérica e América do
Sul.
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Figura 7. Mapa de distribuicdo das principais espécies de anofelinos
transmissores da maléria na regido das Américas. Note-se a clara dominancia
de An. darlingi na regido Amazonica. Extraida de Sinka [84].
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Considerando-se a regiao Amazonica, o Anopheles darlingi, Anopheles
do complexo Albitarsis e An. aquasalis sdo os principais vetores da maléria.
Algumas espécies tém sido apontadas como de alta importancia local, como é
o caso de An. marajoara [85], membro do complexo Albitarsis. Outras espécies,
como o An. triannulatus s.l. e An. nuneztovari s.l., também tém papel como
transmissores secundérios ou ocasionais na transmissao desse agravo [86]. No
entanto, em algumas regides, certas espécies consideradas vetores
secundarios podem passar a ter um papel como vetor primario. Algumas outras
espécies tém sido encontradas infectadas com plasmédios, como o An.
intermedius, An. oswaldoi s.I e An. forattinii, e 0 seu papel na transmissao da
maléria também tem sido considerado residual local ou ocasional [27, 82, 87].

No Brasil, o principal vetor da malaria humana é o Anopheles
(Nyssorhynchus) darlingi Root, cuja distribuicdo geografica abrange o sul do
México até o norte da Argentina, estendendo-se da parte ocidental dos Andes a
costa Atlantica [31]. Essa espécie esta presente em todo o territorio brasileiro,
com excecao de areas muito secas no nordeste e regides de grandes altitudes.
Possui comportamento hematofagico que o qualifica como excelente vetor,
uma vez que € um dos anofelinos brasileiros mais antropofilicos e endofagicos,
com ampla distribuicdo geografica, alta densidade populacional e é suscetivel a
todos os plasmodios humanos [7, 33, 88, 89]. Esta espécie é abundante na
regido amazobnica, onde estad diretamente envolvida com a transmissdo da
malaria endémica e epidémica, podendo transmitir a malaria mesmo quando
em baixa densidade [7, 90-94]. Embora inicie sua atividade hematofagica no
crepusculo vespertino, Anopheles darlingi tem alto pico de atividade no meio da
noite, podendo apresentar pico unimodal, por volta da meia noite ou bimodal
com picos crepusculares vespertinos e matutinos. Este comportamento pode
variar de acordo com a regido geogréafica [95-99]. E notdria também a sua
preferéncia por picar o homem dentro das casas. Entretanto, tem sido
encontrado no crepusculo vespertino exercendo a hematofagia tanto em
humanos como em animais fora das casas [32, 33, 93, 96, 100]. A fémea de
Anopheles darlingi usualmente deposita seus ovos em criadouros como lagos,
represas e remansos de igarapés. Suas larvas eventualmente tém sido
encontradas em pocas de chuvas e pegadas de animais, durante a estacao
chuvosa. Entretanto, as grandes colegfes liquidas parcialmente sombreadas

ou totalmente ensolaradas, porém limpidas e com vegetacdo emergente,
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detritos ou algas sédo os focos preferenciais. Suas larvas podem se desenvolver
em areas mais afastadas das margens dos rios e mais profundas, onde exista
um apoio como um tronco ou pequenas ilhas de plantas [7, 93]. Anopheles
darlingi € uma espécie que vem se adaptando as alteracdes antrépicas, como
areas com alto impacto de desmatamento, assentamentos agricolas e
criadouros artificiais como tanques de piscicultura, podendo até mesmo se
beneficiar dessas alteracdes [101]. Esse vetor est4 presente em muitas regides
do pais (estima-se que em um 80% da extensdo do Brasil), mas sem
transmissdo atual de malaria [6]. O uso de inseticida tem selecionado
populacbes mais resistentes desse vetor e variagbes nos aspectos
morfologicos e comportamentais ha muito vem sendo investigados em estudos
genéticos de suas populacBes. Esses estudos podem esclarecer melhor
diferencas na bionomia dessa espécie e inferir sobre aspectos de sua
capacidade vetorial, assim como esclarecer se ela consiste em um complexo
de espécies [102-107].

Outra espécie com grande distribuicdo na Amazonia e cujo papel como
vetor da malaria ainda ndo esta bem esclarecido é o Anopheles
(Nyssorhynchus) oswaldoi Peryassu. Trata-se, porém, de um complexo de
espécies, formado por pelo menos trés membros: An. oswaldoi s.s.,
An.oswaldoi A e An.oswaldoi B [108]. Anopheles oswaldoi s.s. € muito similar a
Anopheles konderi Galvdo & Damasceno, tendo sido colocado em sinonimia
com essa espécie por Lane [109]. Entretanto, Flores-Mendoza et al. [110],
examinando exemplares proveniente de Coari, ho Amazonas, validou e
ressuscitou Anopheles konderi. Com efeito, Anopheles oswaldoi e Anopheles
konderi podem ser separados morfologicamente pelas caracteristicas da
genitdlia masculina, cujo apice de seus aedeagos apresentam formatos
distintos. Dentro deste complexo de espécies encontramos uma diversificada
preferéncia por criadouros, com variaveis niveis de tolerancia ao sol, a turbidez
e tamanho dos corpos de agua [111]. An. oswaldoi s.l. esta amplamente
distribuida na America do sul, ao este dos Andes, e especialmente associada a
areas de floresta do interior da Amazbnia, embora tenha sido registrada
também nas margens de floresta, em areas de estradas e de cultivo [108]. As
larvas de An. oswaldoi s.l. tém sido coletadas em aguas claras ou turvas [112].
E um complexo de espécies consideradas exofagicas e de tendéncia zoofilicas,

embora possa ser encontrada picando o homem quando este adentra em
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ambientes de floresta ou na sua proximidade. Membros deste complexo tém
sido capturados em muitas regides e em altas densidades, mas na maioria das
ocasifes ndo foram encontrados infectados com plasmaédios [112]. Entretanto,
alguns autores apontam para um papel importante dessa espécie na
transmissao da malaria em algumas areas da Amazoénia brasileira e em paises
da América do Sul [113]. Por exemplo, An. oswaldoi s.l. tem sido encontrado
infectado no Acre, onde foi considerado o principal vetor da maléria [83, 114-
116], assim como em Rondénia [27, 76] e em uma &rea de alta prevaléncia de
maléaria, na Colémbia [117]. A importancia epidemiolégica dessa espécie sé
pode ser esclarecida com a correta identificacio dos membros desse
complexo. Diversos estudos moleculares tém sido realizados visando
determinar o status taxonémico do grupo [108, 118-120]. Porém, além dos
dados moleculares, € importante que se faca um estudo mais abrangente,
envolvendo analise morfoldgica, principalmente da genitalia masculina e dados
da biologia e ecologia dessa espécie nas areas de sua distribuicdo geografica
[77, 121].

Dentro do subgénero Nyssorhynchus, outra espécie importante € o An.
triannulatus Neiva & Pinto. E uma espécie abundante na regido Amazonica e
apresenta grande variabilidade fenotipica e comportamental ao longo de sua
distribuicdo geografica, sendo considerada como um complexo de espécie [79,
122-124]. Tem ampla distribuicdo na América do Sul e parte da América
Central, estendendo-se da Argentina a Nicaragua e ilha de Trinidad [112, 125].
O complexo Triannulatus esta composto por pelo menos trés espécies: An.
triannulatus s.s., An. halophylus e uma terceira espécie An. triannulatus C. As
duas primeiras espécies podem ser separadas entre si por caracteristicas
morfolégicas da genitalia masculina e da larva de 4° estadio [126]. Andlises
moleculares podem distinguir as trés espécies do complexo e evidenciam que
Anopheles halophylus e Anopheles triannulatus C sdo mais estreitamente
relacionadas entre si, quando comparadas ao Anopheles triannulatus s.s. [124,
127]. Anopheles triannulatus s.l. tem hébitos crepusculares, sendo considerada
principalmente de carater zoofilico, picando de preferéncia fora das moradias e
no interior das florestas. Entretanto, pode invadir os domicilios e também se
alimentar no homem [7, 93, 128-131]. Suas formas imaturas tém sido
associadas principalmente a criadouros naturais, embora com pouca

adaptacdo a corpos de &gua, resultado da atividade antrépica. Suas larvas ja
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foram encontradas em areas abandonadas de mineracdo, tanques de
piscicultura e criadouros artificiais urbanos [132]. Esta espécie prefere
criadouros naturais grandes e permanentes, como lagos, pantanos, pocas
permanentes e margens |énticas de rios, e normalmente tem sido associada
com vegetacdes emergentes e macréfitas submersas [131]. Um dos membros
desse complexo, Anopheles halophylus, parece preferir criadouros com maior
teor de salinidade, tendo sido encontrado em alagados temporarios,
ensolarados, ricos em vegetacao flutuante (Salvinia sp.), formados durante a
cheia do rio Miranda, em Mato Grosso do Sul [131].

Membros do complexo Triannulatus tém sido encontrados infectados em
algumas ocasides no estado de Rondodnia [27] e outras regides do Brasil [133],
sendo considerado como vetor secundario quando se apresenta com altas
densidades [88, 134, 135]. Ndo obstante a importancia de cada uma das
espécies do complexo, seu papel na transmissao da malaria permanece sem
esclarecimento [133].

Anopheles (Nyssorhynchus) nuneztovari € outro anofelino importante no
historico epidemiologico da malaria em paises da América do Sul. Porém,
como outros anofelinos do subgénero Nyssorhynchus, tem status taxonémico
bastante confuso. Sua distribuicdo geografica abrange o norte da América do
Sul, até o leste do Panama, ocupando grandes areas dentro da regido
Amazonica e alguns estados do nordeste [93, 136]. Dentro do complexo
Nuneztovari 0s seguintes membros tém sido descritos: An. nuneztovari s.s., An.
nuneztovari A, An. goeldii e An. dunhami. Estudos moleculares tém sido
empreendidos no intuito de esclarecer a posicdo taxondmica de cada membro
do complexo. An. goeldii foi finalmente confirmado como espécie valida através
de caracterizacdo morfologica da genitalia masculina de exemplares do Amapa
[137] e por testes moleculares, baseado em analises das sequéncias do gene
mitocondrial citocromo oxidase | - COI, gene white e ITS2 em 2008 [138].
Portanto, os exemplares que foram identificados como An. nuneztovari em
publicacbes anteriores, podem conter individuos que pertencam a diferentes
espécies, ja que a classificacdo sO baseada nas caracteristicas morfologicas
das fémeas ndo € suficiente para diferenciar estes grupos [139]. Formas
imaturas de An. nuneztovari s.l. ja foram encontradas criando-se em colecdes
liguidas como pocgas, depressdo de pneus no solo, lagoas, expostas ao sol e

com aguas turvas [93]. Ja as formas imaturas de An. goeldii, estas tém sido
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encontradas principalmente em criadouros parcialmente ou bem expostos ao
sol, como lagos, areas inundaveis e tanque artificiais, associados a vegetacao
flutuante e emergente e com algumas caracteristicas da agua varidveis (agua
clara a turva, mas sempre parada). Esta espécie foi encontrada coabitando
criadouros com An. marajoara, An. darlingi, An. triannulatus s.I. e An.
intermedius [139]. Foi realizada uma estratificacdo em trés grupos genéticos
diferenciados: um da regidao de Venezuela e Colémbia e dois da regido da
bacia Amazénica [139]. Analise da variabilidade genética, estudos envolvendo
caracteristicas tanto morfolégicas quanto moleculares e cromossdmicas, tém
verificado ampla divergéncia em populacdes geograficamente distintas [139-
142]. Considerada uma espécie zoofilica e exofagica, tem sido algumas vezes
capturada picando o homem e repousando dentro das casas [93]. Porém,
essas caracteristicas podem mudar de acordo com a regido geografica.
Populacdes da Colébmbia e Venezuela, em areas malarigenas, mostraram
marcado habito antropofilico e endofagico e picos de atividade por volta da
meia noite. Entretanto, populacbes do Brasil e Suriname tém apresentado
habitos zoofilicos e exofagicos, com picos de maior atividade por volta do
crepusculo vespertino [143, 144]. An. nuneztovari s.l. tem sido incriminado
como vetor primario da malaria em varias regides de Venezuela, Colémbia e
Peru [82]. A importancia médica de An. goeldii ainda esta por esclarecer.
Galardo et al. [145] encontraram espécimes identificados como An. nuneztovari
infectados com plasmaodios. Estes exemplares foram capturados nos estados
de Pard e Amapa. Ainda no Brasil, Tadei e Tacher [146] encontraram
individuos identificados como An. nuneztovari infectados com P. vivax, P.
falciparum e por P. malariae ao longo da rodovia BR-174.

Muitos exemplares de An. nuneztovari s.l. podem ser confundidos com
espécies de outros grupos, como An. oswaldoi, An. rangeli e An. benarrochi,
An. strodei e An. evansae, em decorréncia de caracteristicas morfolégicas que
se sobrepdem nessas espécies. A analise de caracteristicas da genitalia
masculina, morfologia da larva de quarto estadio, a avaliacdo da distribuicéo
geografica e o uso de ferramentas moleculares sdo importantes estratégias
para se alcancar uma identificacdo mais precisa da espécie e,
consequentemente, determinar medidas mais eficazes para o seu controle.

Membros do subgénero Kerteszia encontram-se desde o México até o

sul do Brasil, principalmente em areas costeiras do oceano Pacifico e Atlantico,
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onde varias espécies de bromélias, seus criadouros principais, sao
abundantes. No Brasil foram encontradas as seguintes espécies: An. neivai no
Amazonas, An. cruzii, An. bellator, An. homunculus, An. bambusicolus (a Unica
espécie que prolifera nos bambus) e An. laneanus nas areas de Mata Atlantica.
Dentre estas espécies, An. cruzii e An. bellator sdo as que tém maior
importancia epidemioldgica. Esses dois vetores tém comportamentos
diferentes, com o An. bellator preferindo terras mais baixas e An. cruzii
encontrado mais frequentemente em areas de encosta, sendo mais abundante
em areas de maior altitude [39].

Em algumas é&reas, membros do subgénero Kerteszia tém sido
incriminados como vetores primarios e em outras tém um papel de carater mais
secundario ou ocasional na transmissdo da doenca. No caso dos
remanescentes da mata atlantica, bioma de imensa biodiversidade no sudeste
do Brasil, o An. cruzii é incriminado como o principal vetor da malaria de
floresta destas areas [39]. An. neivai tem sido incriminada na transmissdo da
malaria em area da costa de Pacifico da Colémbia [147]. Os membros do
subgénero Kerteszia tém uma especificidade na ecologia das formas imaturas
gue os diferenciam enormemente de outras anofelinos, que € a escolha de
bromélias como locais de oviposicdo [148]. Esta falta de dependéncia de
corpos de agua no solo, vai ter uma enorme importancia na distribuicdo
espaco-temporal destas espécies, e portanto, na dinamica de transmissao da
malaria. Estratégias de controle tradicionais para estas espécies podem ser
pouco eficientes (mosquiteiros) ou manejo de criadouros (ao proliferar em
dispares e numerosas bromélias), embora estratégias muito agressivas de
desmatamento para acabar com os criadouros naturais destes vetores foram
relatadas no Brasil dos anos 1940 e 1950 [41]. An. cruzii pica tanto pessoas
guanto animais e tem sido encontrado picando tanto de dia (em maior
proporcao que outros subgéneros de anofelinos) quanto de noite, mas com
preferéncia para crepusculo vespertino. O ciclo de transmissdo da maléaria na
mata Atlantica pode envolver humanos e algumas espécies de primatas
neotropicais (do géneros Alouatta e Cebus). Além das espécies de plasmddio
gue infectam humanos registradas na regido (P. falciparum, P. vivax e P.
malariae), os anofelinos do subgénero Kerteszia sdo também vetores dos
plasmaddios simianos, P. simium e P. brasilianum, que ocasionalmente podem

também ser transmitidos as pessoas [148].

33



O subgénero Anopheles parece desempenhar um papel secundario em
relacdo aos subgéneros Nyssorhynchus e Kerteszia em territério brasileiro.
Portanto, estudos direcionados especificamente para as espécies que compde
esse subgénero sdo mais escassos. Entretanto, algumas dessas espécies tém
sido encontradas infectadas com plasmoédios. Entre as espécies desse
subgénero que habitam é&reas de florestas temos Anopheles (Anopheles)
mattogrossensis Lutz & Neiva, cuja distribuicdo geografica até o momento
conhecida abrange o Brasil, Venezuela, Coldmbia e Bolivia [149], tendo sido
registrada nos estados do Amazonas, Para, Acre, Rondbnia, Roraima, Amap4,
Mato Grosso, Goias e Mato Grosso do Sul [93, 149]. O An. (Ano.) intermedius
apresenta também uma ampla distribuicdo na América Central e do Sul. No
Brasil, encontra-se amplamente distribuido da Amazénia até areas de costa
dos estados do sul do pais [150]. Ambos anofelinos de habitos zoofilicos e
exofagicos, mas que podem também picar o homem. Porém, raramente
invadem o domicilio [93]. Alguns anofelinos membros da serie Arribalzagia,
como o An. mattogrossensis e An. intermedius, tém sido também incriminados
na transmissao da malaria, inclusive no Brasil [87, 145, 146]. O esclarecimento
da identidade taxondmica dos membros desta serie tem sido historicamente
complicado, tanto por uma falta de estudos direcionados a eles como pela
grande semelhanca morfologica entre algumas das espécies. As espécies do
subgénero Anopheles sédo caracteristicas de areas de floresta, ndo se
adaptando facilmente a ambientes alterados pelo homem. Suas formas
imaturas se desenvolvem em criadouros com vegetacao, parcial ou totalmente
sombreados, tais como pantanos, lagoas e pocas residuais que se formam com
agua da chuva no solo das florestas [93, 151]. Larvas de An. mattogrossensis
foram encontradas criando-se no mesmo ambiente com larvas de An. darlingi,
An bachmanni (=Anopheles triannulatus), An. punctimacula e An.
tarsimaculatus. Andlise da variabilidade genética de An. mattogrossensis e An.
intermedius do Amazonas realizadas por Santos et al. [152], para enzimas
Esterase (EST-I), Phosfoglucomtase (PGM) e LAP 1 e 2 revelaram uma baixa
variabilidade para ambas as espécies, 0 que 0s autores associaram a uma alta

especializacdo por nichos ecoldgicos concretos.
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1.8 Justificativa para o Estudo.

Dentre as comunidades que habitam a Amazobnia, as comunidades
indigenas sd@o especialmente vulneraveis a malaria. Dados epidemioldgicos
indicam que os Polos Base de Toototobi, Parafuri e Marari apresentaram 0s
maiores indices de transmissé@o da malaria dentro do Distrito Sanitario Especial
Indigena Yanomami (DSEI-Y). Em virtude da dificuldade de acesso as areas
indigenas e em vista das caracteristicas socioculturais peculiares dessas
populacbes, pouco é conhecido sobre a diversidade faunistica, biologia e
comportamento das espécies de anofelinos vetores de malaria nessas areas.
Muitas destas regides indigenas remotas encontram-se em areas associadas a
rios de baixa ordem, que podem formar criadouros de diferente caracteristicas
e sazonalidade. A interacdo dos indigenas dessas aldeias com a dinamica das
colecdes liquidas e com a fauna de anofelinos presente na regido podem
influenciar na prevaléncia da malaria entre essa populagdes. Contudo,
essencialmente nada se sabe a respeito. Portanto, € necessaria a realizacéo
de estudos sobre a fauna anofélica, os aspectos ecologicos e a infectividade
das espécies de anofelinos em areas indigenas Yanomami do Brasil. As
informacfes entomologicas e ecoldgicas sdo fundamentais para o melhor

direcionamento das medidas de controle em areas indigenas da Amazonia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a fauna, os aspectos ecolégicos e a infectividade das
espécies de anofelinos em areas indigenas Yanomami do Brasil:
Toototobi (AM), Parafuri (RR) e Marari (AM)

2.2 Objetivos Especificos

Determinar a fauna de anofelinos e avaliar o comportamento
hematofagico quanto ao horéario e tipo de ambiente (intra, peri e

extradomiciliares);
Mapear e classificar os criadouros naturais associados aos rios
de baixa ordem, utilizando uma nova classificacdo e metodologia

de coleta, quantificando as formas imaturas dos anofelinos;

Determinar a associacdo de parametros ambientais dos

criadouros com as principais espécies de anofelinos coletados;

Caracterizar a sazonalidade das principais espécies de anofelinos

encontradas;

Determinar as taxas de infectividade e de inoculacdo dos

anofelinos nas areas de estudo;

Associar os dados entomoldgicos as flutuacdes da incidéncia da

malaria em Marari.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 O Distrito Sanitario Especial Indigena Yanomami (DSEI-Y), Brasil.

A assisténcia sanitaria na Terra Indigena Yanomami no Brasil é
operacionalizada através das 37 unidades de referéncia sanitarias
denominadas Polo Base de Saude, os quais foram definidos a partir do
agrupamento de comunidades proximas geograficamente e com maiores
afinidades e lagos de convivéncia sociocultural. O conjunto destas estruturas
de saude forma o Distrito Sanitério Especial Indigena Yanomami (DSEI-Y),
atendendo a uma populacdo de 21.249 indigenas, distribuidos em 277 aldeias
localizadas no norte ocidental do estado de Amazonas e no oeste do estado de
Roraima. Os Yanomami compdem 98,3% desta populacdo (20.875), sendo o
restante de representantes principalmente da etnia Ye'kuana (357 indigenas -
1,7%) [57]. Os Polos Base estéo estruturados como unidades basicas de saude
(postos de Saude — sede do Polo Base), e contam com atuacdo de equipe
multidisciplinar de saude indigena, composta por um enfermeiro, um nimero
variavel de técnicos de enfermagem e guardas de endemias que realizam os
diferentes programas de saude e atuam, por exemplo, no combate a malaria
nos Polos Base endémicos para esta doenca.

O acesso a maioria dos Polos Base é feito por pequenas aeronaves que
partem geralmente da sede do DSEI-Y, em Boa Vista - RR. Na sede de muitos
Polo Base € possivel se dispor de um gerador de energia, abastecimento de
agua encanada e sistema de esgoto. A comunicacdo entre os Polos Base e a
sede do DSEI-Y em Boa Vista € feita por radiofonia. Os consolidados
epidemiologicos de malaria sédo gerados na sede do DSEI-Y em Boa Vista, a
partir das fichas de atividade dos microscopistas e relatorios enviados de
campo que alimentardo os sistemas de informacédo em saude, como o Sistema

de Informacéao de Vigilancia Epidemiolégica -SIVEP-malaria.
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3.2 Areade estudo: Parafuri, Toototobi e Marari.

O presente estudo foi realizado em trés Polos Base Yanomami: Parafuri,
localizado no leste do Estado de Roraima, Toototobi e Marari, na parte mais
setentrional do estado de Amazonas (Fig. 8).
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Figura 8. Localizacdo das trés areas de estudo. Os Polos Base de Marari e
Toototobi encontram-se ao norte do estado de Amazonas, enquanto o Polo
Base de Parafuri esta localizado no estado de Roraima, Brasil.

O Polo Base de Toototobi é composto por 741 indigenas distribuidos
em 10 comunidades assentadas na area de influéncia do rio Toototobi e seus
tributarios. Trés destas comunidades, Xiroxixopiu, Xuuhupi e Amahik formam o
Subpolo Base de Xiroxirobiu, geograficamente destacado das demais. As sete
comunidades restantes sdo: Koiopi, Apiahik, Kaxitdo, Mahaxipoha, Pyau,
Raxasi e Wanapiu. Todas as comunidades mantém relacdes de parentesco e
S80 muito comuns as visitas entre elas, especialmente entre as que estdo mais
préximas geograficamente. No Polo Base de Toototobi, incluimos em nosso
estudo as comunidades Koiopi (79 pessoas), Apiahik (81), Mahaxipoha (50) e
Raxasi (89). Todas as comunidades encontram-se a menos de 125 metros do
nivel do mar. Apiahik tem um assentamento alternativo na fronteira com a
Venezuela, chamada de Sinatra. No ano de 2013 no Toototobi, o 53,3% eram
indigenas do género masculino. Quanto a distribuicdo por faixas etérias, a

38



proporgdo de menores de 20 anos foi de 56,1%, e a propor¢ao de menores de
cinco anos foi de 18,7%. Encontramos a seguinte proporc¢ao do sexo masculino
nas quatro comunidades estudadas: Apiahik (50,6%), Koiopi (59,5%), Raxasi
(58,4%) e Mahaxipoha (58%). Considerando a estratificagdo populacional por
comunidade e faixa etaria encontramos: Apiahik (<5= 18,5% e <20=59,3%),
Koiopi (<5=16,5% e <20=59,5%), Raxasi (<5=15,7% e <20=53,9%) e
Mahaxipoha (<5=14% e <20=48%)).

O Polo Base de Parafuri € composto por 427 indigenas distribuidos em
seis comunidades: Komomassipe, Warareu, Hoxeana, Paapoko, Makabey e
Xaruna. As comunidades incluidas no nosso estudo foram Komomassipe (138
indigenas) e Warareu (64 indigenas) localizadas préximas ao Polo Base, no rio
Inaja e Makabey (64 indigenas) e Xaruna (93 indigenas) na beira do rio Parima.
Entre as comunidades que se encontram na area de influéncia do rio Inaja
(Komomassipe, Warareu, Paapoko e Hoxeana) existem vinculos que levam a
frequentes visitas entre as comunidades. Ja no caso das malocas de Makabey
e Xaruna, o isolamento é maior e os contatos com outras comunidades do Polo
Base Parafuri sdo esporadicos. As comunidades de Parafuri ndo tém malocas
alternativas, mas podem passar algum tempo (constatamos até dois meses
durante nosso estudo) em acampamentos improvisados, ou tapiris, no meio da
floresta. No Polo base de Parafuri os homens constituiram uma porcentagem
menor da populacdo (somente o 48,1%). Constatamos isso em quatro
comunidades: Komomassipe (45,7%), Warareu (43,8%), Makabey (51,6%) e
Xaruna (38,7%). A populacdo menor de 20 e cinco anos, representaram o
61,7% e 21,6% da populacao total, respectivamente. Segundo a estratificacédo
populacional por comunidade e faixa etaria encontramos: Komomassipe (<5=
26,1% e <20=65,9%), Warareu (<5=29,7% e <20=65,6%), Makabey (<5=21,9%
e <20=60,9%) e Xaruna (<5=23,7% e <20=64,3%).

O Polo Base Marari € composto por 915 indigenas que habitam as cinco
comunidades: Castanha (237 indigenas), Gasolina (233 indigenas), Taibrapa
(234 indigenas), Alapusi (155 indigenas) e Ahima (56 indigenas). No entanto,
recentemente, houve uma pequena divisdo de uma parte da comunidade de
Alapusi para formar uma outra comunidade menor na area da sede do Polo
Base (Mababi). A comunidade de Taibrapa possui também uma segunda
residéncia (Taibrapa 2). Este Polo Base caracteriza-se por ter malocas com

alta densidade populacional. Todas as comunidades foram incluidas em nosso
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estudo. As comunidades do Polo Base Marari tém o costume de passar meses
nas malocas alternativas e também fora da éarea indigena, trabalhando na
extragdo de piagaba. Além disto, mantém também contato com Yanomami do
Polo Base Marauia, também no estado do Amazonas (principalmente com a
comunidade do Kona - a vérios dias a pé) e com algumas comunidades da
Venezuela. O Polo Base de Marari tem uma proporcao de 55,3% de individuos
do sexo masculino. Ja em relacdo as faixas etarias, confirmamos que a
populacdo menor de 20 anos corresponde ao 56,4% do total e os menores de
cinco anos o0 18,7% do total. Encontramos novamente propor¢cdes do sexo
masculino maiores nas comunidades do Marari: Alapusi (52,9%), Ahima
(55,4%), Castanha (58,2%), Taibrapa (54,7%) e Gasolina (54,7%). Os dados
da estratificacdo populacional por comunidade e faixa etaria sdo os seguintes
proporcdes: Alapusi (<5= 17,4% e <20=54,8%), Ahima (<5=11% e <20=32%),
Castanha (<5=18,6% e <20=56,1%), Taibrapa (<5=19,7% e <20=56,4%) e
Gasolina (<5=18,6% e <20=57,6%).

Na Tabela 1 detalhamos os tempos e os modos de deslocamento que
sdo utilizados para chegar nas diferentes comunidades. Adicionalmente, na
Figura 9 sdo mostradas a localizacdo das diferentes comunidades dos trés
Polos Base, em relacdo a sede de cada Polo Base, ressaltando-se os

principais rios de baixa ordem das trés regides.

Tabela 1. Distancias, modos de deslocamento e tempos das aldeias incluidas
no estudo em relacéo a sede do respectivo Polo Base.

Distancia da sede

Polo Base/Comunidade Polo Base (km) Modo deslocamento/tempo
Epoca seca Epoca chuvas
Tootootobi
Mahaxipoha 14,9 Barco (6 horas) - pé (7 horas) Barco (4 horas)
Raxasi 52 Barco (1 hora) - pé (1:30 horas) Barco (40 minutos)
Apiahik 6,4 Barco (3 horas) - pé (2:00 horas) Barco (2 horas)
Koiopi 8,1 pé (1:40 horas do Apiahik) pé (2 horas do Apiahik)
Parafuri
Xaruna 7,3 Barco (4 horas) Barco (4 horas)
Makabey 15,2 Barco (3:45 horas) Barco (3:45 horas)
Warareu 4,9 Barco (40 min) Barco (40 min)
Komomassipe 7,4 Barco (1:40 horas) Barco (1:40 horas)
Marari
Alapusi 53 pé (1:40 horas) pé (2 horas)
Castanha/Ahima 0 Do lado sede Polo Base Do lado sede Polo Base
Taibrapa 2,2 pé (20 min) pé (25 min)
Gasolina 5 pé (1:45 horas) pé (2:15 horas)
Taibrapa 2 15,9 barco (6 horas do Gasolina) barco (4 horas do Gasolina)
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Figura 9. Mapas das trés areas de estudo, ressaltando os principais rios e
todas as localidades que conformam os Polos Base. A - Toototobi, B - Parafuri
e C - Marari. Nota-se que no caso de Marari, ndo sdo mostradas as malocas
alternativas do Taibrapa (Taibrapa 2) e do Castanha (Castanha 3), que
encontram-se muito distantes descendo pelo rio Marari.

O povo Yanomami constroi e estrutura suas casas grandes coletivas, os
shabonos, seguindo tipologias diferentes segundo a area geografica (Fig. 10).
As comunidades do Polo Base Toototobi e Marari constroem uma estrutura
principal, circular, grande e aberta no meio, feita principalmente de madeira,
barro e folhas de palmeira. Nessas construcdes, as paredes séo formadas por
barro e varas de madeira, sendo mais compactas e com menos espagos
abertos. Na comunidade Koiopi, o shabono principal é uma estrutura de 55
metros de diametro, circular e aberta centralmente, com um par de casas
anexas muito menores. A maioria dos Yanomami desta comunidade moram no

interior do shabono principal.
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No Polo Base Parafuri, as casas sdao menores e mais espalhadas,
normalmente de formato circular, a maioria de padrédo fechado, com paredes
formadas por troncos de madeira, deixando espacos abertos entre o ambiente
intra- e peridomiciliar. Na comunidade de Komomassipe h& nove habitacbes
independentes e de formato fechado, cada uma delas habitada por um namero
reduzido de familias. Em todos os tipos de construgcfes existem poucos pontos

de entrada/saida.
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Figura 10. Exemplos dos tipos de shabono construidos nas trés areas de
estudo. A - Toototobi. Comunidade de Mahaxipoha. Os shabonos sé&o
construcdes grandes, de formato circular e continuas, albergando um grande
namero de familias no interior. B - Parafuri. Comunidade de komomassipe.
Nesta regido submontana, as constru¢cdes dos Yanomami sao pequenas e
fechadas, onde habitam um namero menor de pessoas por unidade
habitacional. C - Marari. Comunidade de Taibrapa. Igual as comunidades de
Toototobi, as comunidades do Marari tém um formato também circular, com
uma praca grande central, mas formado por um conjunto de casas ou
construcdes proximas com alguns espacos entre elas. Observa-se o0 rio de
primeira ordem Catanal, passando bem préximo da comunidade, receptivo aos
efeitos de pulsos de inundacéo.

3.3 Caracteristicas ecoldgicas da area Yanomami do Brasil.

Os Polos Base de Parafuri, Toototobi e Marari representam diferentes
tipos de ecoregibes, com diferentes caracteristicas geomorfologicas e
hidrolégicas, que, por sua vez vao influenciar diretamente na dinamica sazonal
dos criadouros e, consequentemente, na composicdo da fauna anofélica e
abundancia relativa das espécies.

O Polo Base de Parafuri (3.2838N, 63.8506W e 440 metros de altitude)
estd localizado em uma ecoregido formada principalmente por floresta
ombréfila submontana. Esta regido caracteriza-se por apresentar um relevo
muito irregular, com varias serras menores, que sdo drenadas por muitos
cérregos para o rio mais proximo. Existem dois rios principais de baixa ordem
em Parafuri, o rio Inaja (de segunda ordem e com uma média de uns 30 metros

de largura) e o rio Parima, ainda um rio de baixa ordem (52 ordem) no ponto
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onde estédo localizadas as malocas de Makabey e Xaruna, é consideravelmente
mais largo que o rio Inaja, com até 90 metros de largura em alguns segmentos.

O Polo Base de Toototobi (1.7652N, 63.6188W e 128 metros de altitude)
esta localizado a 170 km ao sul de Parafuri, em uma area composta por
floresta ombrofila de planicie de terras baixas, sem serras, e com elevacdes
menores que 150 metros. Nesta regido, o principal rio é o Toototobi, rio de
terceira ordem, irrigando as proximidades das comunidades Mahaxipoha,
Raxasi, Kaxitdo, Apiahik e a sede do Polo Base. Existe um rio menor de
segunda ordem que é afluente do rio Toototobi, passando a mais de 1 km da
maloca Koiopi, com a origem na area onde encontra-se 0 Subpolo do
Xiroxirobiu.

Foram instaladas estacdes metereoldgicas (Instrutemp®, estacéo
metereoldgica com display touch-screen - TWH1080, Séo Paulo, SP, Brasil) na
sede do Polo Base de Toototobi e Parafuri, pelo periodo completo em que
foram realizadas as coletas (setembro 2012 a julho 2014). No Polo Base
Marari, foi operada uma estacdo metereoldgica entre setembro 2014 e margo
2015. As estacoes mediram a temperatura e umidade relativa externas e
internas da edificacdo da sede do Polo Base, a forca e direcdo do vento e a
pluviosidade. As informacbes foram gravadas em uma memoria central em
intervalos de uma hora, com capacidade de registro de 4.080 entradas. A cada
visita bimensal, os dados registrados do periodo eram transferidos para um
laptop, a memdria da unidade central liberada e as baterias trocadas. Quando
ocorria falha no sistema, os dados de pluviosidade para o Polo Base de
Parafuri foram estimados a partir da estacdo do Polo Base de Surucucu (ANA -
Agéncia Nacional das Aguas), a mais proxima (a uns 55 km) e com
caracteristicas ecoregionais semelhantes. Foi calculado um indice mensal
entre Parafuri e Surucucu e em seguida a média destes indices. Para os meses
gue nao foram registrados os dados de Parafuri (outubro 2013 a fevereiro
2014), utilizou-se o indice geral para ajustar os dados de pluviosidade de

Surucucu, estimando-se os dados perdidos para Parafuri.

3.4 Malaria nos Polos Base de Toototobi, Parafuri e Maratri.

Foram compilados do Sistema de Informacdo de Vigilancia

Epidemiolégica (SIVEP-Malaria) e ajustados por 1.000 habitantes, os dados de
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malaria nas comunidades onde foram feitas as coletas de anofelinos nos Polos
Base de Toototobi, Parafuri e Marari, no periodo de 2005 a 2014. Esses dados
formam uma série historica da situagdo desse agravo nas comunidades
estudadas. No Marari, sdo apresentados apenas os dados de maléaria entre
2009 e 2014, devido inconsisténcia sobre a organizacdao das comunidades
antes de 2009. Os dados do Taibrapa, Polo Base Marari, foram computados de
2012 a 2014, pois essa comunidade foi criada recentemente (Tabela 2). Nas
comunidades de Marari 0os numeros de casos de malaria registrados
correspondem as buscas ativa e passiva sistematica de casos. Entretanto, nas
comunidades de Parafuri e Toototobi os nUmeros de casos correspondem as
buscas ativa e passiva ndo sistematica de casos e o numero total de casos

pode néo ser real.

Tabela 2. Distribuicdo anual dos casos de P. falciparum e P. vivax por
comunidade baseado no indice Parasitario Anual (IPA). Periodo de 2005 a
2014 para o Toototobi e Parafuri, e no caso do Marari, periodo de 2009 a 2014.
Nota-se que para a comunidade do Taibrapa apresentam-se somente dados de
maléaria de 2012 a 2014. Fonte: SIVEP Malaria.

Ano
Polo - Comunidade 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Pf Pv Pf Pv Pf Pv Pf Pv Pf Pv Pf Pv Pf Pv Pf Pv Pf Pv Pf Pv
TOOTOTOBI
Mahaxipoha 75 650 0 1163 25 400 190,5 1000 O 6977 0 3256 O 0 0 0 0 0 0 357
Raxasi 31,7 3333 161 371 14,7 882 1029 7206 145 59,2 0 725 O 0 0 131 0 11,2 O 0
Apiahik 895 1493 0 2143 0 13 267 5467 1625 325 123 5309 0 41,1 633 9241 O 0 0 0
Koiopi 181,8 333,3 2188 4375 0 140,8 67,7 8784 27,4 137 0 1039 O 27 0 658 O 0 0 0
PARAFURI
Xaruna 0 69 0 5,7 0 0 0 0 0 4833 0 450 0 86 0 0 0 0 0 714
Makabey 0 485 0 220 O 0 0 0 0 6164 0 2703 182 1818 O 0 0 0 0 0
Warareu 0 68,7 0 58,4 0 0 0 0 192 13077 0 250 0 56 0 333 0 0 0 0
Komomassipe 0 2125 0 1209 O 0 0 105 0 17426 0 1389 0 9524 0 534 O 0 0 0
MARARI
Alapusi NA  NA NA NA NA NA NA NA 423 2958 652,51879,4 182,4 364,9 406,5 903,2 354,8 8387 274 14932
Castanha NA  NA NA NA NA NA NA NA 193 1812 804,3 1570,4 2184 646 127,1 805,1 1050,6 1405,1 184,3 1054,9
Ahima NA  NA NA NA NA NA NA NA 149 2388 740 1900 333,3 686,3 163,6 581,8 339,3 1250 175 750
Taibrapa SD SO SO SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD 796 1066,4 277,8 1042,7 431,8 1075,8
Gasolina NA  NA NA NA NA NA NA NA 162 773 912,2 1534,6 2383 981,3 287,6 553,1 1864 1067,8 345,7 1135,8

NA - Dados ndo compilados
SD - Sem dados

Analisando os dados do SIVEP-Malaria ao longo dos ultimos 10 anos

observamos algumas diferencas com relacdo a espécie plasmodial mais

abundante nos trés Polos Base.

No Polo Base do Toototobi

foram

diagnosticados 690 casos de malaria entre 2005 e 2014, sendo 619 devidos ao
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P. vivax (89,7%) e 71 ao P. falciparum (10,3%). A transmisséo de P. falciparum
foi constatada nas quatro comunidades de Toototobi sob estudo, mas de forma
intermitente. No ano de 2008 houve os maiores IPA para P. vivax nas
comunidades de Mahaxipoha (1.000), Raxasi (720,6) e Koiopi (878,4). No
entanto, o periodo de transmissdo mais intenso no Apiahik foi em 2012 (IPA=
924,1 de P. vivax).

No Parafuri, dos 798 casos de malaria diagnosticados entre 2005 e 2014
nas quatro comunidades estudadas, somente dois (0,25%) corresponderam ao
P. falciparum, um na comunidade de Warareu em 2009 e um na comunidade
de Makabey em 2011. O demais foram casos de P. vivax. Cabe destacar que
neste Polo Base ndo foram diagnosticados casos de malaria por gota espessa
em 2007 e quase todo 2008. Outro periodo onde nado foram reportados casos
de malaria no Parafuri foi da metade de 2012 até o inicio de 2015, com a unica
excecdo de quatro casos de P. vivax diagnosticados na comunidade de Xaruna
em 2013. Em 2010 foi registrado um IPA na comunidade de Komomassipe de
1.742,6 casos de P. vivax por cada mil habitantes, ou seja, de média uma
pessoa teria 1,7 episddios de malaria ao ano. No mesmo ano os IPA para P.
vivax foram de 1.307,7, 616,4 e 483,3 casos por 1.000 habitantes no Warareu,
Makabey e Xaruna respectivamente.

No Polo Base de Marari foram registrados no total 9.104 casos de
malaria entre 2009 e 2014, sendo 6.683 (73,4%) de P. vivax e 2.421 (26,6%)
de P. falciparum. Embora o P. vivax também predominou nas comunidades do
Marari, vimos umas proporcdes de P. falciparum mais elevadas comparados
com os Polos Base do Toototobi e Parafuri e até, com a média do DSEI-Y. Em
alguns periodos concretos, esta proporcao de casos por P. falciparum foi ainda
mais elevada, como em 2010 na comunidade do Gasolina, onde o P.
falciparum foi responsavel por 36,9% dos casos de malaria. O periodo de maior
transmissao no Polo Base foi em 2010, quando foram registrados os seguintes
IPA para P. vivax e P. falciparum; Gasolina (Pv=1.534,6, Pf=912,4), Alapusi
(Pv=1.879,4), Pf=652,5), Ahima (Pv=1.900, Pf=740) e Castanha (Pv=1.570,4,
Pf=804,3).

Na tabela 3 apresentamos os dados de maléria ajustados por 1.000
habitantes por sexo e faixa etaria por cada uma das comunidades estudadas.
Os anos utilizados para compilar estes dados foram os mesmos que 0s

descritos para a Tabela 2.
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Tabela 3. Distribuicdo dos casos de malaria por sexo e faixa etaria ajustados
por cada 1.000 habitantes nas comunidades de Toototobi, Parafuri e Marari.
Toototobi e Parafuri dados de 2005-2014, Marari de 2009-2014, comunidade
do Taibrapa 2011-2014. Fonte: SIVEP Malaria.

Polo - Comunidade Sexo Faixa etdria
Masculino Femenino 0-4 5-9 10-19 20-39 >40
TOOTOTOBI
Mahaxipoha 415,7 291,3 767,4 453,6 475,3 190,7 162,5
Raxasi 253,7 216,7 412,1 429,3 291,4 106 91
Apiahik 313,4 305,9 457,1 588,7 397,2 101,1 72,9
Koiopi 263,4 260,4 346 565 285,6 135,8 104,7
PARAFURI
Xaruna 119,7 124,7 280,6 157,4 153,4 41,1 28,2
Makabey 232,4 123,8 576,7 334,5 131,4 35,6 6,7
Warareu 339,8 252,2 439,1 533,9 239,7 175,8 96,4
Komomassipe 376,5 518,8 558,8 590,6 462,5 292,8 302,1
MARARI
Alapusi 1209,6 1212,5 2191,2 2687,2 1214,5 427,2 408,5
Castanha 1240,7 1244,1 2207,3 2358,6 1299 397,9 313,4
Ahima 1204,9 1205,3 2143,3 2186,6 1335,1 316,4 320
Taibrapa 1367,4 1290,5 2651,4  2637,8 1393,9 320,9 125,4
Gasolina 1400 1364,3 2772,4  2822,3 1100,3 414,5 294

3.5 Coletas de anofelinos.

Os Polos Bases de Toototobi e Parafuri foram incluidos como areas de
estudo desde o inicio do projeto, devido ao histérico de transmissdo de malaria
e oncocercose, as duas endemias abordadas no projeto principal aprovado
pela Secretaria Especial da Saude Indigena (SESAI). Portanto, as nossas
viagens de campo para as coletas de anofelinos foram integradas com as do
grupo das coletas de simulideos em Toototobi e Parafuri. Posteriormente, foi
incluida uma terceira area de estudo, o Polo Base Marari, por apresentar o
maior numero de casos de maléaria de todo o DSEI-Y, por véarios anos. Para o
estudo longitudinal de Parafuri e Toototobi, foram realizadas nove viagens de
campo de setembro de 2012 até julho de 2014, com expedi¢cdes a cada dois
meses, cobrindo os cinco periodos no ano (época de chuvas, transi¢cao chuvas-
seca, primeira e segunda metade da seca e transicdo seca-chuvas). Os meses
de coleta para o Toototobi foram setembro 2012, janeiro/fevereiro 2013, abril
2013, junho/julho 2013, setembro 2013, novembro 2013, janeiro/fevereiro 2014,
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abril 2014 e junho/julho 2014. J4& para o Polo Base Parafuri as coletas
aconteceram em setembro/outubro 2012, fevereiro 2013, abril/maio 2013, julho
2013, setembro/outubro 2013, novembro/dezembro 2013, fevereiro 2014,
abril/maio 2014 e julho 2014.

Em Marari, foram feitas duas expedicdes piloto em 2013, nos meses de
marco (fim da época seca) e agosto (fim da época das chuvas).
Posteriormente, desenhamos um estudo neste Polo Base focado na época
seca de 2014 e 2015. Foram realizadas quatro expedi¢cOes a cada dois meses,
de setembro de 2014 (inicio da época seca) até marco de 2015 (fim da época
seca). As coletas foram feitas em todas as comunidades deste Polo Base.

Em cada Polo Base, cada expedicao teve duracdo de 15 dias. No caso
do Toototobi e Parafuri, foram feitas nove coletas de trés dias consecutivos em
cada uma das comunidades e trés noites intercaladas na sede do Polo Base.
Em geral, o cronograma diario de trabalho foi o seguinte: das 7 h as 13 h,
foram realizadas as coletas de formas imaturas; de 14 h as 18 h, foi
processado o material dos anofelinos adultos coletados na noite anterior, e
guando oportuno, coletas adicionais de larvas foram realizadas a tarde; a partir
das 18 h, foram realizadas as coletas diarias de anofelinos adultos. Essas
coletas eram feitas das 18 h as 22 h ou de 18 h as 6 h (12 horas). Todas as
liderancas das comunidades concordaram e autorizaram as coletas e a
permanéncia da nossa equipe na area durante o periodo de estudo.

O presente trabalho teve a aprovacdo de: Comité de Etica em Pesquisa

- CEP Fiocruz e Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP.

3.6 Coleta de formas adultas de anofelinos: Atracdo humana protegida
- AHP, armadilhas Iuminosas CDC e aspirador manual

intradomiciliar.

Foram utilizados diferentes tipos de armadilhas para a coleta de formas
adultas: Armadilhas luminosas tipo CDC, tanto de luz incandescente quanto
UV; armadilha baseada no conceito de "atracdo humana protegida" (AHP) e
aspirador manual (Aspirador de Nasci).

Nos Polos Base de Parafuri e Toototobi, as coletas com Atracdo Humana
Protegida foram realizadas simultaneamente em trés ambientes distintos: intra-,

peri- e extradomiciliar, e por trés dias consecutivos em cada comunidade.
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Normalmente, no primeiro e no terceiro dia, as coletas foram realizadas no
periodo de 18 h as 22 h, nos trés ambientes. Enquanto que no segundo dia era
realizada uma coleta de 12 h (das 18 h as 6 h) no peridomicilio. Este
cronograma de coletas foi seguido e mantido pelos dois anos consecutivos
nesses dois Polos Base.

No Polo Base de Marari foi feita uma modificacdo desse cronograma de
trabalho. O esquema de coletas corresponderam a quatro dias de capturas por
campanha nas comunidades de Castanha-Ahima, Taibrapa e Gasolina, e de
trés dias na comunidade do Alapusi. Eram feitas duas coletas de 12 h (18 h as
6 h): normalmente uma no primeiro dia, no peridomicilio, e outra no terceiro dia,
no extradomicilio. No caso das comunidades do Marari com quatro dias de
coletas, foram realizadas duas coletas simultdneas no peri- e extradomicilio, de
18 h as 22 h, e no intradomicilio, de 20 h — 00 h. Esta variacdo para a area de
Marari foi motivada pelos resultados preliminares das duas missdes piloto
nesta area do ano 2013 e pelos dados de coletas de An. darlingi no
Komomassipe, que revelaram uma atividade mais tardia desta espécie.

As coletas com armadilhas CDC foram realizadas também nos
ambientes intra-, peri- e extradomiciliares. Seis armadilhas foram instaladas
durante o periodo de 18 h as 6 h: uma no intradomicilio (dentro do shabono),
uma no peridomicilio (na parte externa, porém junto ao shabono) e quatro no
extradomicilio, distribuidas a cada 50 m em direcdo ao criadouro produtivo
mais proximo da habitacdo indigena, formando um transecto. O principal intuito
do uso destas armadilhas foi a de complementar as coletas de alados
utilizando a AHP e ampliar a informacdo sobre a frequéncia espacial das
diferentes espécies. Nem sempre foi possivel manter em funcionamento as
armadilhas CDC, pela dificuldade de se carregarem as baterias, devido a
irregularidade da disponibilidade de energia elétrica na sede dos Polos Base.
Nessas situacdes, uma placa solar foi a Unica fonte de carga, mas com
eficiéncia diminuida nos periodos de chuvas, além de ndo conseguir manter a
carga das seis baterias (Unipower 6V 12A) em varias ocasides. Por este
motivo, os dados obtidos a partir de armadilhas CDC néo foram adicionados as
analises de sazonalidade, ja que o esfor¢co de coleta ndo foi homogéneo ao
longo das missdes de campo. Entretanto, o material obtido aumentou o namero
de exemplares coletados e a possibilidade de se ter mais registros de

ocorréncia de espécies em cada uma das localidades. Sua operagdo ainda
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aumentou a possibilidade de coletar anofelinos possivelmente infectados e
obter espécimes machos para exame da genitélia para analise morfologica.

Finalmente, foram realizadas coletas de alados em repouso dentro das
malocas, utilizando-se um Aspirador de Nasci alimentado por uma bateria de
12V 12A (Aspirador manual grande, Horst Armadilhas ®, S&o Paulo, SP, Brasil).
As coletas por esse método foram realizadas as 22 h (00 h no caso do Marari),
durante 30 minutos, no interior da habitacdo onde estava sendo feita a coleta
intradomiciliar com AHP. Foram amostradas tanto as paredes principais da
maloca até uns 2,5 metros de altura e varios objetos como cestos de palha
penduradas, roupas e arcos e flechas colocados nas paredes.

Para todos os tipos de coleta, foi preenchida uma “ficha de campo”,
individual por ambiente, contendo os seguintes dados: nimero da coleta, local,
data, horario, tipo de coleta (intra-, peri- ou extradomicilio) e coletor, além de
dados abiodticos (temperatura, umidade relativa do ar, chuvas, ventos) (Anexo
1). Esses dados ambientais eram obtidos a partir de termo-higrometros (Termo-
higrometro digital, Incoterm, Sdo Paulo, SP, Brasil), utilizados em todos os
pontos de coleta. Os dados eram aferidos a cada hora, durante as coletas. Em
cada coleta, os mosquitos eram coletados com capturador de Castro,
acondicionados em gaiolas cilindricas (15 cm) de plastico, com uma tampa de
rosca larga e telada. Essas gaiolas recebiam uma etiqueta de identificagcdo com
o numero da ficha de campo correspondente, data, local, horario de coleta e
nome do coletor. A cada hora durante as coletas a gaiola era trocada e 0s
dados abioticos anotados. Apds cada coleta, as gaiolas eram colocadas dentro
de um saco plastico contendo um chumaco de algoddo embebido em éter, para
gue os mosquitos fossem mortos. Alternativamente, as gaiolas eram deixadas
nesse mesmo tipo de saco sem éter e, no dia seguinte 0S sacos eram
pendurados em uma area exposta ao sol, para que 0S mosquitos morressem.

Assim que 0s mosquitos morriam eram triados, acondicionados
individualmente em microtubos plasticos, com um orificio na tampa, do tipo
usado para técnica molecular (PCR). Esses microtubos eram acondicionados
em pequenos sacos de papel identificados por comunidade, tipo, data e horario
de coleta, sendo armazenados logo apés em caixas plasticas retangulares
contendo silica (Silica Gel B. Herzog) e hermeticamente fechadas, para serem
transportados ao laboratério (Fiocruz/IOC), onde eram identificados

morfologicamente, com o uso de chaves dicotbmicas. Tanto 0s mosquitos
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coletados pelas armadilhas CDC quanto pelo Aspirador de Nasci eram mortos
e acondicionados da mesma forma que aqueles coletados em AHP.

Alguns dos mosquitos coletados foram mantidos vivos com alimentagao
acucarada, na prépria gaiola, até o dia seguinte da coleta, para a dissec¢édo do
ovario pela técnica de Detinova, com o objetivo de avaliar a paridade das
fémeas. Uma parte dos mosquitos (10%) foi também separada para
confirmacdo molecular das espécies pertencentes a complexo de espécies
cripticas, utilizando-se sequenciamento da regido barcoding do gene Citocromo
Oxidase subunidade 1.

3.7 Disseccédo dos ovarios para determinacdo de fémeas nuliparas e

paridas.

Uma pequena parte das fémeas de An. darlingi (77 no Parafuri) e An.
oswaldoi s.l. (88 combinando o Parafuri e Toototobi) coletadas com AHP,
tiveram seus ovarios dissecados para determinacdo da paridade, pela técnica
de Detinova [153]. Escolhemos realizar este teste somente nas principais
espécies vetores e encontradas com maior densidade nas areas. Nesses
casos, 0S mosquitos de coletas da noite anterior foram mantidos vivos com
agua acucarada e, na manhd seguinte, foram mortos individualmente
utilizando-se um morteiro entomologico com o fundo impregnado de éter. As
fémeas foram posicionadas ventralmente em uma lamina de vidro, onde os
ultimos segmentos abdominais e 0s ovarios eram tracionados, com o auxilio de
um estilete, em direcdo a uma gota de salina. Logo apos, esse material foi
coberto com laminula e examinado ao microscépio x40 para observacdo do
sistema traqueolar, permitindo a clara visualizacdo das traquéias. Para realizar
a disseccdo dos ovarios, o material ndo pode estar seco e portanto, os
espécimes devem ser mortos ou adormecidos logo antes do procedimento.
N&o obstante, ndo foi possivel realizar avaliacdo de paridade das fémeas de
forma sistematica e de grande numero de individuos por dois motivos:
indisponibilidade de um microscopio com qualidade suficiente e,
principalmente, a falta de tempo nas campanhas onde o niumero de criadouros
demandava uma dedicacdo quase exclusiva a amostragem de larvas para

cumprir COm NOSSO cronograma.
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3.8 Identificacdo morfoldgica das espécies de anofelinos.

As fémeas coletadas eram transportadas para o laboratério e
identificadas com uso de estereomicroscépio (Stemi 2000 Zeiss), pela
observacdo de seus caracteres morfolégicos externos, utilizando-se chaves
dicotdmicas especificas para o grupo [7, 89]. Com o objetivo de complementar
ou esclarecer davidas sobre a morfologia de membros pertencentes a
complexo de espécies cripticas, foram realizadas montagem e identificagdo
morfolégica da genitdlia masculina. Os machos usados para esse fim foram
obtidos através da criacao de larvas coletadas nos criadouros mapeados nas
areas estudadas ou coletados em armadilha CDC. As genitélias foram
montadas entre lamina e laminula e observadas ao microscépio para a
identificacdo utilizando-se as descricbes das espécies e chaves dicotémicas

especificas [112].

3.9 Confirmagcdo de espécies de anofelinos através da analise de
sequéncias da regidao barcoding do gene Citocromo Oxidase
subunidade | (COI PCR).

Dentre os 4.319 anofelinos coletados no Toototobi e Parafuri, alguns dos
espécimes danificados ou aquelas pertencentes a complexos de espécies
foram escolhidas para realizar diagnostico molecular. Um total de 483
mosquitos, representando cerca de 10% do total coletado foram assim
avaliados. Também foram incluidos alguns poucos exemplares do Polo Base

de Marari, 0s quais ainda deverao ser processados no futuro.

3.9.1 Extracdo de DNA mitocrondrial - Técnica Chelex 100.

Foram utilizadas as pernas médias ou anteriores para a extracdo do DNA,
preservando-se a cabeca e térax para analise de infectividade por plasmaédios.
O material foi macerado, com pistilos autoclavados, em microtubos tipo
Eppendorf (1,5 ml) contendo 10 yl de NaCl 0,9%, sendo adicionados 10 pl de
Chelex 100 (5%) ao microtubo. A amostra foi homogeneizada no vértex e

incubada a 100 °C por 10 min (banho seco Eppendorf, modelo Thermomixer
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Comfort). Foi, em seguida, centrifugada (Centrifuga Thermo Scientific, modelo
Fresco 17) a 13.000 rpm (5 min) a temperatura ambiente. O precipitado
resultante foi descartado e o sobrenadante transferido a outro tubo para ser
utilizado posteriormente na reacdo de amplificacdo por PCR. Neste ponto, as
amostras podem ser guardadas no freezer por alguns dias.

3.9.2 Amplificagcédo por PCR convencional para o gene COl e

purificacdo por PEG.

Para a amplificacéo da regido barcode do gene COlI, foram utilizados os
pares de primers universais: LCO1490 (5
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3" e HCO2198 (5'
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3') (Integrated DNA Technologies). O
volume final para cada reacao de PCR foi de 25 pl, sendo: 2,5 yl de tampdo 1x
(Invitrogen Brasil, Sdo Paulo), 0,75 ul de MgCl, (50mM) (Invitrogen Brasil, Sdo
Paulo), 0,5 pyl ANTP (10mM), 0,25 pl (10 yM) de cada um dos iniciadores
universais (LCO e HCO), 0,125 ul de Taq Polymerase (5U/ul) (Invitrogen Brasil,
Sao Paulo), 18,625 de H,O ultrapura | e finalmente, 2 uyl de do produto de
extracdo de DNA de cada amostra.

As condicdes da reacdo de PCR (Termociclador Eppendorf, modelo
Martercycler epgradient) foram: desnaturagédo inicial a 94 °C por 3 minutos,
seguidos de 40 ciclos com as seguintes caracteristicas: 94 °C por um min, 1
min para pareamento dos oligonucleotideos a 55 °C e 1 minuto para a
extensdo da molécula de DNA a 72 °C. Extenséo final de 7 minutos a 72 °C.
Apoés a amplificacao, as reacdes foram armazenadas a -20 °C.

Com o objetivo de verificar as condi¢cdes da amplificacdo do produto da
PCR, 1 yl desse material foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2%.
A fim de registrar o tamanho do fragmento amplificado e as condi¢cfes da PCR,
o gel foi fotografado em Sistema de imagem MultiDoc-it (UVP).

Posteriormente, procedeu-se a purificacdo do produto de amplificacédo
da PCR por PEG (20% Polyethylene Glycol - PEG - 8000 2,5 M Na Cl), o que
facilita a eliminacdo de dimeros de iniciadores formados na reacdo da PCR e
também concentra o produto da PCR (de 20 ul iniciais para 10 pl depois da
purificacdo por PEG). Inicialmente, foi adicionado o mesmo volume (20 pl) de
PEG ao volume que tinha-se obtida da extracdo de DNA (20 pl). O produto (40
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ul) foi misturado rapidamente por vortex e incubado a 37 °C por 15 minutos.
Centrifugou-se a 13.200 rpm por 15 minutos e, posteriormente, descartou-se 0
sobrenadante (centrifuga modelo 5415R Eppendorf). O precipitado
transparente resultante foi lavado com 200 pl de etanol 80%, invertendo-se o
tubo varias vezes. Se fosse necessario, neste ponto, as amostras poderiam ser
guardadas no freezer. Uma vez homogeneizado, o material foi novamente
centrifugado a 13.200 rpm por 15 minutos a 4 °C. O etanol foi removido
invertendo-se o tubo, e foi feita outra lavagem da amostra com etanol etilico
80%, seguindo-se 0s mesmo passos acabados de descrever acima. O etanol
foi descartado e o precipitado foi seco no equipamento (concentrator Plus-
Eppendorf) com a tampa do tubo Eppendorf aberta, por 10 minutos a 60 °C. O
DNA foi ressuspendido com 10 ul de agua ultrapura | e homogeneizado no
vortex. Depois deste processo de purificacdo, 1 yl da amostra foi processado
em um gel de agarose 1%, para se verificar que ndo houve perda de DNA ao

longo do processo de purificacao por PEG.

3.9.3 Sequenciamento e purificacdo por Sephadex.

Foram realizadas as reacdes de sequenciamento da fita F da regido
barcode do gene COI utilizando-se o kit de BigDye® Terminator Ready Reaction
Mix (Applied Biosystems). Os iniciadores para a reacdo de sequenciamento
foram os mesmos que utilizados na reacdo de PCR anterior. Para cada reacéo
de sequenciamento, obteve-se um volume final de 10 uL; com 2 pL de tampéo
5x sequencing (Applied Biosystems™), 1 uL (3,6 pmol) do iniciadores F ou R,
0,5 de Big Dye Terminator Ready Reaction Mix (Applied Biosystems™), 4,5 ul
de agua ultrapura e 2 ul de DNA (40-50 ng de DNA). As condi¢des da reacéo
de sequenciamento consistiram de 25 ciclos com as seguintes caracteristicas:
96°C por 15 segundos, 50°C por 15 seg e 60°C por 4 min. Antes do envio de
cada amostra para sequenciamento, estas foram purificadas por Sephadex,
processo que auxilia na eliminacdo das bases marcadas que ndo foram
incorporadas na reacdo de sequenciamento. Depois da reacdo de
sequenciamento, as amostras foram cuidadosamente protegidas da luz para
evitar a degradacao do produto. A solucdo Sephadex (Sephadex G50 columns,
GE Healthcare) deve ser guardada na geladeira até o uso uma hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, colocam-se 700 ml de resina Sephadex
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nas colunas com filtro adequadas, sempre evitando a formacdo de bolhas.
Centrifugou-se a 3.000 rpm, por 2 minutos. Com a Sephadex solidificada dentro
da coluna, foram aplicadas as amostras do sequenciamento (os 10 pl),
colocando-se o produto na parte central da resina e evitando-se que liquido cai
pelas laterais do tubo sem passar através da membrana. Foi realizada uma
nova centrifugacdo a 3.000 rpm, por 2 minutos e o produto filtrado foi secado
no concentrador (Eppendorf, modelo 5301) a 60 °C, por 10 minutos, ficando o
DNA aderido no fundo do tubo. Os tubo Eppendorf com o produto de
sequenciamento purificado foram armazenados em papel de filtro para proteger
da luz e, em seguida mandados para sequenciar pelo metodo Sanger (Applied
Biosystems 3130 DNA Analyser - PE Applied Biosystems). As colunas
utilizadas para a purificacdo por Sephadex foram lavadas profusamente com
agua corrente e com agua destilada, sendo esquentadas em micro-ondas a

energia media por 1 minuto.

3.94 Analise das sequéncias no BLAST e confirmacéao

molecular.

As sequéncias foram editadas com o programa livre BioEdit, versao
7.2.5 (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). As partes pouco definidas
da sequéncia do inicio e do final foram normalmente deletadas e, no caso de
se encontrar base desconhecida no meio da sequéncias, estas foram editadas
segundo o cromatograma. Em alguns casos abundaram picos duplos ou
sequéncias que foram impossiveis de editar. Essas amostras foram repetidas
e, se o0 resultado foi o mesmo, foi considerada uma amostra que foi
contaminada e retirada dos posteriores analises.

Posteriormente, utilizamos a ferramenta BLAST - "nucleotid BLAST"
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para comparacdo das nossas
sequéncias obtidas com as publicadas livremente no servidor, assim como para
verificar que nao tinha acontecido nenhum evento de contaminagcéo. Na maioria
de casos, o produto de PCR foi sujeito s6 a sequenciamento unidirecional (fita
F). S6 com a fita F, ja obtimos valores de concordancia no BLAST de mais do
98%, linha de corte que estabelecemos para a confirmacdo molecular a nivel
de espécie e, portanto, nesses casos achou-se desnecessario 0s
sequenciamento com a fita R.
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3.10 Avaliacédo dainfeccdo dos anofelinos pelo plasmédios.

3.10.1 Acondicionamento dos anofelinos no campo e

preparacao do material.

Dos anofelinos que tinhamos guardado em caixas estancas com silica
gel a temperatura ambiente, alguns foram testados até dois anos e meio apos a
coleta no campo. A cabeca e térax de cada mosquito, ja identificado, foi
separada do abdémen no ponto de unido entre eles com o auxilio de pinca e
um estilete entomoldgico. As asas e pernas foram conservadas para serem
utilizadas para confirmar as identificacdes morfolégicas por testes moleculares.
A separacao da cabeca e térax do abdome é fundamental para nao incluir
como positivos anofelinos que apresentem somente oocistos no intestino, ja
gue 0 mosquito sO6 consegue ser transmissor quando 0S esporozoitos ja

chegaram as glandulas salivares.

3.10.2 Extracdo de DNA gendmico.

A cabeca e torax foram transferidos para tubo de 1,5 ml, tipo Eppendorf
contendo 180 upl de PBS (Gibco®), e macerados manualmente por
aproximadamente 1 minuto com pistilo de vidro lavados e esfregados com
lenco impregnado com alcool. Utilizamos o DNeasy Blood & Tissue Kit
(QIAGEN, Valencia, CA, USA) para a extracdo de DNA gendmico.
Acrescentaram-se ao macerado 20 ul de proteinase K (>600 mAU/ml), 200 ul
do Buffer BA, com homogeneizacdo por 30 segundos no vortex, sendo
posteriormente, incubados a 56 °C por 10 minutos no Banho Maria (Fisher
Scientific modelo Isotemp 202S). Apés incubacao, foram adicionados 200 ul de
etanol 99%, sendo os tubos novamente homogeneizados no vortex e
colocados em colunas agregadas a tubos de coleta de 2 ml do kit. As colunas
foram centrifugadas a 8.000 rpm (6.000 g), por 1 min, & temperatura ambiente
(centrifuga Eppendorf, modelo 5417R) sendo posteriormente descartados 0s
tubos contendo filtrados. Novos tubos foram acoplados as colunas, seguindo-

se adicdo de 500 pl de tamp&o AW1 do kit de extragéo, para lavagem do DNA,
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com centrifugac&o a 8.000 rpm (6.000 g) por 1 minuto a temperatura ambiente.
Foram adicionados 500 uyl do Tampdo AW2 para a segunda lavagem do
material com centrifugacdo a 14.000 rpm, por 3 minuto, a temperatura
ambiente. Finalmente o DNA foi eluido com 200 pl de agua estéril WIFI e em
seguida o DNA foi purificado com o intuito de remover os inibidores que
possam afetar as reacdes de PCR.

As amostras de DNA foram purificadas utilizando-se o kit de StrataPrep
(Agilent Technologies StrataPrep PCR purification kit). Nas amostras de DNA
extraidas, foram adicionados 200 ul da solugdo de ligacao de DNA e apds
homogeneizacdo foram colocados na coluna. ApGs centrifugacédo por 30 s, a
14.000 rpm, a coluna foi lavada com 750 yl de tampao 1X buffer (40 ml de
100% etanol adicionado ao tampao 5x do kit StrataPrep) e novamente
centrifugada por 30 s a 14.000 rpm. A ultima centrifugacao foi feita por 30 s, a
14.000 rpm, sem adicionar mais solucdes para remover toda a solucéo de
lavagem. O DNA da coluna foi recuperado pela adicdo de 50 ul de agua estéril
deionizada WIFI e ap0s repouso por 5 minutos a coluna foi centrifugada por 30
segundos, a 14.000 rpm.

Depois da purificagdo por StrataPrep, o DNA das amostras foi
concentrado utilizando-se o concentrador (Eppendorf, modelo Vacufuge),
secando de 50 pl de produto de extragao de DNA inicial, até 10 ul de produto

final (x5). O produto purificado foi guardado a -8°C graus durante o uso para as

analises por PCR, e posteriormente, armazenados no freezer a -40°C.

3.10.3 PET-PCR para avaliacdo da infectividade dos

anofelinos.

Para deteccdo de Plasmodium no anofelino, utilizamos a técnica de
PET-PCR, desenvolvida recentemente por Lucchi et al. [154]. Esta técnica foi
desenvolvida para o diagnéstico da malaria humana em amostras de sangue
coletadas em papel de filtro e tem a capacidade de detectar parasitemias de
até 3,2 parasitas por pl de sangue em amostras de papel de filtro. Ela foi aqui
adaptada neste estudo para a deteccdo de Plasmodium no anofelino. Na
técnica de PET-PCR, a extremidade 5' de um dos iniciadores € modificado pela
adicdo de uma cauda do oligonucleotideo de 17 bases marcado com um

fluor6foro em sua extremidade 5'. Na auséncia de amplificacdo, esta cauda
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forma um lago permanecendo em uma conformacédo fechada, resultando em
uma supressao da fluorescéncia devido a proximidade das bases de G-4 e a
transferéncia de elétrons fotoinduzida (PET). Quando ha a amplificacdo de
acidos nucleicos, a estrutura do tronco do lago do iniciador PET se abre
aumentando a fluorescéncia devido ao efeito da supressdo dos dois residuos
de guanosina localizados na posicdo de saliéncia e também da formacao da
cadeia de DNA complementar.

A confeccdo dos iniciadores do PET-PCR segue 0S mesmos principios
basicos dos iniciadores para as PCR convencionais. Os iniciadores especificos
de género de Plasmodium foram desenhados para amplificar o gene que
codifica pelo 18S RNA ribosomal de plasmédio, uma regido que € conservada
para todas as espécies de plasmddio que infetam o homem. Para o P.
falciparum, o alvo para amplificacdo especifica para esta espécie foi o gene
Pfr364. No caso do género, os iniciadores foram modificados e marcados com
o fluoroforo FAM e para os iniciadores especificos para P. falciparum, foi
adicionado o marcador molecular HEX.

Os anofelinos foram testados de forma individual e as reacfes de PET-
PCR foram realizadas na presenca de controles positivos (amostras humanas
Pf 3D7, Pv Thai 3, and Pm China 1) e negativos (Master Mix sem DNA). Os
volumes e concentracbes dos reagentes, bem como as condi¢cdes de
amplificacdo da PET-PCR de género Plasmodium (iniciador direto:
GGCCTAACATGGCTATGACG; iniciador inverso: FAM-
aggcgcatagcgectggCTGCCTTCCTTAGATGTGGTAGCT) e de P. falciparum
(iniciador direto: ACCCCTCGCCTGGTGTTTTT e iniciador inverso: Hex-
aggcgcatagcgectggTCGGGCCCCAAAAATAGGAA) foram as mesmas para as
duas reacoes. Cada reacao teve um volume final de 20 ul, dos quais 10 pl
foram do tampéo 2X ABI Tagman buffer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), 0,5 pl (10 yM) de cada iniciador, 7 pl de H,O estéril WIFI e 2 ul do
produto da extracdo de DNA (amostras e controles positivos). Foram
preparadas bandejas com 92 amostras, mais os trés controles positivos e um
negativo. As amplificacbes foram realizadas em termociclador (Agilent
technologies, Agilent MX3005P QPCR Systems, Santa Clara, USA). As
condi¢cBes da reacao de PCR consistiram em uma desnaturacao inicial a 95 °C,
por 10 minutos, seguida por amplificacdo com 45 ciclos de 95 °C por 10
segundos e 60°C, por 40 s. Os dados foram analisados no Software informatico
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(MxPro QPCR software) e um valor limite de ciclos térmicos (CT) de 40,5 foi
usado para indicar um resultado positivo. Todos as amostras positivas e as
amostras no limite de positividade (com CT entre 40,5 e 45) foram testadas por

Nested-PCR para confirmacgéo de positividade e confirmacao de espécies.

3.104 Nested-PCR para confirmagdo da infectividade e das
espécies plasmodiais.

As amostras foram submetidas também a uma Nested-PCR que consta
de duas reacOes de amplificacdo. Na primeira reacdo, utlizaram-se o0s
iniciadores género especifico (referente ao Plasmodium) e, posteriormente, 0s
pares de iniciadores para as reacOes espécie-especificas (referentes P.
falciparum, P. vivax e P. malariae). Foram incluidos os mesmos controles
positivos e negativos que foram utilizados para a PET-PCR.

Os pares de iniciadores para amplificacdo na PCR 1 (género) foram:
rPLU5S (5' CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 3" e rPLUG (5'
TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 3'). Para o P. falciparum, rFAL-1 (5
TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 3" e rFAL-2 (5'
ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC 3'). Para o P. vivax rVIV1 (5
CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 3" e rviv2 (5'
ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA 3'). Finalmente, para o P.
malariae rMAL1 (5" ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC 3') e rMAL2
(5" AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA 3.

As condicdes de volume e concentracdo dos reagentes utilizados foram:
1 ul de cada iniciador (rPLU5-rPLU6 ambos a 15uM), 2 ul 10x tampao (com
15nM de MgCly), 2 ul de DNTPs (2nM),11,8 ul de agua estéril WIFI, 0,2 pl de
polimerase de Alta fidelidade (Roche®, 3,5U/ul) e 2 ul do produto da extracéo
de DNA da PCR.

As condicbes de amplificacdo para a primeira reacdo (PCR1)
consistiram em desnaturacao e extensao inicial a 94°C, por 5 min, 95°C, por 30
segundos, 53°C por 30 segundos seguida por amplificacdo com 30 ciclos e
68°C, por 1,5 minutos, e uma extensdo final a 68°C, por 5 minutos. As
condicbes de amplificacdo para a segunda reagdao (PCR 2) foram:

desnaturacdo e extenséo inicial a 94 °C, por 5 min, 95 °C por 30 segundos, 53
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°C por 30 segundos seguida por amplificacdo com 30 ciclos e 68 °C, por 1
minuto e uma extensao final a 68 °C, por 5 minutos. Os fragmentos obtidos
foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 2%, sendo esta
dissolvida em tamp&o TAE 1x (40mM Tris-acetato IMMEDTA) com adicdo de
10 mg/ml de brometo de etidio. As amostras foram misturadas em loading
buffer e a corrida eletroforética foi realizada em sistema horizontal a 110V por
aproximadamente 1 hora e meia. O gel foi posteriormente analisado em
transiluminador ultravioleta e a imagem obtida foi arquivada em sistema digital.
Os fragmentos correspondentes as espécies plasmodios foram: P.
falciparum (205 pares de bases-pb), P. vivax (120 pb) e P. malariae (144 pb).

Para as duas reagdes de PCR o volume final por individuo foi de 20 pl.

3.11 Coletade larvas de anofelinos em criadouros naturais.

Seguimos em cada uma das comunidades o mesmo fluxo de trabalho
para as coletas de larva. Normalmente, foram investidos dois dias, de 7 as 13
horas, para cobrir a amostragem de todos os criadouros por comunidade. No
caso de locais com maior abundancia de criadouros (ex: Apiahik, no Toototobi,
e Warareu, no Parafuri) ou em épocas do ano com maior disponibilidade
destes, expandimos as coletas de larvas pelas tardes, ou incluimos uma porcéo
de um terceiro dia (dia de deslocamento para outra comunidade) para
finalizarmos as coletas larvares. Para a amostragem, foi utilizada a concha
padrao de 350 ml e 13 cm de diametro (BioQuip, Ranch Dominguez, CA, USA).
As larvas foram transferidas a tubos de plastico pequenos no proprio local de
coleta. Depois das coletas no campo, realizamos uma triagem do material
utilizando placas de Petri e alcool. Posteriormente transferimos os espécimes a
tubos de plastico contendo éalcool 80%, para a posterior identificacdo no
laboratério utilizando as chaves dicotbmicas para larvas de anofelinos de

Lourenco-de-Oliveira [7] e Forattini [89].

3.11.1 Localizando criadouros até 1 km de distancia das malocas

Yanomami.

Em cada uma das comunidades Yanomami onde foram realizadas

amostragens sistematicas, representantes de cada grupo social foram
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perguntados sobre a localizacdo de todos os corpos de agua conhecidos
dentro de uma radio de 1 km a partir da maloca. A partir das respostas, um
croquis inicial foi preparado com a posicéao relativa de cada um dos criadouros.
Posteriormente, com o auxilio de um guia Yanomami, todos os criadouros
foram encontrados, mapeados com o GPS, sendo todos eles amostrados na
maior parte das missdes de campo.

Em setembro de 2012, realizamos um estudo piloto nas éreas
Yanomami de Toototobi e Parafuri, com os seguintes objetivos: 1) mapear
todos os criadouros depois da reunido inicial com a comunidade, 2) estabelecer
uma estratégia de amostragem para cada localidade que levasse em
consideracao as limitacbes de tempo (tempo necessario para alcancar e
completar a amostragem de todos os corpos de agua em cada localidade) 3)
testar, in-loco, a nova metodologia de coleta de larvas e refinar possiveis erros
e 4) obter dados preliminares da composi¢cao da fauna anofélica em cada uma

das comunidades Yanomami.
3.11.2  Area Efetiva de Criacdo - AEC e os seus diferentes subtipos.

Estabelecemos que uma unidade de AEC corresponde a 1 m?. O total
de AEC do perimetro (pAEC) de um criadouro é a soma de todos os m? ao
longo da margem do criadouro. Varios relatos da literatura tém identificado
associacles espécie-especificas entre alguns anofelinos e algumas espécies
de macrdfitas aquaticas, algas filamentosas e detritos flutuantes [155]. Para
caracterizar tais associacoes em nossa area de estudo, classificamos outros
diferentes suptipos de AEC além dos m? assinados a pAEC, os quais estdo
principalmente associados a areas de folhas caidas ao longo das margens dos
criadouros e em areas principalmente sombreadas. Classificamos os subtipos
de AEC nas seguintes subcategorias adicionais: 1) fAEC para m? com algas
filamentosas, 2) eAEC com vegetacdo emergente, 3) dAEC com detritos
flutuantes sombreados, 4) dsAEC com detritos flutuantes expostos ao sol, 5)
SmMAEC com macrofitas submersas tipo Mayaca sp., 6) SCAEC com macrofitas
submersas tipo Cabomba sp., 7) sUAEC com macrofitas submersas tipo

Utricularia sp. e 8) shAEC com macrofitas submersas tipo Apalanthe sp.
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Este tipo de amostragem estratificada foi efetuada somente nos Lagos
associados aos rios (LAR) que apresentaram diferentes subtipos de AEC e que
foram considerados os criadouros mais importantes na paisagem da maléria.

O medidor a distancia laser (Laser Rangefinder Scout DX 1000 ARC,
Bushnell ?, Overland Park, KS, USA) e um pequeno bote inflavel (Atlantic 200,
Nautika R, Guarulhos, SP, Brasil) foram utilizados para quantificar e amostrar
os AEC dos diferentes tipos de habitat de larvas. O medidor a distancia pode
mensurar com muita precisdo distancias sob cobertura vegetal densa e em
condicdes de pouca luz. As medicdes foram realizadas o mais proximo possivel
das margens dos criadouros para a quantificacdo do pAEC. Nao obstante, o
mensurador laser ndo pode mensurar distancias menores a 5 metros, as quais
foram estimadas visualmente.

Em casos de criadouros que apresentaram areas onde parte do
perimetro ndo podia ser percorrido ou sem possibilidades de se mensura-lo a
pé ou de bote, utilizamos um abordagem trigonométrico para calcular o pAEC
de dificil acesso (Fig. 11). Basicamente, calculamos duas distancias a cada
extremo do segmento que queriamos calcular e, posteriormente, estimamos o
angulo entre as medidas com um portangulos marcado em graus. A distancia

final do fragmento desconhecido foi calculada utilizando-se a seguinte férmula:

D=, A?4 BZ?- 2ABcosa,

Para criadouros de forma circular, depois de se mensurar o diametro
com o medidor a distancia, o pAEC total foi calculado aplicando-se a seguinte

formula:

perimetro AEC = m x diameter
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Figura 11. Quantificacdo da Area Efetiva de Criac&o. Abordagem esquematico
de como calculamos segmentos do perimetro de dificil acesso utilizando o
mensurador a distancias. Por exemplo, o segmento de dificil acesso D é
calculado a partir da mensura do segmento A e B com o mensurador laser e a
estimativa do angulo a;.

Para grandes U-LAR (=OX - lago oxbow), foi estandardizado que
somente seria mensurado o perimetro externo (normalmente o mais acessivel
tanto a pé quando em barco) e a largura, seguido pela estimativa do perimetro
interno do criadouro. Utilizamos esta abordagem principalmente por motivos de
restricdes de tempo e acessibilidade. Esta foi considerada a melhor abordagem
para calcular o pAEC total de um determinado OX, sendo ainda compativel
com a programacdo de trabalho de campo proposto. Cada U-LAR foi
guantificado em cada visita seguindo 0s mesmos parametros. A seguinte

férmula para estimar o perimetro interno dos U-LAR foi utilizada:

C
B:281+82:2C1+ﬂ(—z—[—1)

T
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Onde:

B = perimetro interno total, B:1 = segmento linear do perimetro interno, B,
= segmento curvado do perimetro interno, C; = segmento linear do perimetro
externo, C, = segmento curvado do perimetro externo e A = largura do OX (Fig.
12)

A

Figura 12. Representacao esquematica dos segmentos lineares e curvados de
um lago oxbow utilizados para o calculo do perimetro total de Area Efetiva de
Criacéo.

Se uma U-LAR apresentou uma marcada forma irregular, a abordagem
anterior foi aplicada mas fragmentando-se o perimetro externo em varias
subunidades, cada uma delas com dois segmentos lineares e um curvo.
Finalmente, para esses oxbow que apresentaram formas muito circulares, a

férmula anterior foi simplificada considerando que C; =0, resultando em:

B=7(Z-4)

T

Em alguns criadouros, ndo foi possivel determinar com precisdo a AEC,
como, por exemplo, grandes Areas inundadas n&o associadas aos rios
(FANAR) durante o pico da época chuvosa. Nestes casos, atribuimos
arbitrariamente o valor de 500 AEC para permitir comparacdes entre areas e
estacdes do ano.

Ao longo dos coérregos (SFS) e igarapés (MFS), os pontos propicios de
proliferacdo de larvas de anofelino ndo estdo distribuidos de forma uniforme,
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concentrando-se principalmente em areas tipo microdams, em &reas nas
margens associadas a vegetacdo emergente, onde a correnteza da agua é
diminuida, ou em poucos pontos expostos ao sol, onde macréfitas submersas
ou algas filamentosas podem proliferar.

Com o intuito de considerar cérregos e igarapés no conjunto total de
AEC por comunidade, também atribuimos de forma arbitraria o valor de 500 m?
AEC, caso esses corpos de agua presentassem parte significativa dos seus
cursos de agua em um raio de 1 km de uma maloca Yanomami. Para cérregos
ou igarapés mais curtos ou que estavam localizados a uma distancia maior em
relacdo a comunidade, atribuimos o valor de 250 m? AEC. Durante a época
seca, as pocas formadas no leito de cérregos e igarapés foram quantificadas
no caso delas somarem menos de 500 m* AEC. Caso contrario, foi atribuido o
méximo de 500 unidades (m?) de AEC.

Uma vez calculado o pAEC, acrescentamos em 0%, 10%, 25% ou 50%
de AEC adicional considerando o pAEC como referéncia, quando encontramos
nenhuma (0%), pouca abundancia (10%), média abundancia (25%) ou alta
abundancia (50%) de AEC adicional além do pAEC encontrado ao longo das
margens do criadouro. Este AEC adicional pode corresponder a aglomerados
de detritos flutuantes, a vegetacdo emergente ou submersa ou a pequenas
“ilhas" no interior do corpo de agua. Ajustando pelo AEC adicional,
conseguimos o AEC total (tAEC) para cada tipo de habitat larvar. No caso de
LAR, onde diferentes subtipos de AEC séo presentes, o total de AEC por cada
subtipo de microambiente foi quantificado.

Durante o estudo piloto de 2012, foram detectados altos padrdes de
agregacéao das formas imaturas e alguns criadouros foram classificados como
positivos quando a maioria do tAEC era amostrado. Portanto, a regra de
amostrar 50% do AEC por criadouro foi estabelecida no caso de corpos de
agua até 200 m? de tAEC. A partir do tAEC calculado, foram determinados o
numero de conchadas a realizar. Por exemplo, se um habitat larvar contabilizou
110 m? de tAEC, 55 pontos de amostragem foram distribuidos ao longo do
criadouro. Para criadouros maiores que 200 unidades (m?) de AEC e para
agueles cujo tamanho ndo se conseguia mensurar, estabelecemos o maximo
de 100 pontos de amostragem, tentando cobrir 0 maximo possivel os diferentes
tipos de AEC e superficie do criadouro. No caso de co-ocorrer diferentes

subtipos de AEC em um mesmo criadouro, os pontos de amostragem foram
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distribuidos de igual forma nas diferentes areas ecoldgicas (por exemplo: 60
conchadas por cada subtipo de AEC).

Duas conchadas foram efetuadas por cada unidade/m?ponto de
amostragem de AEC. O numero total de larvas por estigio e por conchada
foram contabilizados in loco. Amostragens baseadas no tAEC foi escolhida ao
invés de amostragens por unidade de tempo, j& que foram encontradas niveis
de acessibilidade muito diferentes entre os diferentes tipos de criadouros. Esta
estratégia melhorou nossa eficiéncia de coleta. Foram registrados a
abundancia relativa de culicineos e o numero total de predadores macro-
invertebrados, assim como algumas variaveis ambientais: a associacdo aos
pulsos de inundacéo, a distancia as malocas indigenas, o grau de exposi¢ao ao
sol, a presenca de macrdfitas e algas filamentosas, turbidez e correnteza da
agua. Também foram registrados os seguintes parametros fisioquimicos: pH +
temperatura (aparelho de mensura AK95, AKSO R, S&o Leopoldo, RS, Brasil),
salinidade + total de sais dissolvidas-TDS + condutividade (condutimetro AK50,
AKSO R, Szo Leopoldo, RS, Brasil) e oxigénio dissolvido (oximetro AK84,
AKSO R, S&o Leopoldo, RS, Brasil). O grau de exposicdo ao sol foi estratificado
em quatro categorias: 0-25% para criadouros profusamente sombreados, 25-
75% para criadouros parcialmente expostos ao sol e, finalmente, 75-100% para
criadouros expostos ao sol. Em outras palavras, criadouros que cairam nesta
Ultima categoria, apresentaram entre 75% e 100% da tAEC exposta ao sol por
um periodo significativo de tempo ao longo das horas de luz. Os criadouros da
primeira categoria fazem referéncia aqueles localizados embaixo de densa
cobertura vegetal e quase nao tiveram a tAEC exposta a luz ao longo do dia.
Durante cada visita, todos os criadouros foram fotografados e identificados com
um codigo unico, ressaltando os diferentes subtipos de AEC que podiam estar
presentes em cada visita de campo.

O segundo elemento fundamental para a amostragem das LAR foi 0 uso
de um pequeno bote inflavel. Este equipamento portatil e leve nos permitiu
levar a cabo a amostragem estratificada, cobrindo a maior parte dos subtipos
de AEC de cada LAR. O tamanho reduzido do bote nos permitiu grande
flexibilidade para navegar em aguas muito rasas (de até s6 25 cm de
profundidade) e alcancar praticamente todos os pontos de interesse dentro de
uma LAR. Os pontos de pAEC e eAEC encontradas nas margens dos lagos

foram amostradas utilizando-se o bote ou a pé. Além de facilitar a
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acessibilidade, o bote inflavel conferiu uma enorme seguranca contra ameacas
letais que podem habitar as LAR, como é o caso do poraqué (Electrophorus
electricus), uma vez que o bote inflavel se mostrou ideal para isolar o
pesquisador dos choques elétricos. Quando uma LAR foi amostrada pela
primeira vez, quando os niveis da agua eram baixos ou em situacfes de agua
turva ou meio-turva, foi realizada navegacéo cuidadosa e foram desenhadas as
rotas internas para cada LAR e condigdo. Esta abordagem nos permitiu
amostrar a maior parte de tipos de AEC dos LAR e minimizar a perfuracdo do
bote por objetos submersos. Duas pessoas utilizando botes independentes
podem simultaneamente coletar a mesmo LAR, acrescentando a seguranca da
equipe. O uso de botes de metal ou canoas tradicionais indigenas pode ser
inviavel na maioria de LAR, especialmente nos que ndo estdo completa e
continuamente conectados aos rios. Com este método, conseguimos poupar
tempo e recursos humanos.

Amostragens exploratorias foram realizadas ao longo dos trés rios de
baixa ordem da nossa area de estudo, o rio Toototobi, no polo base Toototobi,
e o0s rios Inaja e Parima, localizados na area montanhosa de Parafuri. As
amostragens nos rios foram levados a cabo até 1 km a partir da comunidade
em ambas as direcdes. Ambientes tipicos de proliferacdo de anofelinos foram
procurados ao longo dos rios, como as pocas no leito do rio na época seca, as
margens onde a correnteza da agua é desacelerada pela presenca de
aglomerados de vegetacdo emergente, as areas de vegetacdo submersa e
com algas filamentosas e, finalmente, pequenas barragens naturais ou
microdams. Para coérregos e igarapés, as conchadas foram realizadas em
lugares similares, ou seja, areas onde eram esperados o encontro de larvas de
anofelinos como margens com pouca correnteza e aglomerados de detritos
flutuantes e vegetacdo emergente. Também amostramos areas com algas
filamentosas verde e macréfitas submersas nos poucos pontos onde a luz solar

atravessou a densa cobertura vegetal e teve aceso a superficie do criadouro.

3.12 Anélises estatisticas.

Os dados de formas imaturas e adultas de anofelinos foram introduzidos em
bases de dados criados no programa Epi Info verséo 3.5.4 (Centers for Disease

Control and Prevention, Atlanta, GA, USA). Uma vez completada a entrada de
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dados, estes foram checados de novo para a deteccdo de imprecisoes.
Posteriormente os dados foram analisados utilizando o programa STATA 10
(College Station, TX, USA), SAS e o pacote informatico R.

Utilizamos a correlacdo de Spearman para determinar a correlacdo de
duas variaveis continuas. Analises multivariadas por Regressdo Binomial
Negativa foram escolhidos para a exploracéo do efeito de varidveis ambientais
sobre a ocorréncia das seguintes espécies de anophelinos: An. darlingi, An.
oswaldoi s.I, An. triannulatus s.l, An. costai-like, An. mattogrossensis e

An.intermedius/guarao-like.

68



4. RESULTADOS

4.1 Distribuicdo das espécies de anofelinos adultos nos Polos Base
Toototobi, Parafuri e Marari.

Foram realizadas 15 coletas de anofelinos, em 13 comunidades
Yanomami, utilizando-se Atrativo Humano Protegido e armadilha CDC, nos
Polos Base de Toototobi, Parafuri e Marari, sendo obtido um total de 6.336
anofelinos adultos, dos quais 1.691 e 2.631 foram coletados nos Polos Base
Toototobi (AM) e Parafuri (RR), respectivamente, e 2.014 no Polo Base Marari
(AM) (Tabela 4).

Tabela 4. Numero absoluto e frequéncia das espécies de Anopheles adultos
nos Polos Base de Toototobi, Parafuri e Marari.

POLO BASE

Espécies Toototobi Parafuri Marari Total

N(%) N(%) N(%) N(%)
An. darlingi 2(0,1) 1119 (42,5) 435 (21,6) 1556 (24,6)
An. oswaldoi s.1. 800 (47,3) 1281 (48,7) 138 (6,9) 2219 (35)
An. nuneztovari s.l. 3(0,2) 0 1105 (54,9) 1108 (17,5)
An. intermedius 537 (31,8) 23 (0,9) 36 (1,8) 596 (9,4)
An. guarao- like 130 (7,7) 5(0,2) 0 135 (2,1)
An. triannulatus s.I. 4(0,2) 89 (3,4) 26 (1,3) 119 (1,9)
An. mattogrossensis 85 (5) 0 21 (1) 106 (1,7)
An. costai/guarao 33(2) 4 (0,9) 0 37 (0,6)
An. costai- like 7(0,4) 6 (0,2) 1 (0,05) 14 (0,2)
An. (Kerteszia) sp. 0 10 (0,4) 0 10 (0,2)
An. squamifemur 0 3(0,1) 0 3(0,05)
Chagasia bonneae 3(0,2) 0 0 3(0,05)
An. sp. 87 (5,1) 91 (3,5) 252 (12,5) 430 (6,8)
Total 1691 2631 2014 6336

N: representa o nimero total de exemplares em todos os tipos de capturas

O esforco total de captura utilizando atrativo humano protegido foi de
1.296 horas, nos Polos Base de Toototobi e Parafuri, e de 984 horas no Polo
Base de Marari. Como resultado desse estudo foram coletadas 11 espécies ou

complexos de espécie, de dois géneros Anopheles e Chagasia, distribuidas
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nos subgéneros Nyssorhynchus Blanchard, 1902, Anopheles Meigen, 1818,
Kerteszia Theobald, 1905 e Lophopodomyia Antunes, 1937. As seguintes
espécies foram identificadas: Anopheles (Nys.) oswaldoi s.I., An. (Nys.) darlingi,
An. (Nys.) triannulatus s.l., An. (Nys.) nuneztovari s.l., An. (Ano.) intermedius,
An. (Ano.) mattogrossensis, An. (Ano.) guarao-like, An. (Ano.) costai-like, An.
(Lop.) squamifemur, An. (Ker.) sp. e Chagasia bonneae. Em alguns casos, a
utilizacdo dos caracteres morfolégicos ndo foi suficiente para a identificacdo da
espécie, e a andlise molecular das sequéncias nucleotidicas da regido barcode
do gene COI nao revelou perfeita correlacdo com as sequéncias depositadas
no banco de dados gendmico (GenBank). Este € o caso dos espécimes
identificados como An. (Ano.) guarao-like e An. (Ano.) costai-like, que terdo
esta identificacao proviséria até definirmos seu status taxonémico.

Nas Tabelas 5, 6 e 7 estdo apresentados 0os numeros absolutos e as
frequéncias dos anofelinos coletados, por espécie, nas comunidades dos Polos
Base Toototobi, Parafuri e Marari. As espécies mais abundantes durante todo o
estudo, considerando-se as trés areas, foram An. oswaldoi s.l. e An. darlingi,
gue, juntas, contribuiram com 59,5%. Em Toototobi e Parafuri, An. oswaldoi s.1.
foi a espécie mais prevalente, representando 47,3% e 48,7%, respectivamente
(Tabelas 5 e 6).

No Polo Base Toototobi, as espécies mais prevalentes foram o An.
oswaldoi s.l. (47,3%), seguido do An. intermedius (31,8%), An. guarao-like
(7,7%) e o An. mattogrossensis (5%). Outras espécies foram coletadas em
menor numero, como An. triannulatus s.l., An. nuneztovari s.l., An. costai-like e
Chagasia bonneae. An. oswaldoi s.l. foi a espécie mais abundante em todas as
comunidades de Toototobi, com excecdo de Apiahik onde An. intermedius
predominou. Em Raxasi, Mahaxipoha e no Posto, An. oswaldoi s.l. representou
mais de 60% dos espécimes coletados. Na comunidade Koiopi predominaram
An. oswaldoi s.l., An. intermedius e An. guarao-like. O An. darlingi s6 foi
coletado (dois exemplares) na comunidade de Apiahik dentre aquelas do
Toototobi (Tabela 5).
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Tabela 5. Numero absoluto e frequéncia das espécies de Anopheles adultos
coletados nas comunidades de Toototobi no periodo de setembro 2012 a julho

de 2014.
POLO BASE TOOTOTOBI

Espécies Raxasi Apiahik Mahaxipoha  Koiopi Posto Total

N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
An. darlingi 0 2(0,3) 0 0 0 2(0,1)
An. oswaldoi s.I 119(66,5) 112(18,7) 320(84,6)  138(39,2) 111(62,0) 800(47,3)
An. intermedius 18(10,1) 379(62,8) 5(1,3) 104(29,6) 31(17,3) 537(31,8)
An. guarao- like 10(5,6) 10(1,6) 16(4,2) 80(22,7) 14(7,8)  130(7,7)
An. mattogrossensis 4(2,2) 65(10,8) 12(3,3) 3(0,8) 1(0,5) 85(5,0)
An. costai/guarao 11(6,2) 5(0,8) 8(2,1) 3(0,8) 6(3,4) 33(1,9)
An. costai- like 1(0,5) 2(0,3) 0 1(0,3) 3(1,7) 7(0,4)
An. triannulatus s.l. 1(0,5) 1(0,2) 0 2(0,6) 0 4(0,2)
An. nuneztovari s.l. 0 3(0,5) 0 0 0 3(0,2)
Chagasia bonneae 0 1(0,2) 0 2(0,6) 0 3(0,2)
An. sp. 15(8,4) 23(3,8) 17(4,5) 19(5,4) 13(7,3) 87(5,1)
Total 179 603 378 352 179 1691

N: representa o nimero total de exemplares em todos os tipos de capturas

No Polo Base Parafuri, An. oswaldoi s.l. (48,7%) e An. darlingi (42,5%)
foram as espécies mais frequentes e abundantes, seguidas de An. triannulatus
s.l. (3,4%) e An. intermedius (0,9%). As demais espécies, como An. (Kerteszia)
sp., An. squamifemur, An. costai-like e An. guarao-like foram menos frequentes
e capturadas em baixa densidade ao longo do estudo (Tabela 6). An. darlingi
foi coletado em todas as comunidades e no Posto de Parafuri, porém foi mais
abundante em Komomassipe, representando 91,4% do total coletado. Nas
comunidades de Makabey, Warareu e Xaruna o An. oswaldoi s.l. foi a espécie
predominante. Ja o0 An. nuneztovari s.., Chagasia bonneae e An.
mattogrossensis ndo foram observados em nenhuma das comunidades de

Parafuri.
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Tabela 6. Numero absoluto e frequéncia das espécies de Anopheles adultos
coletados nas comunidades de Parafuri, no periodo de setembro 2012 a julho

de 2014.
POLO BASE PARAFURI
Espécies Warareu Komomassipe Xaruna Makabey Posto Total
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
An. darlingi 43(12,2) 1042(91,4) 2(0,6) 9(1,2) 23(57,5) 1119(42,5)
An. oswaldoi s.! 207(58,8) 66(5,8) 273(82,2) 723(94,6) 12 (30,0) 1281(48,7)
An. triannulatus s.l. 67(19,0) 4(0,3) 4(1,2) 11(1,4) 3(7,5) 89(3,4)
An. intermedius 7(2,0) 1(0,1) 13(3,9) 2(0,3) 0 23(0,9)
An. (Kerteszia) sp.  8(2,3) 0 0 1(0,1) 1(2,5) 10(0,4)
An. costai- like 2(0,6) 0 0 4(0,5) 0 6(0,2)
An. guarao- like 5(1,4) 0 0 0 0 5(0,3)
An. costai/guarao 2(0,6) 0 1(0,3) 1(0,1) 0 4(0,1)
An. squamifemur 0 3(0,3) 0 0 0 3(0,1)
An.sp 11(3,1) 27(2,4) 39(11,7)  13(1,7) 1(2,5) 91(3,5)
Total 352 1143 332 764 40 2631

N: representa o nimero total de exemplares em todos os tipos de capturas

No Polo Base Marari, as espécies predominantes foram An. nuneztovari

s.l., An. darlingi e An. oswaldoi s.l. Entretanto, nas comunidades, An. darlingi foi
a espécie mais frequente em Gasolina, Alapusi e Taibrapa, An. oswaldoi s.I. em
Castanha/Ahima e An nuneztovari s.l. em Taibraba 2. A alta densidade de An.
nuneztovari s.. (N=1.101) em Taibraba 2 corresponde quase que
exclusivamente a quatro dias de coleta em setembro de 2014. Nas outras
comunidades, esta espécie foi ausente ou representada por poucos
exemplares, como em Castanha (N=1) e Gasolina (N=3). An. intermedius
esteve presente em todas as comunidades, exceto em Taibrapa 2. Em
contraste, An. triannulatus s.l. e An. mattogrossensis estiveram presente quase

gue exclusivamente na comunidade Taibrapa 2 (Tabela 7).
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Tabela 7. Numero absoluto e frequéncia das espécies de Anopheles adultos
coletados nas comunidades de Marari no periodo de margo de 2013 a margo

de 2015.
POLO BASE MARARI

Espécies Alapusi Castanha/Ahima  Gasolina  Taibrapa Taibrapa 2 Total

N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
An. darlingi 123(85,4) 8(11,4) 197(79,1)  99(56,6) 8(0,6) 435(21,6)
An. nuneztovari s.l. 0 1(1,4) 3(1,2) 0 1101(80,0) 1105(54,9)
An. oswaldoi s.I. 6(4,2) 34(48,6) 13(5,2) 58(33,2) 27(2,0) 138(6,8)
An. intermedius 13(9,0) 7(10) 14(5,6) 2(1,1) 0 36(1,8)
An. triannulatus s.l. 0 1(1,4) 0 0 25(1,8) 26(1,3)
An. mattogrossensis 0 0 0 0 21(1,5) 21(1,0)
An. costai- like 0 0 1(0,4) 0 0 1(0,1)
An. sp. 2(1,4) 19(27,1) 21(8,4) 16(9,1) 194(14,0)  252(12,5)
Total 144 70 249 175 1376 2014

N: representa o nimero total de exemplares em todos 0s tipos de capturas

4.2 Confirmagcdo molecular das espécies de anofelinos por COI
barcode.

Foram avaliados 483 anofelinos para a regido barcode do gene COI.
Dentre estes, obtivemos 53 sequéncias Unicas que serdo utilizadas em
analises filogenéticas, destinadas a identificacdo das possiveis novas espécies
coletadas na regido. Foram feitas as duas fitas de sequenciamento para 43
amostras, obtendo-se acima de 650 pares de bases (bp) para estes
exemplares. Nos restantes 440 exemplares, foi avaliada somente a fita F,
obtendo-se um segmento menor da regido de 658 bp alvo do gene COI. Estas
sequéncias foram utilizadas para a inferéncia ao nivel de espécie em
exemplares muito danificados e que eram especialmente de interesse (EXx:
espécimes coletados no ambiente intradomiciliar ou que pertencem a
complexos de espécies onde a identificacdo morfoldgica ndo é suficiente).

Foram encontrados resultados compativeis com as espécies An. darlingi
(16), An. oswaldoi B (24), An. oswaldoi A-like (141), An. intermedius (18), An.
nuneztovari (4), An. goeldii (2) e An. triannulatus s.s. (3). Adicionalmente,
encontramos exemplares que tiveram suas sequéncias nucleotidicas com
menos de 98% de semelhanca com alguma sequéncia reconhecida de COI
disponibilizada no GenBank. Estes exemplares foram agrupados

provisoriamente nos seguintes grupos: An. oswaldoi A, com 97% de
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concordancia com a sequéncia tipo (164), An. homunculus (5), An.
punctimacula (24), An. rangeli (1), An. malefactor (19), An. fluminensis (1), An.
calderoni (16), An. mattogrossensis (2) e An. costai (14) e dois anofelinos
indeterminados. A confirmagdo da posicdo taxondmica das espécies

analisados esta ainda em andamento.

4.3 Sazonalidade das espécies de anofelinos adultos mais abundantes

nas comunidades de Toototobi, Parafuri e Marari.

A densidade populacional de anofelinos adultos diminuia a praticamente
zero durante a segunda metade da época seca (janeiro a marcgo).

Em Raxasi, An. oswaldoi s.l. predominou nos meses de chuvas (junho),
de transicdo chuva-seca (setembro) e durante a primeira metade da época
seca (novembro), com um pico de densidades em junho/2014 (chuvas). No
caso da comunidade de Apiahik, An. intermedius predominou com um pico
unico de densidade muito acentuado em setembro/2012. A comunidade do
Apiahik foi a Unica onde coletamos, no més de setembro/2013, dois
exemplares de An. darlingi (Fig. 13).

Na comunidade de Mahaxipoha, o An. oswaldoi s.I. foi a espécie
predominante com um pico Unico de densidade no periodo de transicdo seca-
chuva (abril/2013) e outro pico menor na época chuvosa (junho/2014). As
outras espécies registradas ao longo do ano nesta comunidade foram An.
intermedius, An. mattogrossensis e An. guarao-like, ocorrendo principalmente
na época de chuvas e nos periodos de transicdo chuva-seca (setembro). A
comunidade de Koiopi foi a que apresentou a maior diversidade e abundancia
de espécies ao longo do ano. An. oswaldoi s.l., An. intermedius e An. guarao-
like foram predominantes. An. oswaldoi s.I. e An. intermedius tiveram um
incremento importante nos meses de abril e junho/2013, que se estendeu nos
meses seguintes de época chuvosa (junho/2013), transicdo chuva-seca
(setembro/2013) e na primeira metade da época seca (novembro/2014). Cabe
destacar que An. guarao-like foi também coletado em abundancia nesta
comunidade nos meses de junho a novembro, com um pico de densidade
acentuado na primeira metade da época seca (novembro/2013). Em janeiro

(segunda metade da seca) e abril de 2014, ndo foram coletadas formas adultas
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de nenhuma espécie, exceto um unico exemplar de An. oswaldoi s.l., em
janeiro de 2014 (Fig. 13).
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Figura 13. Dinamica sazonal das espécies mais abundantes de anofelinos
adultos em Toototobi, nas comunidades de Koiopi, Raxasi, Apiahik, e
Mahaxipoha no periodo de setembro de 2012 a julho 2014.

Os resultados na Figura 14 mostram os dados sazonais das espécies
mais abundantes coletadas nas comunidades de Parafuri, que foram An.
oswaldoi s.l., An. triannulatus s.I. e An. darlingi. Na comunidade Warareu,
houve predominéancia do An. oswaldoi s.I. em todas as coletas com uma
sazonalidade irregular e picos de densidade diferentes entre 2013 (janeiro e
setembro) e 2014 (junho). Essa espécie apresentou dois picos de maior
intensidade na primeira metade da época seca (setembro/2013) e no periodo
de transicdo chuvas-seca (junho/2014). An. triannulatus s.|. também foi
coletado o ano todo, com um unico pico de densidade em setembro/2013.
Warareu foi a segunda comunidade na area de Toototobi e Parafuri onde
coletamos maior niumero de An. darlingi, com maior densidade na época de
transicdo de chuva para seca nesta regido (junho/julho de 2013 e 2014). A
maioria dos exemplares de An. (Kerteszia) sp. foram coletados no Warareu,
ocorrendo de forma irregular ao longo do periodo de estudo. Em
Komomassipe, An. darlingi foi a espécie predominante em quase todas as

coletas com dois picos maiores de densidade no periodo de transicdo chuvas-
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seca (julho de 2013 e 2014). Em Xaruna e Makabey o An. oswaldoi s.l.
predominou em todas as coletas do ano, com um pico de densidade em maio
2013 (chuvas), em Makabey, e em setembro de 2003 (primeira metade dos

meses de seca), em Xaruna.
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Figura 14. Dinamica sazonal das espécies de anofelinos adultos mais
abundantes em Parafuri nas comunidades de Warareu, Xaruna, Komomassipe
e Makabey no periodo de setembro 2012 a julho 2014.

4.4  Distribuicdo das espécies de anofelinos por ambiente de captura

nas comunidades de Toototobi, Parafuri e Marari.

Os resultados das coletas de anofelinos, por ambiente de coleta e por
comunidade no Toototobi, Parafuri e Marari, estdo apresentados nas Tabelas
8, 9 e 10, respectivamente. Para esta andlise, s6 foram consideradas as
capturas de 4 horas (18 — 22 horas), feitas com Atrativo Humano Protegido
(AHP). Porém, no caso do Marari, as capturas de 4 horas feitas nas quatro
tltimas campanhas foram realizadas no horario de 20 as 00 horas no
intradomicilio, além daquelas no peridomicilio e extradomicilio (18-22 horas).
Embora sempre tenhamos encontrado uma ocorréncia predominante das
espécies nos ambientes peridomiciliares e extradomiciliares, algumas

diferencas entre as comunidades por Polo Base merecem destaque.
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Nas comunidades de Koiopi e Mahaxipoha, do Toototobi, encontramos
maiores densidades da maioria das espécies no ambiente extradomiciliar
guando comparado com o peridomiciliar. Adicionalmente, no Koiopi,
encontramos o dobro de diversidade de espécies no extradomicilio (oito
espécies) que no peridomicilio (quatro espécies). Ja no caso do Apiahik e
Raxasi, ainda no Toototobi, encontramos a situagcdo oposta: a densidade no
ambiente peridomiciliar foi maior que no extradomicilio (com alguma excecao
notavel, como o caso do An. mattogrossensis, no Apiahik, onde 93,6% dos
espécimes foram coletados no extradomicilio) (Tabela 8).

Tabela 8. Frequéncia de anofelinos capturados em Atrativo Humano Protegido
(AHP), nos ambientes intradomicilio, peridomicilio e extradomicilio, nas
comunidades de Toototobi.

Intradomicilio Peridomicilio Extradomicilio
Comunidade Espécies N (%) N (%) N (%)
An. oswaldoi s.I. 0 46 (62,2) 34 (61,8)
An. intermedius 0 15 (20,3) 3(5,5)
'@ An. costai/guarao 0 3(4,1) 8 (14,5)
-] An. mattogrossensis 0 0 3(5,5)
@ An. costai- like 0 0 1(1,8)
An. guarao- like 0 5(6,8) 4(7,3)
An. sp. 0 5 (6,8) 2(3,6)
Total 0 74 (57,3) 55 (42,6)
© An. oswaldoi s.I. 0 43 (89,6) 195 (86,7)
5 An. intermedius 0 1(2,1) 0
2 An. costai/guarao 0 2(4,2) 4(1,8)
g An. mattogrqssensis 0 1(2,1) 11 (4,9)
s An. guarao- like 0 1(2,1) 13 (5,8)
An. sp. 0 0 2(0,9
Total 0 48 225
An. oswaldoi s.I. 0 41 (17,4) 30 (21,4)
An. intermedius 3(75) 178 (77,4) 51 (36,4)
An. costai/guarao 0 1(0,4) 3(2,1)
~ An. triannulatus s.I. 0 0 1(0,7)
% An. mattogrossensis 0 3(1,3) 44 (3,4)
E— An. nuneztovari s.. 0 2(0,9) 1(0,7)
Chagasia bonneae 0 1(0,4) 0
An. costai- like 1(25) 1(0,4) 0
An. guarao- like 0 1(0,4) 7 (5)
An. sp. 0 2(0,9) 3(2,1)
Total 4(1,1) 230 (61,5) 140 (37,4)
An. oswaldoi s.I. 0 13 (43,3) 59 (34,5)
An. intermedius 0 13 (43,3) 27 (15,8)
An. costai/guarao 0 1(3,3) 2(1,2)
= An. triannulatus s.I. 0 0 2(1,2)
© An. mattogrossensis 0 0 2(1,2)
x Chagasia bonneae 0 0 2(1,2)
An. costai- like 0 0 1(0,6)
An. guarao- like 0 3(10) 76 (44,4)
An. sp. 1 (100) 0 0
Total 1(0,5) 30 (14,9) 171 (84,77)

77



No caso das comunidades do Parafuri, constatamos que houve também
diferencas entre as coletas no peridomicilio e extradomicilio segundo a
comunidade e que An. darlingi, embora em baixa densidade, foi a Unica
espécie detectada dentro das habitacdes indigenas. Por exemplo, no Warareu,
encontramos maiores densidades relativas no ambiente extradomiciliar
(68,5%), para todas as espécies, menos para An. darlingi, que nédo foi coletado
com AHP na proximidade do rio Inaja, mas sim nas coletas peridomiciliares.
Dois An. darlingi foram os Unicos anofelinos coletados dentro das habitagcfes
indigenas dessa comunidade. No caso do Komomassipe, encontramos uma
marcada diferenca quanto as coletas de An. darlingi, sendo a maioria
encontrada no peridomicilio (82,7%) e em numeros muito menores no intra-
(5%) e extradomicilio (12,3%). Tanto no Makabey, quanto no Xaruna, 0s
anofelinos predominaram no peridomicilio, onde An. oswaldoi s.l. claramente
dominou também no peri- e no extradomicilio. Cabe destacar que, nestas duas
tltimas comunidades, devido a caracteristica das habitacbes Yanomami, a
diferenciacao entre os ambientes peri- e extradomiciliares foi menos evidente
gue nas outras comunidades (Tabela 9).

Foram também vistas, entre as comunidades do Marari, variacdes na
prevaléncia de anofelinos por ambiente (fora das habitacdes indigenas) (Tabela
10). Um exemplo contrastante foi encontrado na comunidade de Taibrapa 2,
onde somente trés anofelinos foram coletados nas imediacdes da comunidade
(peridomicilio), contra 800 no extradomicilio (a aproximadamente 400 metros
do shabono), onde os indigenas tomam banho, inclusive nos horarios
crepusculares. Estas numerosas coletas foram predominadas por An.
nuneztovari s.l.. Nos casos de Gasolina e Taibrapa, foram coletados mais An.
darlingi no extradomicilio. O caso contrario aconteceu no Alapusi e Castanha.
As coletas que renderam mais An. darlingi foram as feitas préximo aos

principais criadouros produtivos identificados por comunidade.
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Tabela 9. Frequéncia de anofelinos capturados em Atrativo Humano Protegido
(AHP), nos ambientes intradomicilio, peridomicilio e extradomicilio, nas
comunidades de Parafuri.

. L Intradomicilio Peridomicilio Extradomicilio
Comunidade Espécie
N (%) N (%) N (%)
An. darlingi 2 (100) 6 (8,5) 0
An. oswaldoi s.I. (0] 58 (81,7) 94 (59,1)
An. intermedius (0] 1(1,4) (0]
&\) An. costai/guarao 0 11,9 1 (0,6)
,b«_\’?f An. triannulatus s.I. 0 2(2,8) 57 (35,8)
W An. (kerteszia) sp. (0] (0] 3(1,9)
An. costai- like o 1(1,4) 1 (0,6)
An. guarao- like (0] 1(1,4) 3(1,9)
An. sp. 0 1(1,4) 0
Total 2 (0,9 71 (30,6) 159 (68,5)
é‘\QQ' An. darlingi 19 (95) 304 (92,4) 22 (44,9)
é\'z?" An. oswaldoi s.I. o] 24 (7,3) 25 (51)
&0 An. triannulatus s.l. (0] (0] 2(4,1)
© An. sp. 1 (5) 1(0,3) 0
Total 20 (5) 329 (82,7) 49 (12,3)
An. darlingi (0] (0] 1(1,5)
& An. oswaldoi s.I. 0] 91 (94,8) 65 (95,6)
_\_,&0 An. intermedius 0] 5 (5,2) 1(1,5)
An. costai/guarao (0] (0] 1(1,5)
An. triannulatus s.l. 0 0 0
Total 0 96 (58,5) 68 (41,5)
An. darlingi 1 (100) 0 1 (0,5)
An. oswaldoi s.I. (0] 307 (98,4) 178 (90,8)
An. intermedius 0 1(0,3) 1 (0,5)
,y“”\\ An. costai/guarao 0 1 (0,3) 0]
& An. triannulatus s.I. 0 1 (0,3) 10 (5,1)
An. (kerteszia) sp. (0] (0] 1 (0,5)
An. costai- like 0 0 2 (1)
An. sp. 0 2 (0,6) 3(1,5)
Total 1(0,2) 312 (61,3) 196 (38,5)

Tabela 10. Frequéncia de anofelinos capturados em Atrativo Humano
Protegido (AHP), nos ambientes intradomicilio, peridomicilio e extradomicilio
nas comunidades de Marari.

) o Intradomicilio Peridomicilio Extradomicilio
Comunidade Espécie
N (%) N (%) N (%)
An. darlingi 2 (100) 10 (71,4) 0
Alapusi An. oswaldoi s.I. 0 0 1(33,3)
An. intermedius 0 4 (28,6) 2 (66,6)
Total 2(10,5) 14 (73,7) 3(15,8)
Castanha An. darlingi . 0 3 (60) 0
An. oswaldoi s.I. 0 2 (40) 1 (100)
Total 0 5(83,3) 1(16,7)
An. darlingi 2 (100) 8 (100) 27 (87,1)
Gasolina  An. oswaldoi s.I. 0 0 1(3,2)
An. intermedius 0 0 3(9,7)
Total 2(4,8) 8 (19) 31 (73,8)
An. darlingi 3 (100) 8 (53,3) 22 (88)
Taibrapa  An. oswaldoi s.l. 0 7 (46,7) 2(8)
An. intermedius 0 0 1(4)
Total 3(7) 15 (34,9) 25 (58,1)
An. darlingi 0 0 1(0,1)
An. oswaldoi s.I. 0 0 20 (2,5)
Taibrapa 2 An. triannulatus s.l.. 0 0 21 (2,6)
An. mattogrossensis 0 0 16 (2)
An. nuneztovari s.l. 1 (100) 3 (100) 647 (80,9)
An. sp. 0 0 95 (11,9)
Total 1(0,1) 3(0,3) 800 (99,5)
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Calculamos também as densidades das principais espécies de
anofelinos por horério de coleta (Tabela 11 - Toototobi, 12 - Parafuri e 13 -
Marari). No caso do Komomassipe, coletamos a maior quantidade de An.
darlingi no ambiente peridomiciliar no horario de 21 as 22 horas. De fato,
constatamos que as maiores densidades de An. darlingi corresponderam
essencialmente ao Ultimo horério (21 - 22 horas), independentemente do
ambiente de coleta (peridomicilio ou extradomicilio) em cada comunidade. Na
maioria de comunidades o An. oswaldoi s.I. foi mais comum nos dois primeiros
horarios de coleta seja perto ou longe das habitagcdes, menos na comunidade
de Mahaxipoha, onde o0 57,1% de todas os An. oswaldoi s.|. foram coletados no
horario de 21 as 22 horas. Este fato foi devido, exclusivamente, as coletas
feitas no pico de densidade populacional deste vetor, ocorrida no més de abril
de 2013. Registramos maior densidade de An. intermedius, em setembro de
2012, na comunidade de Apiahik, quando o pico horario ocorreu de 19 - 20

horas, no peridomicilio.

Tabela 11. Distribuicdo das espécies mais abundantes de anofelinos adultos
por horario de atividade de picada no peridomicilio e extradomicilio nas
comunidades de Toototobi (coletas de 18 - 22 horas).

. .. Peridomicilio Extradomicilio
Comunidade Espécies
18-19h 19-20h 20-21h 21-22h 18-19h 19-20h 20-21h 21-22h
An. oswaldoi s.I. 14 18 8 6 8 12 9 5
. An. intermedius 11 1 2 1 0 2 0 1
Raxasi _
An. mattogrossensis 0 0 0 0 1 0 2
An. guarao-like 1 3 0 1 1 2 1 0
An. oswaldoi s.I. 10 14 7 12 16 29 14 136
Mahaxipoha An. mattogrossensis 1 0 0 0 0 5 3 3
An. guarao-like 0 1 0 0 6 5 0 2
An. oswaldoi s.I. 9 18 9 3 19 5 3
- An. intermedius 4 122 38 14 5 22 19 5
Apiahik .
An. mattogrossensis 2 1 0 0 11 10 14 9
An. guarao-like 0 1 0 0 1 2 4 0
An. oswaldoi s.I. 1 0 5 7 19 15 10 15
Koiopi An. intermedius 1 3 4 5 18 3 2 4
An. guarao- like 0 1 1 1 29 23 14 10
Total 54 183 74 52 117 150 95 195
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Tabela 12. Distribuicdo das espécies mais abundantes de anofelinos adultos
por horario de atividade de picada no peridomicilio e extradomicilio nas
comunidades de Parafuri (coletas de 18 - 22 horas).

. L Peridomicilio Extradomicilio
Comunidade Espécies
18-19h 19-20h 20-21h 21-22h 18-19h 19-20h 20-21h 21-22h
An. darlingi 0 1 0 5 0 0 0 0
Warareu An. oswaldoi s.1. 16 25 13 4 20 47 16 11
An. triannulatus s.l. 1 1 0 0 9 29 8 11
An. darlingi 56 43 59 146 4 6 8
Komomassipe  an oswaldoi s.I. 7 9 3 5 4 14 5 2
An. oswaldoi s.I. 34 33 8 16 5 39 17
Xaruna - -
An. intermedius 1 2 2 0 0 0 0 1
An. oswaldoi s.I. 85 133 53 36 52 66 32 28
Makabey )
An. triannulatus s.l. 0 0 1 0 2 8 0 0
Total 200 247 139 212 96 209 86 61

Tabela 13. Distribuicdo das espécies mais abundantes de anofelinos adultos
por horario de atividade de picada no peridomicilio e extradomicilio nas
comunidades de Marari (coletas de 18 - 22 horas).

) L, . Peridomicilio Extradomicilio
Comunidade Espécies
18-19h 19-20h 20-21h 21-22h 18-19h 19-20h 20-21h 21-22h

. An. darlingi 0 2 5 3 0 0 0 0
Alapusi . .

An. intermedius 2 1 1 0 1 0 1 0

An. darlingi 0 0 1 2 0 0 0 0

Castanha An. oswaldoi s.I. 0 0 2 0 0 1 0 0

. An. darlingi 0 2 1 5 6 5 6 10
Gasolina _ -

An. intermedius 0 0 0 0 1 1 1 0

Taibrapa An. darlingi . 1 1 3 3 0 3 6 13

An. oswaldoi s.I. 0 2 3 2 0 1 0 1

An. darlingi 0 0 0 0 0 1 0 0

An. oswaldoi s.I. 0 0 0 0 15 3 1 1

Taibrapa 2 An. triannulatus s.I. 0 0 0 0 12 6 2 1

An. mattogrossensis 0 0 0 0 1 8 6 1

An. nuneztovari s.l. 0 3 0 0 377 219 41 10

Total 3 11 16 15 413 248 64 37

45 Distribuicdo das espécies mais abundantes por horarios de

hematofagia nas capturas de 12h.

As figuras 15, 16 e 17 mostram os resultados da atividade hematofagica
das espécies mais abundantes ao longo da noite nas comunidades dos trés
Polos Base nas areas de estudo.

An. darlingi apresentou um comportamento hematofagico semelhante
entre as comunidades do Parafuri e Marari, onde foi capturado em maior
densidade préximo a meia noite (Fig. 15). No Parafuri, o An. darlingi
apresentou atividade ao longo de toda a noite, mas com um maior pico de

atividade entre as 00 e 01 horas, no Komomassipe, e um pico bem menor entre
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as 00 e 02 horas, no Warareu. Interessante notar que houve atividade reduzida
desta espécie nas primeiras horas da noite. Nas comunidades de Taibrapa,
Gasolina e Alapusi, no Marari, o horario de maior ocorréncia desta espécie foi
entre 23 h - 00 h. Este padrao de pico monomodal foi ligeiramente diferente no
Alapusi, onde um numero consideravel de An. darlingi foi visto picando nos

primeiros horérios da noite (19 - 22 horas).
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Figura 15. Frequéncia de An. darlingi nas comunidades do Polo Base Parafuri
(Komomassipe e Warareu) e Marari (Taibrapa, Gasolina e Alapusi), por horario
de captura (a partir das coletas de 12 horas). Cada “ indica um exemplar de
An. darlingi encontrado infectado com P. vivax durante as coletas de 12 horas.
Adicionalmente, encontramos um An. darlingi infectado com P. vivax no
Taibrapa, no horario de 20-21 durante as coletas de 18-22 horas (4 horas).

O An. oswaldoi s.l. apresentou atividade hematofagica durante toda a noite nas
guatro comunidades de Toototobi e Parafuri, com um pico ao redor das 19-20
horas (Fig. 16). Em Raxasi, Apiahik e Koiopi foi observado também um

segundo pico, entre 21-22 horas, mas de menor intensidade. Em Xaruna, An.

82




oswaldoi s.l. apresentou o horario de maior atividade entre 03 e 04 horas. Nas

comunidades de Marari, coletamos, 22 An. oswaldoi s.l., sendo 88,8% entre as

18 e 22 horas.

An. oswaldoi s.1. — Mahaxipoha (Toototobi)

An. oswaldoi s.1. — Raxasi (Toototobi)
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Figura 16. Frequéncia de An. oswaldoi s.I. nas comunidades do Polo Base
Toototobi (Mahaxipoha e Raxasi, Apiahik e Koiopi) e Parafuri (Warareu, Xaruna
e Makabey), por horéario de captura (coletas de 12 horas).
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Para outras espécies, obtivemos um namero menor de exemplares, o

gue nao permitiu determinar os picos de atividade. No entanto, houve algumas

excegdes. A atividade observada para An. intermedius na comunidade de

Apiahik, no Toototobi mostrou um padréo bastante constante ao longo da noite

com um pico principal das 21-22 horas e outro secundario entre as 01 e 02

horas (Fig. 17). Os dados referentes a atividade de picada de An. nuneztovari

s.l. em Taibrapa 2, Marari, apontam um pico monomodal muito marcado para

as duas primeiras horas da noite (entre as 18 e 20 horas). Depois deste pico, a

atividade de An. nuneztovari s.l. caiu bruscamente até desaparecer no ultimo

horario da noite. Este pico acentuado de picada de An. nuneztovari s.l. coincide

no espaco e tempo com aqueles do banho ou coleta de agua na beira do rio

Marari pelos Yanomami.

Os dados apresentados para An. nuneztovari s.l.

devem ser tomados com cautela, ja que correspondem a uma unica coleta de

12 horas no extradomicilio em setembro de 2014 (inicio da época seca) (Fig.

17).
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Figura 17. Frequéncia de An. intermedius e An. nuneztovari s.l.

Nas

comunidades de Apiahik (Toototobi) e Taibrapa 2 (Marari) respectivamente, por
horéario de captura (coletas de 12 horas).

4.6

Parafuri.

Taxa de Picada Homem/Noite no peridomicilio em Toototobi e

Com base nos dados das coletas de 12 horas, no peridomicilio, foram

calculadas as Taxas de Picada Homem por Noite (TPHN), sendo os resultados

estratificados por espécie de mosquito e comunidade (Tabela 14). No Polo

Base Parafuri, An. darlingi apresentou uma enorme heterogeneidade, desde

comunidades com pouca atividade hematofagica deste vetor, até comunidades

como, por exemplo, Komomassipe, onde foi calculada uma média de 64,3

84




picadas/pessoa/noite ao longo do periodo de estudo. A comunidade do
Warareu foi a segunda com maior taxa para An. darlingi (TPHN = 3,1) no
Parafuri. A taxa de picadas calculada para An. oswaldoi s.l. variou entre as
comunidades desse mesmo Polo Base, desde 1,6 em Komomassipe até 17,9
picadas/homem/noite em Makabey. No Polo Base de Toototobi, a comunidade
de Mahaxipoha apresentou a maior TPHN para An. oswaldoi s.l. (6,1) e a de
Apiahik maior para An. intermedius (13,4). Considerando-se todas as espécies,
as comunidades de Komomassipe (66,1) e Apiahik (18,6), dos Polos Base
Parafuri e Toototobi, respectivamente, apresentaram as maiores taxas de
picadas/homem/noite. N&o foram realizadas capturas de 12 horas nos
ambientes intradomiciliares, por isso nao foi calculada a TPHN para esse

ambiente.

Tabela 14. Taxa de Picada Homem/Noite - TPHN, calculada a partir das
capturas de 12 horas, no ambiente peridomiciliar no Toototobi e Parafuri, de
setembro de 2012 a julho de 2014.

Polo Base Toototobi Parafuri
Comunidade Mahaxipoha Raxasi = Apiahik  Koiopi Subtotal Xaruna Makabey Warareu Komomassipe Subtotal
Homem-noite 9 9 9 9 36 9 9 9 9 36
An. darlingi 0 0 2 0 2 0 7 28 579 614
An. darlingi TPHN 0 0 0,2 0 0,2 0 0,8 31 64,3 17,1
An. oswaldois.l. 55 22 33 27 137 43 161 a4 14 262
An. oswaldois.l. TPHN 6,1 2,4 3,7 3 3,8 48 17,9 49 1,6 7,3
An. intermedius 0 0 121 19 140 2 0 3 1 6
An. intermedius TPHN 13,4 2,1 3,9 0,2 0,3 0,2
An. triannulatus s.l. 0 1 0 0 1 0 0 5 1 6
An. triannulatus s.l. TPHN 0,6 0,2
An. mattogrossensis 0 0 12 1 13 0 0 0 0 0
An. mattogrossensis TPHN 1,3 0,4
Todas espécies TPHN 6,1 2,5 18,6 52 8,1 5 18,6 8,8 66,1 24,6

No Polo Base Marari, a avaliacdo da TPHN dos mosquitos coletados no
peri- e extradomicilio revelaram os maiores indices para An. darlingi nas
comunidades do Alapusi (11) e do Gasolina (10,57), enquanto que essa taxa
para An. nuneztovari s.l. foi de 180 na comunidade Taibrapa 2. A menor TPHN
foi observada na comunidade Castanha, de somente 0,42

picadas/homem/noite para o An. darlingi (Tabela 15).
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Tabela 15. Taxa de Picada Homem/noite - TPHN, calculada a partir das
capturas de 12 horas, no ambiente peridomiciliar e extradomiciliar no Polo Base
Marari, no periodo de margo 2013 a marco de 2015.

Marari

Comunidade Alapusi Castanha Taibrapa Taibrapa2 Gasolina Subtotal
Homem-noite 10 12 9 2 14 47
An. darlingi 110 5 59 3 148 325
An. darlingi TPHN 11 0,42 6,55 15 10,57 6,91
An. oswaldois.l. 1 5 5 4 4 19
An. oswaldois.l. TPHN 0,42 0,55 2 0,29 0,4
An. intermedius 7 1 1 0 9 18
An. intermedius TPHN 0,7 0,64 0,38
An. nuneztovaris.l. 0 0 0 360 0 360
An. nuneztovaris.l. TPHN 180 7,66
Todas espécies TPHN 11,8 0,92 7,2 183,5 11,5 15,35

4.7 Avaliagdo da paridade das fémeas adultas.

Os resultados da disseccdo dos ovarios das fémeas de anofelinos para
determinacdo do estado de paridade estdo apresentados na Tabela 16. Foram
processados, 77 An. darlingi do Polo Base Parafuri (6,9% do total), todos da
comunidade de Komomassipe, e 75 An. oswaldoi s.l. coletados em Parafuri
(50) e Toototobi (25), que correspondem as espécies mais abundantes nestes
Polos Base. Os exemplares de An. oswaldoi s.l. avaliados foram coletados nas
guatro comunidades dos dois Polo Base.

Os nossos dados mostram que a taxa de paridade para o An. darlingi de
Parafuri foi de 62,4% e para o An. oswaldoi s.l. de 54,2% e 50% no Toototobi e
Parafuri, respectivamente. Nos horarios de maior atividade do An. darlingi, esta
taxa de paridade aumentou até um maximo de 80% (horario de 00-01).
Encontramos taxas de paridade muito semelhantes nos picos de atividade do
An. oswaldoi s.I. (entre as 18 e 22 horas), entre os dois Polos Base (50% no
Parafuri e 47,2% no Toototobi). Estes resultados devem ser considerados com

prudéncia devido ao tamanho amostral pequeno.
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Tabela 16. Numero absoluto de fémeas paridas e nuliparas de An. darlingi em
Parafuri e An. oswaldoi s.I. em Toototobi e Parafuri, de setembro 2012 a julho
2014.

Nuliparas Paridas Ne total

Toototobi Parafuri Toototobi Parafuri Toototobi Parafuri

An. oswaldoi s.l. An. oswaldois.l. Andarlingi An. oswaldois.l. An. oswaldois.l. An darlingi An. oswaldois.l. An. oswaldois.l. An darlingi

18-19 3 7 1 2 7 0 5 14 1
19-20 4 9 1 3 3 1 7 12 2
20-21 1 3 1 2 6 1 3 9 2
21-22 2 4 1 2 9 3 4 13 4
22-23 0 0 3 0 1 3 0 1 6
23-00 0 1 6 1 0 6 1 1 12
00-01 0 0 4 2 0 16 2 0 20
01-02 0 0 3 1 0 3 1 0 6
02-03 1 0 3 1 0 8 2 0 11
03-04 0 0 2 0 0 3 0 0 5
04-05 0 0 2 0 0 1 0 0 3
05-06 0 0 2 0 0 3 0 0 5
Total(%) 11(44) 24 (48) 29(37,6) 14 (56) 26(52) 48(62,4) 25 50 77

4.8 Infectividade para plasmodios - Resultados de PET-PCR + Nested
PCR.

Foram processados um total de 2.475 anofelinos para a detec¢cédo de
esporozoitos nas glandulas salivares, através das técnicas de PET-PCR e
Nested-PCR. Foram incluidos todos os anofelinos coletados no Polo Base
Marari ou seja, 2.014 anofelinos e 461 (27,3%) anofelinos coletados no Polo
Base Toototobi, nas comunidades de Apiahik e Koiopi. Devido a limitacGes de
tempo, s6 foram avaliados os anofelinos destas duas comunidades do
Toototobi. Os resultados de infectividade e Taxas de Inoculacdo Entomoldgica
para os anofelinos coletados no Marari, por comunidade e espécie séo
apresentados na Tabela 17. Somente os exemplares que apresentaram valores
médios de CT (limiar de corte dos ciclos de amplificacdo) igual ou menores a
40,5 na PET-PCR foram considerados positivos. Foram realizados quatro
painéis de PET-PCR e dois para Nested-PCR, nos 46 exemplares que tinham
dado resultado com valor de CT abaixo de 45 na varredura inicial utilizando-se
primers género especificos. Em sete dos oito exemplares de An. darlingi
encontrados infectados pelo método da PET-PCR, foi possivel determinar a
espécie de plasmédio infectante. Obtivemos resultados positivos para Nested-
PCR, sendo que, em todos os casos, as infecgcOes eram devidas ao P. vivax

(Pv). Num exemplar, a Nested-PCR deu negativa, mas tivemos resultados
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positivos com a PET-PCR utilizando primers especificos para P. vivax (Pv). Em
termos gerais, obtivemos valores de CT mais elevados utilizando os primers
especificos para Pv, que quando utilizamos aqueles para a detec¢cdo de género
de plasmddio com esta técnica.

As taxas de infectividade por P. vivax encontradas para o An. darlingi
foram de 1,63%, 1,52% e 2,02% nas comunidades Alapusi, Gasolina e
Taibrapa, do Polo Base Marari, respectivamente. Os An. darlingi infectados
com P. vivax foram coletados principalmente no ambiente peridomiciliar (6) e
um no extradomicilio proximo. Os horérios de ocorréncia destes anofelinos
infectados variou desde as 18 até as 03 horas.

As Taxas de Inoculagcdo Entomoldgica (TIE) indicam o numero de
picadas infectantes que uma pessoa pode receber por unidade de tempo
(normalmente expressado por més ou por ano). Calculamos a Taxa de
Inoculagdo Entomolégica para o An. darlingi, o uUnico anofelino que
confirmamos infectado na regido do Marari. Este parametro € calculado como o
produto da Taxa de Picada no Homem por Noite (TPHN) e a Taxa de Infeccéo
(Tl por esporozoitos dos anofelinos capturados. Quando se quer expressar a
TIE por ano (TIEA), multiplica-se este produto por 365 dias. Obtivemos umas
TIEA de 65,4, 58,6 e 48,3 picadas infectantes por pessoa por ano nas
comunidades de Alapusi, Gasolina e Taibrapa respectivamente.

Adicionalmente, encontramos um An. darlingi e um An. nuneztovari s.l.
infectados com Plasmodium sp. coletados no intradomicilio e extradomicilio no
Gasolina e Taibrapa 2 respectivamente. Dos anofelinos processados na
primeira campanha do Toototobi, foram encontrados quatro An. intermedius
infectados com Plasmodium sp., dois nha comunidade de Apiahik e dois no
Koiopi. No entanto, tampouco foi possivel a confirmacdo da espécie de
plasmddio infectando estes exemplares por Nested-PCR ou com primers

especificos de espécie plasmodial na PET-PCR.

88



Tabela 17. Espécies de anofelinos positivos por comunidade do Polo Base
Marari. Taxa de Infectividade (%) e Taxa de Inoculagdo Entomoldgica anual.

Numero de vetores Numero

de Densidade

Taxa de Inoculagdo

Comunidade Espécie testados positivos Pv (TI*) Média Entomolégica Anual
Castanha
An. darlingi 8 0
An. oswaldoi s.l. 34 0
An. nuneztovari s.l. 0
An, triannulatus s.l. 0
An. intermedius 0
An. sp. 19 0
Alapusi
An. darlingi 123 2(1,63%) 11 65,4
An. oswaldoi s.l. 6 0
An. intermedius 13 0
An. sp. 2 0
Gasolina
An. darlingi 197 3(1,52%) 10,57 58,6
An. oswaldoi s.l. 13 0
An. nuneztovari s.l. 3 0
An. intermedius 14 0
An, costai- like 1 0
An. sp. 21 0
Taibrapa
An. darlingi 99 2(2,02%) 6,55 48,3
An. oswaldoi s.l. 58 0
An, intermedius 2 0
An. sp. 16 0
Taibrapa 2
An. darlingi 8 0
An. nuneztovari s.l. 1101 0
An. oswaldoi s.l. 27 0
An. mattogrossensis 21 0
An. triannulatus s.l. 25 0
An. sp. 194 0
Total 2014 7(0,38%)
* Taxa de Infecgdo
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49 Nova proposta de classificacdo de criadouros de anofelinos
Amazonicos.

A classificagdo dos criadouros naturais foi baseada em trés parametros
ambientais principais: a conexao com os pulsos de inundagéo, a temporalidade
dos corpos de agua e o grau de exposi¢cdo ao sol. Foram mantidas as siglas
em inglés de acordo com o artigo (Anexo X).

Os criadouros naturais de anofelinos foram classificados nos sete tipos
seguintes: 1. Lagos associados aos rios (LAR), subdivididos em 1.1. Lagos tipo
oxbow ou em ferradura (OX) e 1.2. Lagos ndo oxbow ou sem forma de
ferradura (NOX); 2. Areas inundadas associadas aos rios (FAAR); 3. Areas
inundadas néo associadas aos rios (FANAR); 4. Pocas de Chuva (RP); 5.
Corregos (SFS); 6. lgarapés (MFS) e 7. Rios (RIV) (Fig. 18).

2, FAAR

3. FANAR

6. MFS

Figura 18. Classificacdo dos diferentes criadouros propostos e a sua
associacdo com os pulsos de inundacdo dos rios de baixa ordem na éarea
Yanomami do Brasil.
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1. Lagos associados aos rios (LAR) - Todos os criadouros localizados na
planicie aluvial estdo diretamente associados as flutua¢ées dos niveis dos rios.
Este fendmeno acontece porque os criadouros se inundam quando o rio
transborda. Quando a inundacgéo retrocede, aguas estagnadas sao mantidas
nas depressdes do terreno gerando esses tipos de criadouros [156]. LAR
podem apresentar fases de isolamento varidveis durante as épocas de chuva e
seca, oscilando no tempo segundo a frequéncias dos pulsos de inundagéo.
Durante a fase de isolamento dos LAR, outras fontes de agua podem manter o
lago, como séo a contribuicdo de SFS que drenam a floresta vizinha, influxo de
aguas subterraneas e chuva. Por outro lado, forcas de evaporacdo tendem a
diminuir os niveis de agua nos lagos [157]. De acordo com a forma, origem
geomorfoldgica e abundancia, os LAR podem ser separados em: 1.1. Lagos
tipo oxbow (OX) e 1.2. Lagos néo oxbow (NOX).

1.1. Lagos tipo oxbow, ou em ferradura (OX) - Os OX sdo antigos cursos dos
rios e apresentam uma forma em tipo de U (U-LAR). Estes lagos sdo gerados a
partir do isolamento de um meandro de rio através das forcas de erosédo e
sedimentacdo ao longo das margens dos rios [158]. Os tamanhos dos OX
podem variar dependendo da porcéo antiga do rio que foi isolada do canal do
rio ativo. Nas trés areas Yanomami, foi amostrado um total de 31 OX, sendo
todos eles permanentes, inclusive nos meses mais secos do ano. A maioria
deles estava parcial ou bem expostos ao sol. Na Figura 19, sdo apresentadas
duas imagens LANDSAT que ilustram dois diferentes segmentos do rio Parima
gue cruza parte da area Yanomami de Parafuri. Enquanto a comunidade de
Makabey esta localizada num segmento do rio mais sinuoso e, portanto, que
formou maior numero de lagos do tipo OX, a comunidade de Xaruna esta
localizada rio acima, num segmento onde n&o existe nenhuma OX nas
proximidades. O OX 1 e 2 de Makabey foram amostrados no estudo, e foram
positivos para larvas de anofelinos. O Oxbow 3 néo foi amostrado porque se
encontrava a mais de 1 km das habitagcbes Yanomami. O OX 1 corresponde a
uma U-LAR gque esta permanentemente conectada a um pequeno tributario do
rio Parima, enquanto o Oxbow 2 foi um segmento antigo do Rio Parima que
estd atualmente bem desconectado do curso principal do rio e apresenta uma
grande abundéancia de vegeta¢cdo emergente e macroéfitas submersas. Somente

pulsos de inundacao extremos do rio Parima alimentam este OX.
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Figura 19. Imagens LANDSAT (projeto PRODES 2011) mostrando a
localizacdo da comunidade de Makabey (A) e Xaruna (B) ao longo do rio
Parima, na area de Parafuri.

1.2. Lagos nao oxbow, ou sem forma de ferradura (NOX) - Este tipo de
lagos sdao também corpos de &agua permanentes e estdo normalmente
parcialmente ou bem expostos ao sol. Os NOX encontrados nas areas de
estudo eram geralmente menores que os OX. Classificamos como NOX alguns
pequenos corpos de 4gua de menos de 200 m?, baseados na temporalidade do
criadouro (sempre permanentes) e a associacdo com as flutuacées dos niveis
de agua dos rios. Estes tipos de lagos podem ser mais importantes como
criadouros em regides sob influéncia de grandes rios, onde os tipicos U-LAR
sd0 mais escassos [159].

Existem diferentes niveis de conectividade entre os OX e NOX e 0s rios
gue os alimentam. Baseado em Junk et al. [73], os niveis de conectividade
hidrol6gica foram classificados em: a) alta conectividade: quando o lago esta
sempre conectado ao rio, até mesmo nas situacdes de mais baixo nivel de
agua durante a época seca; b) conectividade intermédia: lagos alimentados
guando o rio esta em niveis altos de agua; c) baixa conectividade: LAR que
somente sdo conectadas ao rio depois de pulsos de inundagdo extremos e

constituem corpos de agua permanentes mais isolados do rio principal.

2. Areas inundadas associadas aos rios (FAAR) - As FAAR s#o criadouros
temporarios cuja principal fonte de agua também provem dos Pulsos de

Inundacgéo (PI). As FAAR tém tamanhos muito variaveis e diferentes graus de
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exposicdo ao sol. Os pulsos de inundacdo ocorrem com maior frequéncia
durante a época das chuvas, embora alguns pulsos de inundacao
imprevisiveis, que levam a alagamentos das planicies de inundacéo
adjacentes, podem também ocorrer durante 0os meses da seca nas areas
associadas aos rios de baixa ordem [160]. As FAAR séo tipos de criadouro
comuns nas areas Yanomami, e devido aos seus diferentes graus de
exposigcdo ao sol, as FAAR aumentam a densidade de larvas e diversidade de
espécies de anofelinos de forma sazonal. Como para as LAR, o local onde o rio
alimenta cada um deste tipo de criadouro foi identificado. As FAAR
permanecem varioS meses secos e ndo possuem macrofitas submersas.
Porém, algas filamentosas verdes podem proliferar nos casos em que estao

profusamente expostas ao sol.

3. Areas inundadas n&o associadas aos rios (FANAR) - Estes tipos de
corpos de agua sédo quase sempre sombreados, distantes e desconectados
dos rios. Sua origem esta associada ao incremento das chuvas durante os
meses mais chuvosos do ano. As FANAR apresentaram tamanhos variaveis,
desde vastas areas no pico da estacdo chuvosa a corpos de agua pequenos ou
totalmente secos durante os meses mais secos do ano. Em consequéncia, a
maioria das FANAR sdo temporarias e nao apresentaram macrofitas
submersas ou algas filamentosas. Anofelinos que preferem criadouros

totalmente sombreados proliferaram mais facilmente neste tipo de criadouro.

4. Pocas de Chuva (RP) - As RP sao criadouros temporarios que ocorrem em
depressdes pequenas, rasas e bem definidas no solo da floresta, sendo,
portanto, dependentes das chuvas e ndo dos rios. Por isso, as RP apresentam
algumas caracteristicas semelhantes as FANAR, ja que elas nao séao
associadas aos Pl e estdo normalmente em areas muito sombreadas. No
entanto, as RP sdo criadouros mais efémeros que as FANAR. Na é&rea
Yanomami, as RP foram encontradas no interior de mata Amazonica
preservada e portanto, totalmente sombreados. RP expostas ao sol foram
também encontradas depois de eventos de desmatamento para a criacdo de
areas de cultivo préximas as comunidades. Como no caso das FANAR, as
espécies de anofelinos que preferem os habitat sombreados prevaleceram nas
RP.
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5. Corregos (SFS) - Séo criadouros que tém < 5 metros de largura e sao
normalmente sombreados, pois drenam as areas interiores da floresta para os
rios ou MFS mais préximos. Muitos SFS interconectam outros tipos de
criadouros. Por exemplo, uma FANAR distante pode estar conectada através
de um SFS com uma FAAR, a qual recebe também &gua diretamente dos
pulsos de inundacédo. Muitos SFS secam durante a metade da época seca.
Gradualmente, os SFS tenderam a formar pocas mais cedo durante a época
seca, potencialmente favorecendo o incremento da densidade de certas
espécies de anofelinos durante este periodo.

6. lgarapés (MFS) - Os MFS sdo corpos de agua entre 5 e 10 metros de
largura, quase sempre sombreados e drenando areas de floresta para o rio
mais proximo. Na area submontana de Parafuri, a maior parte dos SFS e MFS,
independentemente da sua largura, tiveram certa correnteza, inclusive nos
meses mais secos do ano. Os MFS formam pocas mais frequentemente no
final da época seca nas areas de floresta ombrofila de planicie de terras baixas.
Diferentes espécies de anofelinos serdo favorecidas, dependendo do grau de

correnteza e do numero e qualidade de pocas formadas no leito dos MFS.

7. Rios (RIV) - Todos os rios que encontramos em nossas areas de estudo
podem ser classificados como rios de baixa ordem [160]. Adicionalmente,
classificamos os rios de baixa ordem em subtipos segundo a sua largura, em
trés categorias: pequenos (5 a 15 metros), médios (15 a 100 metros) e grandes
(mais de 100 metros). Embora alguns MFS e rios pequenos possam coincidir
na sua largura entre os 5 e 10 metros, a principal caracteristica que o0s
diferencia nas areas de floresta ombrofila de planicie de terras baixas € o
carater permanente dos rios e o temporario dos MFS (formam pocas ou secam
completamente). Os tamanhos e larguras das LAR, especialmente dos OX,
seguiram os tamanhos dos rios correspondentes. As caracteristicas dos
grandes rios Amazoénicos diferem dos rios pequenos, afetando a dinamica dos
potenciais criadouros nhaturais associados a estes rios. Apresentamos um

exemplo de cada tipo de criadouro na Figura 20.
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Figura 20. Criadouros naturais de anofelinos nas areas estudadas. A. Lago
tipo oxbow ou de ferradura (OX) em Komomassipe - Parafuri; B. Lagos nao
oxbow (NOX) com forma circular em Alapusi — Marari; C. Areas inundadas
associadas aos rios (FAAR) em Apiahik — Toototobi; D. Areas inundadas n&do
associadas aos rios (FANAR) em Apiahik — Toototobi; E. Pocas de Chuva (RP)
expostas ao sol em Komomassipe — Parafuri; F. Exemplo de cérrego (SFS) em
Warareu — Parafuri; G. Exemplo de igarapé (MFS) em Koiopi — Toototobi; H e I.
rios (RIV) de baixa ordem de tamanho médio Inaja e Toototobi, encontrados
nas areas de Toototobi e Parafuri, respectivamente.

4.10 Tipos de criadouros de anofelinos encontrados em Toototobi,

Parafuri e Marari.

Foram identificados 160 criadouros entre os trés Polos Base (Tabela
18). No Toototobi e Parafuri, foram incluidos no estudo um total de 54 e 53
criadouros amostrados ao longo das oito campanhas, entre janeiro de 2013 e
julho de 2014, respectivamente. J& para Marari, 0 numero total de criadouros
mapeados foi de 53. Em termos gerais, os criadouros tipo LAR-OX foram mais
abundantes no Marari, onde representaram 30,2% do total amostrados. Os
LAR-OX sO representaram 14,8% e 13,2% dos criadouros no Toototobi e
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Parafuri, respectivamente. Os criadouros tipo LAR-NOX foram mais
abundantes no Parafuri e Marari, sendo encontrado um so deste criadouro no
Toototobi. Em contraste, os criadouros tipo FANAR foram muito mais
abundantes no Toototobi (31,5%) que no Marari (7,5%).

As espécies de anofelinos mais frequentes na floresta como An.
oswaldoi s.l., An. intermedius ou An. costai-like, foram mais frequentes nas
regides onde os criadouros sombreados, como os MFS ou as FANAR foram
abundantes. A é&rea de planicie cercada pelas altas serras do Marari,
apresentou um numero maior de rios em relagdo ao Parafuri e Toototobi. No
entanto, as comunidades de uma regido podem estar vinculadas ao mesmo rio.
Em questdo de cursos de agua de floresta menores, como SFS e MFS, a
regido submontana do Parafuri foi a que apresentou um maior nimero. Os SFS
e MFS drenam para 0s rios mais proximos as abundantes serras desta regiao.

A disponibilidade dos diferentes tipos de criadouros também foi muito
variavel entre comunidades proximas de um mesmo Polo Base. Por exemplo, a
comunidade Koiopi, no Polo Base de Toototobi, encontra-se distante de rio de
baixa ordem proximo e, por conta disso, ndo encontramos criadouros
associados ao rio (OX, NOX e FAAR) em um raio de 1 km desta comunidade.
Pelo contrario, os criadouros tipo FANAR, constituiram 71,4% dos corpos de
agua passiveis de se tornarem criadouros proximos ao Koiopi. As outras trés
comunidades deste Polo Base se encontram préximas ao rio Toototobi. Em
consequéncia, apresentam um numero variavel de criadouros dependentes dos
Pl. A comunidade de Apiahik foi a que apresentou um namero maior de
criadouros (18).

No caso do Polo Base de Parafuri, foi mapeado um maior nimero de
NOX. O namero maximo de LAR por comunidade foi de oito (quatro OX e
guatro NOX) no caso do Warareu, e de s6 um NOX, no caso do Xaruna. Em
contraste, foram encontrados cinco SFS e quatro MFS em um raio de 1 km do
Xaruna, enquanto somente dois SFS foram encontrados nas proximidades do
Warareu. No Polo Base Marari também houve uma marcada heterogeneidade
entre as diferentes comunidades, com sete LAR encontrados na regido da
comunidade do Alapusi, contrastando com s6 uma OX em um raio de 1 km da

comunidade do Gasolina.
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Tabela 18. Numero absoluto e percentual dos tipos de criadouros encontrados
em Toototobi, Parafuri e Marari.

Polo Base / LAR-OX LAR-NOX FAAR FANAR RP SFS MFS RIV TOTAL
Comunidade N(%) N(%) N(%) N(%)  N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
5 Mahaxipo 2 (20) 0 2(20) 3(30) 0 1(10) 1(10) 1(10) 10
g Raxasi 2(16,7) 0 3(25)  2(16,7) 1(83) 1(83) 2(16,7) 1(83) 12
5 Apiahik  4(22,2) 1(56) 6(33,3) 2(11,1) 0 2(13,1) 2(11,1) 1(56) 18
= Koiopi 0 0 0 10 (71,4) 0 1(7,1)  3(21,4) 0 14
subtotal 8(14,8) 1(1,9) 11(20,4) 17(31,5) 1(1,9 5(9,3) 8(14,8) 3(56) 54
- Xaruna 0 2(13,3) 0 3(20,0) 0 5(33,3) 4(267) 1(67) 15
2 Makabey  1(10) 0 1(10) 4 (40) 0 1(10) 2(20) 1(10) 10
5 Warareu 4(23,5) 4(23,5 3(17,6) 2(11,8) 0 2(11,8) 0 2(11,8) 17
Komomas 2(18,2) 1(9,1) 1(91)  1(91) 1(9,1) 3(273) 1(91) 1(91) 11
Subtotal 7(13,2) 7(13,2) 5(9,4) 10(189) 1(1,9 11(20,8) 7(13,2) 5(94) 53
Alapusi  3(21,4) 4(286) 1(71) 1(71) 1(71) 1(71) 1(71) 2(14,3) 14
= Castanha- 5(45,5) 0 1(9,1) 0 1(9,1) 3(27,3) 0 1(9,1) 11
e Taibrapa 4 (40) 1(10) 1(10) 1(10) 0 1(10) 0 2(20) 10
2 Taibrapa2 3(33,3) 1(11,1) 0 1(11,1) 0 1(14,1)  2(22,2) 1(11,1) 9
Gasolina  1(11,1) 0 4(44,4)  1(11,2) 0 1(11,1) 0 2(22,2) 9
Subtotal 16(30,2) 6(11,3) 7(13,2) 4(7,5) 2(3,8 7(13,2) 3(57) 8(151) 53
TOTAL 31(19,4) 14(8,8) 23(14,3) 31(19,3) 4(2,5) 23(14,4) 18(11,3) 16(10) 160

As caracteristicas intrinsecas dos diferentes criadouros e dentro de um
mesmo tipo de criadouro foram variaveis. Na Tabela 19, mostramos um resumo
das principais caracteristicas destes. Os parametros principais para
descrevermos os criadouros foram a associagcdo com os Pulsos de Inundacéo
dos rios, a temporalidade dos corpos de agua e o grau de exposicdo ao sol.
Outras variaveis secundarias foram a presenca de vegetacdo submersa ou
emergente, a frequéncia de algas filamentosas verdes e o0s graus de
correnteza. Todas as caracteristicas foram classificadas numa escala de
frequéncias de 0 (caracteristica ausente), 1 (baixa frequéncia), 2 (frequéncia
média) e 3 (alta frequéncia).

No caso dos OX, para a variavel "Exposicao ao sol" foram dados valores
entre 0 e 3, 0 que significa que encontramos alguns lagos OX que foram
totalmente sombreados (valor 0) e outros que estavam muito expostos ao sol
(valor 3). Para as caracteristicas de temporalidade, observamos que todas os
LAR foram classificados como permanentes (valor 3), todas as FAAR e RP
secaram por algum tempo do ano (valor 0) e alguns poucos habitats, como as
FANAR, MFS e SFS apresentaram variabilidade nesta caracteristica (valor 0 a
1). Por exemplo, das 31 FANAR incluidas neste estudo, somente cinco (16,2%)
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tinham agua em todas as coletas, e portanto, podem ser considerados corpos
de agua permanentes. Finalmente, os dois tipos de LAR e todas as FAAR
(valor 3) séao formados principalmente pelo efeito dos PI, enquanto as FANAR e
RP tiveram suas origens principalmente a partir das aguas das chuvas (valor
0). Os cursos menores localizados dentro de floresta, como os SFS e MFS,
experimentaram um influxo variavel de agua proveniente do rio quando a cota

dos rios principais aumenta significativamente.

Tabela 19. Principais caracteristicas ambientais dos criadouros nas areas de
estudo associados aos rios de baixa ordem.

Tipo de Pulsos de Exposicdo Macroéfitas  Vegetacao Algas

criadouro inundacéo Permanente ao sol submersas emergente filamentosas Correnteza
LAR-OX 3 3 0-3 0-3 2 0-3 0
LAR-NOX 3 3 0-3 0-3 2 0-3 0
FAAR 3 0 0-3 0 2 0-3 0
FANAR 0 0-1 0-1 0 0-1 0 0
RP 0 0 0-1 0 0-1 0-1 0
SFS 1 0-1 0-1 0-1 1 0-1 2
MFS 1 0-1 0-1 0-1 1 0-1 1
RIV 3 3 2 0 1 0 3

As caracteristicas ambientais dos criadouros foram ordenadas em: 0=
ausente,1=baixa, 2=média e 3=alta frequéncia.

411 Caracteristicas dos rios em Toototobi, Parafuri e Maratri.

Todas as comunidades nas areas estudadas estdo vinculadas a
segmentos de rios de baixa ordem, classificados segundo Stralher [69], com
excecdo da comunidade de Koiopi, do Toototobi, que ndo esta proxima a
nenhum rio. A Tabela 20 descreve as caracteristicas dos rios de cada

comunidade.
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Tabela 20. Caracteristicas dos rios das comunidades de Toototobi, Parafuri e
Marari.

Polo Base Comunidades Rios Ordem Largura média (m)
W Mahaxipoha Toototobi 3 34
:‘é Raxasi Toototobi 3 18
% Apiahik Toototobi 3 18
A Koiopi Nenhum
= Xaruna Parima 5 53
\?u Makabey Parima 5 71
g Warareu Inaja/Tributério Inaja 3/2 22/11

Komomassipe Inaja 3 30
Alapusi Marari/Bacati 2/1 25/10
= Castanha - Ahima Xirinita 1 5
% Taibrapa Catanal/Taibrapa 1/1 9/8
2 Taibrapa 2 Marari 3 35
Gasolina Marari/Catanal 2/1 28/10

4.12 Area Efetiva de Criacdo (AEC) por tipo de criadouro nas
comunidades de Toototobi e Parafuri.

Os dados da Figura 21, ilustram a heterogeneidade dos diferentes tipos
de AEC nas comunidades de Parafuri e Toototobi. Os dados correspondem ao
periodo de transicdo chuva-seca em Toototobi (setembro/2013) e Parafuri
(julho/2013). Durante este periodo, os criadouros permanentes tendem a
estabilizar os seus tamanhos e a maioria dos criadouros temporarios ainda
contém agua. Além disto, situacdes de floresta alagada de alguns criadouros
associados aos rios e FANAR muito grandes que sao impossiveis de mensurar
com precisao durante a época chuvosa, ndo se encontram mais. Amostramos
dados de AEC para o Parafuri de uma campanha anterior, ja que este Polo
Base teve o inicio da época seca antecipado em comparacdo com o Toototobi.
De fato, alguns criadouros de Parafuri durante a campanha de setembro de
2013 j4 estavam secos e outros ja tinham o seu AEC maximo muito retraido

(especialmente para os criadouros tipo FANAR).
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Figura 21. Total da AEC por tipo de criadouro nas comunidades de Toototobi e
Parafuri, na época de transicéo entre o periodo de chuva e a seca.

4.13 Localizagdo dos criadouros nas comunidades de Toototobi,

Parafuri e Marari.

Mostramos, na Figura 22, a localizacdo exata dos criadouros
encontrados em um raio de 1 km e que foram identificados nas comunidades
do Toototobi. Todas as comunidades, exceto Koiopi, estdo proximas ao rio de
baixa ordem, ou seja, o rio Toototobi. No Koiopi s6 foram identificados
criadouros nao associados aos Pl (FANAR, SFS e MFS), enquanto que nas
outras comunidades encontramos criadouros tanto sob a influéncia dos Pl do

rio Toototobi quanto sob a influéncia principal das chuvas.
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n Rio Toototobi

Rio Toototobi

Figura 22. Mapas com a distribuicdo de todos os criadouros (circulos azuis)
mapeados proximos as comunidades (triangulos vermelhos) do Polo Base de
Toototobi. A. Koiopi; B. Apiahik; C. Raxasi e D. Mahaxipoha. Fonte: ArcGIS
Basemap World Imaginery.

A localizacao exata dos criadouros num radio de 1 km das comunidades
do Parafuri estdo representados na Figura 23. A maioria dos criadouros de
Parafuri se encontram préximos ao rio Parima, nas comunidades de Xaruna e
Makabey, ao rio Inaja, nas comunidades de Komomassipe e Warareu e a um
afluente do rio Inaja na comunidade de Warareu. Também estéo representadas
na Figura 23 as comunidades do Parafuri, formadas por varias edificacdes
menores numa area geografica préxima, constituindo um nudcleo comunitario

unido.
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Rio Inaja

Tributario Inaja

Figura 23. Mapas com a distribuicao de todos os criadouros (circulos azuis)
mapeados proximos as comunidades (triangulos vermelhos) no Polo Base
Parafuri. A. Warareu; B. Komomassipe; C. Makabey e D. Xaruna. As setas em
vermelho indicam os principais criadouros (OX). Fonte: ArcGIS Basemap World
Imaginery.

A Figura 24 mostra a localizacdo exata dos criadouros em um raio de 1
km das comunidades do Polo Base Marari. As comunidades de Alapusi (A) e
Gasolina (D) encontram-se muito préximas do rio de segunda ordem Marari,
onde criadouros associados aos Pl predominam. A comunidade do Castanha e
Ahima (B), se encontram proximas do rio de primeira ordem Xirinita e a
comunidade do Taibrapa (C) esta proxima de dois rios de primeira ordem, o rio
Catanal e o rio Taibrapa. Na Figura 25 observa-se quatro criadouros do tipo

lago OX na comunidade de Taibrapa 2.
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Figura 24. Mapas com a distribuicdo de todos os criadouros (circulos azuis)
mapeados proximos as comunidades (triangulos vermelhos) no Polo Base
Marari. A. Alapusi; B. Castanha; C. Taibrapa e D. Gasolina. Fonte: ArcGIS
Basemap World Imaginery. Note-se a dificuldade de visualizar os rios de
primeira ordem Xirinita, Catanal e Taibrapa na imagem LANDSAT.

Rio Marari

C()()glc earth

Figura 25. Mapas com a distribuicdo de todos os criadouros (marcadores
azuis) mapeados proximos a comunidade Taibrapa 2 (marcador vermelho) no
Polo Base Marari. A imagem de satélite é antiga e mostra a localizagdo anterior
da comunidade (uns 340 metros ao noroeste da posicdo atual). Fonte:
DigitalGblobe - Google Earth.

103



Diferentemente do que ocorre com 0s rios de baixa ordem proximos as
comunidades de Toototobi e Parafuri, nos rios Toototobi, Parima e Inaja onde
as coletas exploratdrias ndo renderam nenhuma larva de anofelino, os rios do
Marari (rios Marari, Catanal e Taibrapa) albergaram algumas larvas, inclusive
de An. darlingi, nos poucos microhabitat produtivos do canal do rio. Alguns
exemplos desses tipos de microhabitats encontrados positivos nos rios de
baixa ordem do Marari sdo apresentados na Figura 26. Tratam-se dos
microdams, detectamos tanto nos rios quanto nos corregos (SFS). Este tipo de
microhabitat n&o foi encontrado no canal dos rios Parima e Inaja do Parafuri ou
no rio Toototobi. Na Figura 26 a foto (A) exemplifica um microdam
correspondente a um coérrego (SFS) préximo a comunidade do Castanha - no
Marari. Observa-se acumulo de detritos flutuantes na area anterior a barragem,
onde o fluxo de agua esta bloqueado. Foram mapeados sete microdams com
estas caracteristicas ao longo deste SFS. Alguns deles, como o microdam
mostrado na imagem, estavam bem expostos ao sol, onde foram coletadas
algumas larvas de anofelinos. Ao longo das seis campanhas do Marari foram
coletadas 11 larvas de An. darlingi nas areas expostas ao sol e associadas ao
microdams deste SFS, proximo as habitacdes indigenas. Na fotografia B
observamos um microdam lateral, com acumulo de detritos flutuantes, e
exposto ao sol, encontrado no rio de primeira ordem, o rio do Catanal, proximo
a comunidade de Taibrapa. No percurso do rio Catanal, 1 km acima e abaixo
da comunidade, sO6 foram encontrados dois microdams como o mostrado na
fotografia e positivos para anofelinos. Foram coletadas algumas larvas em
areas laterais do rio, protegida da correnteza e muito expostas ao sol, onde
proliferaram algas filamentosas verdes e larvas de anofelinos (foto C).

No total foram coletadas 122 larvas nos rios do Polo Base do Marari
(trés no rio Xirinita, 20 no rio Catanal, 42 no rio Marari, 12 no rio Bacati e 45 no
rio Taibrapa). Quase ndo foram encontradas larvas nos microhabitats dos
canais dos rios em periodo chuvoso ou posterior a um Pl. Em microambientes
dentro do canal do rio, coletamos larvas de anofelinos nas margens com
vegetacdo emergente e correnteza diminuida, em pocas no leito do rio na
época seca, areas protegidas da correnteza e com proliferacdo de algas
filamentosas verdes e microdams. Dentre todas os espécimes coletados nos

rios, somente sete foram An. darlingi, sendo trés coletados em poc¢as dos rios
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(rio Taibrapa), dois em areas de algas filamentosas verdes (rio Catanal) e trés

em microdams nos rios Catanal e Taibrapa.

Figura 26. Exemplos de microhabitats encontrados no canal dos rios de baixa
ordem ou nos corregos (SFS) no Polo Base do Marari. A. Microdam no SFS na
comunidade Castanha, Marari; B. Microdam lateral no rio de primeira ordem
Catanal na comunidade Taibrapa, Marari; C. Acumulo de algas filamentosas
verdes no lateral do rio Catanal numa area exposta ao sol e com correnteza
muito diminuida na comunidade Taibrapa, Marari.

4.14 Capturas de larvas de anofelinos por criadouro em Toototobi,
Parafuri e Marari.

No caso dos Polos Base de Toototobi e Parafuri, foram coletadas 6.295
larvas no periodo de janeiro de 2013 a julho de 2014 (Tabela 21 e 22). Deste
total de larvas, 40,4% (2.545) foram capturadas no Toototobi e o restante
59,6% (3.750) no Parafuri. E importante ressaltar que um grande nimero de
larvas (3.892) ndo pb6de ser identificado até espécie, principalmente por
estarem nos estagios iniciais de desenvolvimento. Portanto, as frequéncias
apresentadas na tabela correspondem ao total de larvas que conseguimos
identificar: 655 no Toototobi e 1.748 no Parafuri.

O An. darlingi correspondeu a 22,2% do total das larvas coletadas e a
58,2% das identificadas até espécie. Em Toototobi, na comunidade de
Mahaxipoha, s6 foram coletadas dois larvas de An. darlingi ao longo dos 18
meses de trabalho de campo, durante a primeira metade da época seca. As
espécies mais abundantemente coletadas nos Polos Base Toototobi e Parafuri
foram o An. oswaldoi s.l. (48,7%) e o An. darlingi (79,9%), respectivamente
(Tabela 21).
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O An. oswaldoi s.l. foi a espécie cujas larvas foram mais amplamente
distribuidas em todas as comunidades dessas duas areas de estudo, com
excecdo da comunidade Xaruna. Em Toototobi, larvas de An. oswaldoi s.l.
foram as mais abundante na comunidade de Koiopi, onde representou o 41,2%
do total dos An. oswaldoi s.l. coletados e, no Parafuri, foi mais abundante na
comunidade de Warareu (63,6%). Larvas de An. triannulatus s.l. ocorreram em
todos os pontos de coleta do Parafuri, variando de 94 exemplares (coletados
no Warareu) a um exemplar (coletado no Xaruna e Makabey). Em Toototobi, s6
foram coletadas larvas desta espécie nas comunidades do Apiahik e
Mahaxipoha. Confirmou-se também a auséncia de larvas (igual aos adultos) de
An. mattogrossensis em todos as comunidades de Parafuri. J& no caso de
Toototobi, esta espécie esteve amplamente distribuida com uma maior
abundancia na comunidade Apiahik, onde foram coletadas 80 larvas (79,2% do
total de larvas coletadas desta espécie).

As espécies identificadas como An. costai-like e An. intermedius/ An.
guarao-like também estiveram distribuidas ao longo dos dois Polos Base.
Larvas de An. costai-like foram mais abundantes na comunidade Xaruna, em
Parafuri, onde predominaram criadouros dos tipos SFS e MFS e corpos de
agua nao associados aos rios sombreados.

Foram coletadas amostras nas bromélias da regido submontana do
Parafuri, mas nenhuma larva de An. (Kerteszia) sp. foi encontrada. A
densidade de bromélias foi muito baixa e a maioria delas se encontrava em
locais muito altos na copa dos arvores.

Larvas de algumas espécies minoritarias foram coletadas na regidao do
Toototobi, como An. kompi (n=4) e Chagasai bonneae (n=6). No Parafuri,
conseguimos algumas larvas de An. squamifemur (n=9), An. kompi (n=1), An.
thomasi (n=1) e Chagasia bonneae (n=14) (principalmente nos SFS da
comunidade de Warareu).

Foram coletadas 1.361 larvas de An. darlingi na comunidade de
Komomassipe, no Parafuri, correspondendo ao 97,4% de todas as larvas dessa
espécie. No Parafuri também foram coletadas algumas larvas de An. darlingi no
Warareu 26 (1,9%) e em dois LAR da regido do Posto de Saude 10 (0,7%).
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Tabela 21. Numero total de larvas por espécie nas comunidades de Toototobi
no periodo de setembro 2012 a julho 2014.

POLO BASE TOOTOTOBI
Espécies Raxasi Apiahik  Mahaxipoha Koiopi Posto Total
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)

An. darlingi 0 0 2(1,2) 0 0 2(0,3)
An. oswaldoi s.| 57 (55,3) 64(34,4) 66 (38,8) 132 (68,8) 0 319 (48,7)
An. mattogrossensis 4(3,9) 80 (43) 11 (6,5) 6(3,1) 0 101 (15,4)
An. intermedius/quarac 21 (20,4) 7(3,8) 46 (27,1) 23(12) 4(100) 101(15,4)
An. costai 21(20,4) 11(59)  24(14,1) 30 (15,6) 0 86 (13,1)
An. triannulatus s.s. 0 23(12,4) 13 (7,6) 0 0 36(5,5)
Chagasia bonneae 0 1(0,5) 4(2,4) 1(0,5) 0 6(0,9)
An. kompi 0 0 4(2,4) 0 0 4(0,6)
Total 103 186 170 192 4 655

Ndo foram incluidas na tabela 1890 larvas deAn. sp.

Tabela 22. Numero total de larvas por espécie nas comunidades de Parafuri no
periodo de setembro 2012 a julho 2014.

POLO BASE PARAFURI
Espécies Warareu = Komomassipe Xaruna Makabey Posto Total
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
An. darfingi 26(12,4)  1361(98,1) 0 0 10(13,9) 1397(79,9)
An. triannulatus s.s. 94 (45) 8(0,6) 1(2,4) 1(2,7) 59 (81,9) 163 (9,3)
An. oswaldoi s.I. 49 (23,4) 9(0,6) 0 16 (43,2) 3(4,2) 77 (4,4)
An. costai 2(1) 4(0,3) 33(78,6) 11(29,7) 0 50(2,9)
An. intermedius/guarao = 19(9,1) 5(0,4) 5(11,9) 7(18,9) 0 36(2,1)
Chagasia bonneae 12 (5,7) 1(0,1) 0 1(2,7) 0 14 (0,8)
An. squamifemur 7(3,3) 0 2(4,8) 0 0 9(0,5)
An. kompi 0 0 0 1(2,7) 0 1(0,1)
An. thomasi 0 0 1(2,4) 0 0 1(0,1)
Total 209 1388 42 37 72 1748

Ndo foram incluidas na tabela 2002 larvas de An. sp.

No Polo base Marari, foram coletadas 3.199 larvas, das quais, somente
268 foram identificaveis. Larvas de An. darlingi foram coletadas em todas as
comunidades do Marari e, na maioria das vezes, foram achadas em criadouros
tipo LAR e FAAR, associadas aos rios Marari, Catanal, Taibrapa e Xirinita.
Adicionalmente, neste Polo Base, coletamos larvas desta espécie em
segmentos de SFS com agua parada e expostos ao sol e alguns
microambientes na época de seca dos rios de baixa ordem (especificamente os

de primeira ordem) da regiao.
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4.15 Distribuicdo das larvas das espécies de anofelino por tipo de
criadouro em Toototobi e Parafuri.

Os dados da Tabela 23 e 24 mostraram que o An. darlingi e An.
oswaldoi s.I. foram as espécies mais abundantes na maioria dos criadouros em
Parafuri e Toototobi, respectivamente. Em Parafuri, o An. darlingi foi a espécie
predominante nos LAR (96,9%) e, em Toototobi, s6 foi encontrada, num LAR-
OX (N=2). Os criadouros LAR-OX, FAAR, FANAR, SFS e MFS foram os mais
produtivos e nenhuma espécies foi encontrada no RIV, tanto em Toototobi
guanto em Parafuri.

Outras espécies como o An. oswaldoi s.l., apresentou uma distribuicéo
muito mais ampla entre os diferentes tipos de corpos de &gua, desde OX
(32,1%) até MFS (15,2%). An. triannulatus s.l. ocorreu sempre em criadouros
associados aos Pl: OX e FAAR em Toototobi e OX e NOX em Parafuri. An.
mattogrossensis foi encontrado associado aos Pl: OX, NOX, FAAR e também,
em MSF no Toototobi. Em contraste, nenhum exemplar desta espécie foi
encontrado em Parafuri. Os exemplares identificados como An. intermedius/An.
guarao-like tiveram uma distribuicho muito ampla entre todos os tipos de
criadouros. E importante ressaltar que os exemplares classificados como An.
oswaldoi s.I. e An. intermedius/guarao podem ser duas ou mais espécies

diferentes com comportamentos ecologicos distintos.

Tabela 23. Numero e porcentagem das espécies das larvas de anofelinos por
tipo de criadouro em Toototobi.

Tipos de criadouro
LAR
(0).4 NOX FAAR FANAR RP SFS MFS Rios Total
Espécies N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N(%) N(%) N(%)
An. darlingi 2(1,2) 0 0 0 0 0 0 0 2(03)
An. oswaldois.l. 69(39,9) 0 86(49,7) 79(43,6) 0 25(55,5) 60(74,1) 0 319(48,7)
An. mattogrossensis 48(27,7) 1(100) 45 (26) 4(2,2) 0 0 3(3,7) 0 101(15,4)
An. intermedius/quarao 32(18,5) 0 23(13,3) 30(16,6) 0 3(6,7) 13(16) 0 101(15,4)
An. costai 1(0,6) 0 4(2,3) 64(354) 1(100) 12(26,7) 4(49 0  86(13,1)
An. triannulatus s.1, 21(12,1) 0 15(8,7) 0 0 0 0 0 36(55)
Chagasia bonneae 0 0 0 0 0 5(1L,1) 1(1,2) 0 6(0,9)
An. kompi 0 0 0 4(2,2) 0 0 0 4(0,6)
Total 173(26,4) 1(0,2) 173(26,4) 181(27,6) 1(0,2) 45(6,9)  81(12,4) 0 655

Né&o foram incluidas na tabela 1890 larvas de An. sp. coletadas em Toototobi. OX - lago oxbow,
NOX - Lago ndo oxbow, FAAR - Areas inundadas associadas aos rios, FANAR - Areas
inundadas ndo associadas aos rios, RP - Pogas chuva, SFS - cérregos e MFS - igarapés.
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Tabela 24. Nimero e porcentagem das espécies de larvas de anofelinos por
tipo de criadouro em Parafuri.

Tipos de criadouro

LAR
OoX NOX FAAR FANAR RP SFS MFS Rios Total
Espécies N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
An. darlingi 1176 (84,5) 178(84,3) 7(31,8) 3(6,4) 33(89,2) 0 0 0 1397 (79,9)
An. triannulatus s.1. 154 (11,1) 9(4,3) 0 0 0 0 0 0 163 (9,3)
An. oswaldoi s.1. 58(4,2) 6(2,8) 10(45,5)  3(6,4) 0 0 0 0 77 (4,4)
An. costai 3(0,2) 1(0,5) 1(4,5) 28(59,6) 0 5(18,5) 12(92,3) 0 50(2,9)
An. intermedius/guarao 0 16 (7,6) 3(13,6) 10(21,3) 4(10,8) 3(11,1) 0 0 36(2,1)
Chagasia bonneae 0 1(0,5) 1(4,5) 0 0 11(40,7) 1(7,7) 0 14(0,8)
An. squamifemur 0 0 0 1(2,1) 0 8(29,6) 0 0 9(0,5)
An. kompi 0 0 0 1(2,1) 0 0 0 0 1(0,1)
An. thomasi 0 0 0 1(2,1) 0 0 0 0 1(0,1)
Total 1391 (79,6) 211(12,1) 22(1,3) 47(27)  37(21)  27(L5)  13(0,7) 0 1748

N&o foram incluidas na tabela 2002 larvas de An. sp. coletadas em Parafuri. OX - lago oxbow,
NOX - Lago ndo oxbow, FAAR - Areas inundadas associadas aos rios, FANAR - Areas
inundadas ndo associadas aos rios, RP - Pocas chuva, SFS - cérregos e MFS - igarapés.

4.16 Focos de Refagio Estival.

Os Focos de Refugio Estival (FRE) séo fases especificas dos criadouros
gue servem para manter as populacdes das diferentes espécies de anofelinos
nos meses mais secos do ano, quando a Area Efetiva de Criacdo total,
considerada no raio de 1 km ao redor de cada comunidade, esta retraida no
seu maximo. Os FRE serdo, portanto, os nucleos das diferentes Unidade de
Sanfona (UdS) que coexistirdo e estardo sobrepostas ao longo do espaco.
Uma UdS é formada pelo nucleo que corresponde ao FRE espécie-especificos
e aos criadouros satélites temporarios. As populacdes de cada espécie vao se
expandir a partir do FRE, devido ao efeito dos Pulsos de Inundacéo (PI) e/ou
as chuvas intensas. Na Figura 27 sdo mostrados alguns exemplos de focos de
refagio estival. A foto Fig. 27-A corresponde as Uultimas pocas de um MFS
proximo a comunidade do Raxasi - Toototobi. Encontraram-se larvas em
abundancia nestes pequenos remanescentes de agua muito turva, sendo a
maioria identificada como An. oswaldoi s.I. A foto B mostra um OX préximo
(287 metros) a comunidade de Gasolina - Marari. Em periodos de isolamento
prolongados durante a época seca, entre pulsos de inundacdo, os OX
associados ao rio Marari entram numa fase em que a agua fica muito turva.
Este é o FRE de An. darlingi que mantém a populacdo o ano todo no entorno
da comunidade de Gasolina do Marari, e a partir da qual os criadouros

temporarios proximos sao colonizados na época de chuva ou nos periodos pos
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Pl da época seca. Nas proximidades da comunidade Koiopi (Fig. 27-C), uma
poca no leito de um MFS, formada na segunda metade da época seca e com
agua viscosa e turva, foi identificada como FRE de An. oswaldoi s.I. A foto D
mostra um FRE parecido com o anterior, numa FANAR que n&o seca, na
comunidade de Gasolina - Marari, onde foram detectadas altas densidades de

An. intermedius/ An.guarao-like.

Figura 27. Focos de Refugio Estival (FRE) nas areas estudadas durante as
estacbes de estiagem: A. Pocas formadas no leito de um MFS, Raxasi,
Toototobi; B. OX em fase de secagem, Gasolina, Marari; C. Po¢ca num leito de
MFS, Koiopi, Toototobi; D. Remanescentes numa FANAR, Gasolina, Marari e
E. OX em fase de secagem e agua muito turva, Castanha, Marari.

Os principais FRE explorados pelas diferentes espécies de anofelinos
mais abundantes variam. Por exemplo, os FRE do An. darlingi se concentraram
principalmente nas LAR (tanto OX quanto NOX), embora na area de Marari
esta espécie tenha sido encontrada explorando alguns criadouros do canal dos
rios de baixa ordem desta regido em periodos inter Pl, durante a época seca.
Ja4 o An. oswaldoi s.l. foi encontrado explorando FRE muito mais variados,
desde LAR até criadouros ndo associados aos Pl, como FANAR, SFS e MFS.
Devido a esta caracteristica, An. oswaldoi s.l. pode se manter nos periodos de
pico da estacdo seca em areas com diferentes caracteristicas daquelas nas
guais o An. darlingi se manteve. An. oswaldoi s.I. se manteve em algumas

comunidades, principalmente em FRE do tipo pogas, nos MFS ou SFS. An.
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triannulatus s.I. se manteve mais em FRE parecidos aos do An. darlingi,
principalmente em OX e NOX.

4.17 Fatores ambientais determinantes da distribuicdo das principais
espécies de anofelinos.

Foi realizado uma analise multivariada utilizando o modelo Binomial
Negativo para determinar a associacdo entre as seguintes variaveis
ambientais: 1. Associagcdo com os PI; 2. Temporalidade; 3. Exposi¢ao ao sol; 4.
Correnteza; 5. Natureza da agua; 6. Macroéfitas submersas e 7. Distancia as
habitacbes mais proximas indigenas e as seis espécies de anofelinos mais
abundantes: An. darlingi, An. oswaldoi s.l., An. triannulatus s.l., An.
mattogrossensis, An. costai-like e An. intermedius/An. guarao-like. Como
variavel dependente utilizamos o namero de larvas coletado, ajustado pelo
numero de conchadas (variavel offset). Estas andlises s0 foram realizadas
incluindo os exemplares coletados nos Polos Base de Parafuri e Toototobi.
Futuramente, com a identificacdo dos espécimes coletados na area de Marari,
estes também serdo incluidos para obtermos o modelo final de variaveis
ambientais e sua influéncia na ocorréncia das diferentes espécies de anofelinos
no territdrio Yanomami do Brasil. Para evitar a falha dos modelos de anélises
Binomial Negativo, nos casos em que nao foi coletada nenhuma larva e a
variavel seria zero (0), a variavel desta categoria foi excluida no modelo final.
Como todos os espécimes de An. darlingi foram coletados em criadouros de
correnteza nula, a variavel correnteza foi excluida da analise multivariada para
esta espécie. Nestes casos, na tabela da analise GEE (Generalized Estimating
Equation), foi indicado que todas as larvas foram coletadas somente em uma
das categorias dessa variavel, desta forma, ndo sendo incluida nas andlises
(Tabela 25).

Na Tabela 25, apresentam-se os resultados da analise multivariada para
as espécies An. darlingi, An.oswaldoi s.l. e An. triannulatus s.l. Houve uma
relacéo estatisticamente significativa entre os criadouros associados aos pulsos
de inundacéao e a ocorréncia de An. darlingi, indicando que esta espécie prefere
utilizar corpos de agua que estdo vinculados a dinamica dos rios (P<0,05).
Somente escassas larvas de An. darlingi colonizaram alguns criadouros na

época chuvosa ndo associados aos rios, como pocas de chuva e FANAR,
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parcialmente ou expostas ao sol. An. triannulatus s.|. apresentou um
comportamento muito parecido ao An. darlingi, j& que todas as larvas desta
espécie foram coletadas em criadouros associados aos PIl. Ao contrario, nao
houve diferencas significativas nas categorias desta variavel e o An. oswaldoi
s.l., jA que esta espécie foi encontrada proliferando numa ampla gama de
criadouros associados aos rios e do interior da floresta. Nenhuma destas trés
espécies teve uma associac¢ao significativa com a temporalidade dos corpos de
agua. Por exemplo, todos os FRE e principais criadouros do An. darlingi sédo as
LAR permanentes. Esta espécie também colonizou criadouros temporarios
gerados pelos PI (FAAR) ou pelas chuvas intensas (pocas, SFS expostos ao
sol).

Tanto o An. darlingi quanto o An. triannulatus s.I. apresentaram
diferencas significativas quanto ao grau de exposicdo ao sol. Por exemplo,
houve 0,004 de chance de encontrar larvas de An. darlingi em criadouros
sombreados comparados com esses expostos ao sol (P<0,05). Todas as larvas
de An. darlingi e An. triannulatus s.l. foram encontradas em criadouros sem
nenhum tipo de correnteza. Com relacdo a natureza da agua, houve diferencas
significativas para An. oswaldoi s.l., que preferiu proliferar em aguas turvas ou
meio turvas em comparacdo com as aguas limpidas (P<0,05). Finalmente, é
importante ressaltar que houve uma correlacéo significativa entre a distancia
das habitacdes indigenas e o numero de larvas de An. darlingi. Em criadouros
mais proximos as moradias dos Yanomami em compara¢do com os criadouros
mais distantes, foi encontrada maior densidade desta espécie antropofilica. Ao
contrario, larvas de espécies consideradas menos antropofilicas como o An.
oswaldoi s.I. e o An. triannulatus s.l. foram coletadas em altas densidades

também em criadouros distantes das comunidades (P>0,05).

112



Tabela 25. Generalized Estimating Equation (GEE) analises para fatores
associados as densidades de larvas de anofelinos de An. darlingi, An. oswaldoi
s.l. e An. triannulatus s.I.

Variaveis explicatdrias An. darlingi An. oswaldoi s.I. An. triannulatus s.l.
RC (95% CI) p-valor RC (95% Cl) p-valor RC (95% CI) p-valor
Associagdo com Pulso Inundagdo
Nao 0,05 (0,008-0,39) <0,05 1,34 (0,61-2,91) 0,4547
Sim 1 1 Todas larvas
Temporalidade
Permanente 0,78 (0,15-4,12) 0,7783 = 0,44 (0,19-1,03) 0,059
Temporario 1 1
Exposi¢ao ao sol
Sombreado 0,004 (0,000-0,02) <0,05 1,80(0,63-5,13) 0,2686 -—-
Parcialmente exposto 0,04 (0,011-0,16) <0,05 3,19(1,38-7,34) <0,05 0,06 (0,02-0,18) <0,05
Exposto 1 1 1
Correnteza
Fraca
Moderada
Nula Todas larvas - Todas larvas
Natureza
Limpida 0,28 (0,15-0,5) <0,05 0,44 (0,11-1,78) 0,2529
Meio turva 1,56 (0,76-3,21) 0,2211  0,41(0,11-151) 0,1793
Turva 1 1
Macréfitas submersas
Presente 0,68 (0,17-2,64) 05832 3,12(1,54-6,32) <0,05
Ausente 1 1

1,0003(0,999-

Distancia a maloca 0,995 (0,992-0,998)  <0,05 1,001)

0,423 1 0,5483

* RC (95% CI) - Razdo de chances com 0 95% dos intervalos de confianca. Os resultados sao
apresentados na forma de Razdo de Chances (RC) com o intervalo de confianca do 95%,
indicando se houve diferengas significativas na ocorréncia das diferentes espécies entre as
diferentes categorias das variaveis explicatorias (P <0,05).

No caso de An. mattogrossensis, ndo houve diferencas significativas
entre 0 numero de larvas coletadas em relacdo aos Pl ou a temporalidade dos
criadouros (Tabela 26). No entanto, nesta espécie ao igual que o An. darlingi e
An. triannulatus s.l., encontramos diferencas significativas entre os diferentes
graus de exposicdo ao sol, com preferéncia para os criadouros expostos
(P<0.05). Todas as larvas de An. mattogrossensis foram coletadas em
criadouros sem correnteza e ndo houve diferencas significativas entre os tipos
de agua e a ocorréncia desta espécie. No caso do An. costai-like houve uns
resultados opostos as espécies anteriores. Houve 9,21 vezes mais chance de
encontrar larvas de An. costai-like em criadouros ndo associados aos rios que
nagueles com vinculo direto com os Pl (P<0,05). Também houve diferencas
significativas para a variavel temporalidade, com uma preferéncia clara desta

espécie pelos criadouros temporarios ndo associados aos rios (P<0,05).
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Embora tenham sido coletadas larvas desta espécie em SFS e MFS com
correnteza moderada, ndo houve diferencas significativas com o coletado em
criadouros sem correnteza. Finalmente, ndo houve nenhuma correlagdo entre a
distancia das comunidades e o0 numero de larvas coletadas (P>0,05). Nenhuma
varidvel teve alguma caracteristica associada a ocorréncia de An.
intermedius/An. costai-like (Tabela 26), indicando carater generalista deste
grupo, colonizando uma ampla variedade de criadouros com condi¢des
ambientais diferentes. E importante lembrar que tanto neste grupo quando
dentro de An. oswaldoi s.l., existe a possibilidade de se encontrar duas ou mais

espécies.

Tabela 26. Generalized Estimating Equation (GEE) analises para fatores
associados as densidades de anofelinos de An. mattogrossensis, An. costai-
like e An. intermedius/guarao-like.

Varidveis explicatdrias An. mattogrossensis An. costai- like An. intermedius/guarao- like

RC (95% Cl) p-valor RC(95% Cl) p-valor RC (95% CI) p-valor
Associagdo com Pulso Inundagdo
Nao 0,23 (0,04-1,29) 0,0956 9,21(3,95-21,48) <0,05 1,01(0,36-2,85) 0,9773
Sim 1 1 1
Temporalidade
Permanente 0,29 (0,04-1,79)  0,1846 021(0,11-037) <005  091(0,4-2,09) = 0,8393
Temporario 1 1 1
Exposigdo ao sol
Sombreado 0,01 (0,003-0,06) <0,05 8,31(0,62-109,8) 0,1077
Parcialmente exposto 0,18(0,07-0,48) <0,05 1,31(0,11-14,56) 0,8249
Exposto 1 1
Correnteza
Fraca 0,16(0,01-1,51) 0,1123
Moderada 0,94 (0,44-1,99) 0,881 0,37 (0,12-1,15) 0,0867
Nula Todas larvas 1 1
Natureza
Limpida 2,43 (0,64-9,12) 0,1868 1,23(0,36-4,15)  0,7281
Meio turva 0,69 (0,2-2,37) 0,5597 2,84 (0,75-10,74) 0,1226
Turva 1 1
Macréfitas submersas
Presente 1,45 (0,39-5,36) 0,577
Ausente 1 Todas larvas
Distancia a maloca 10004 (0.999-
1,002(1,001-1,003)  <0,05 1,001) 0,428 0,0945

* RC (95% CI) - Razao de chances com 0 95% dos intervalos de confianga. Os resultados sédo
apresentados na forma de Razdo de Chances (RC) com o intervalo de confianga do 95%,
indicando se houve diferengas significativas na ocorréncia das diferentes espécies entre as
diferentes categorias das variaveis explicatorias (P <0,05).
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4.18 Lagos Associados aos Rios (LAR). Pulsos de Inundacao e

associacdo de anofelinos com macréfitas submersas.

Os LAR foram o tipo de criadouro que apresentou uma maior
diversidade e abundéancia de subtipos de AEC, constituindo-se, em alguns
casos, em complexos mosaicos de diferentes condicbes que as fémeas de
anofelinos podem escolher como locais de oviposi¢do. Dentro dos LAR foram
encontrados diferentes tipos de macréfitas emergentes, que ndo foram
identificadas até género ou espécie, e macrdfitas submersas. Dentre esta
Ultima categoria, identificamos até nivel de género ou espécie cinco tipos de
macrofitas submersas principais encontradas na area: Mayaca sp., Cabomba
sp., Apalanthe sp., Utricularia sp. e Eichornia diversifolia. Outros subtipos de
AEC onde encontramos grande numero de anofelinos associados dentro das
LAR, foram as areas com algas filamentosas verdes e detritos flutuantes,
principalmente nas expostas ao sol. A Figura 28, mostra alguns dos principais
subtipos de AEC em LAR onde foram coletadas larvas de anofelinos. Algumas
das fitoassociacdes mais importantes detectadas foram entre An. darlingi com
Mayaca sp. e entre An. triannulatus s.l. com Cabomba sp., na regido de floresta
submontana do Parafuri. Dentre todos os An. darlingi coletados no Parafuri,
1.120 espécimes (80%) foram encontrados em LAR com ocorréncia
concomitante de Mayaca sp. No caso de An. triannulatus s.l., 47,7% dos 198
exemplares desta espécie foram capturados em LAR com ocorréncia de
Cabomba sp. Em termos gerais, ndo foi associado nenhuma espécie de
anofelino com tapetes de macrofitas submersas de Apalanthe sp., encontrados

em LAR dos trés Polos Base.
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Figura 28. Exemplos de subtipos de AEC onde foram coletadas larvas em
abundancia no interior de LAR: A. Mayaca sp. encontrado numa OX com
densidades muito elevados de An. darlingi, associadas nos espacos de
interseccado da macrofita submersa, Komomassipe, Parafuri; B. OX com grande
expansao da macrofita submersa Cabomba sp., onde foram coletados grande
namero de An. triannulatus s.l., Warareu, Parafuri; C. Apalanthe sp., macrofita
submersa pouco associada as larvas de anofelinos, Taibrapa 2, Marari; D.
Utricularia sp., a maioria destes subtipos de AEC afastados das margens das
LAR, ndo poderiam ter sido amostrados sem o uso do bote inflavel, Makabey,
Parafuri; E. Eichornia diversifolia em OX, Taibrapa 2, Marari e F. Aglomerados
de algas filamentosas verdes em areas expostas ao sol em OX a 628 metros
da comunidade do Castanha, Marari. Neste subtipo de AEC foram capturadas
bastantes larvas de An. darlingi.

As trés principais fases em que podemos encontrar as LAR em relacéo
aos Pulsos de Inundagéo (PI) séo: 1. Fase de Enchente — é a fase sob o efeito
dos PI e, portanto, de renovagdo de agua dos LAR, acompanhado por um
efeito de lavagem de diferente grau das larvas dentro das LAR. 2. Fase
Intermediaria — é a fase onde 0s niveis de agua dos LAR irdo se reduzindo de
forma gradual devido ao efeito principal das evaporagdes. Esta Ultima é a fase
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das LAR de maior produtividade para algumas espécies de anofelinos como o
An. darlingi. 3. Fase Secagem — € nesta fase que os niveis da agua dos LAR
estdo muito baixos e as aguas turvas, mas podem representar um pico de
densidade para espécies que preferem aguas mais turvas, como é o caso do
An. nuneztovari s.. O exemplo ilustrado na Figura 29 é de um OX da
comunidade do Komomassipe, em Parafuri. AQui séo destacadas as trés fases
deste OX. Este € o principal criadouro em 1 km raio da comunidade, sendo o
nacleo da Unidade de Sanfona (UdS) que acontece nesta microrregido. A fase
da foto A corresponde a Fase de Secagem durante a segunda metade da
época seca, quando o OX teve os niveis de dgua muito diminuidos, devido ao
longo tempo de isolamento do rio e a acdo da evaporacéo. Neste caso, boa
parte dos tapetes de Mayaca sp. (indicadas pela seta em vermelho) encontra-
se fora do remanescente de agua do OX. A qualidade da agua também esta
modificada nesta fase, com tendéncia a estar mais turva e menos oxigenada.

Durante a campanha de novembro de 2013, conseguimos documentar
o efeito de um PI nesta OX do Komomassipe. A foto B corresponde ao OX logo
depois de receber um PI do rio Inajad. O OX aumentou consideravelmente seu
volume de agua (entre 50 cm e 1 metro) num periodo muito curto de tempo (em
guestdo de poucas horas). Como consequéncia, os tapetes de Mayaca sp. que
estavam fora da agua foram alagados e alguns daqueles que estavam dentro
da LAR foram reestruturados. Registramos que alguns aglomerados de
Mayaca sp. que ainda estavam dentro da agua na Fase anterior ao Pl foram
arrancados e se encontravam flutuando livremente dentro do OX. Também
passaram a existir bastantes aglomerados de detritos flutuantes, como
resultado da entrada da agua do rio no OX, arrastando detritos durante esse
processo. Na foto C pode ser vista a situacdo de Fase Intermediaria (que
corresponde a fase mais produtiva). Ao longo desta fase, o nivel de agua
descera de forma gradual, dependendo das caracteristicas internas de cada
LAR. Esse € o periodo mais favoravel para a expansdo populacional das
diferentes espécies de anofelinos (ex: An. darlingi, An. triannulatus s.l. e An.
oswaldoi s.l.). Durante a Fase Intermediaria da OX do Komomassipe, as
comunidades de Mayaca sp. estavam reestabelecidas na superficie de agua da
OX, gerando o microhabitat ideal para a proliferacdo do An. darlingi.

A duracéo da Fase Intermediaria dependera em grande medida do nivel

de chuvas locais entre Pl e de caracteristicas intrinsecas da LAR, como o grau

117



de exposicdo ao sol ou profundidade. Por exemplo, a OX do Komomassipe
ainda estava em Fase Intermediaria em 12 fevereiro de 2014 (2,5 meses
depois do Pl documentado nesta localidade no 27 de novembro de 2013).
Quando comparamos o total de anofelinos adultos capturados no
Komomassipe, vimos que em novembro de 2013 (em Fase Secagem) foi
coletado um total de 73 An. darlingi. J& em fevereiro de 2014 (Fase

Intermediaria), foram coletados 183 An. darlingi.

Figura 29. As trés fases principais da OX em relacdo aos pulsos de inundacao
- Pl. A. Fase Secagem; B. Fase de Enchente; C. Fase Intermediaria
(=produtiva das larvas).

Nas LAR encontradas no Polo Base Marari, a Fase Intermediaria n&o
teve esta relacdo com a dinamica das populacdes internas de Mayaca sp. Os
microhabitats mais produtivos foram areas de vegetacdo emergente e
aglomerados de detritos flutuantes parcialmente ou expostos ao sol. Por
exemplo, o OX da comunidade Gasolina, no Marari, ja se encontrava ha Fase
Secagem em 14 de janeiro de 2015, somente dois meses depois do PI
documentado no Marari em 14 de novembro de 2014. Isto significa que a Fase
Produtiva de algumas LAR do Marari sdo mais curtas comparado com o OX do
Komomassipe exposto anteriormente. Portanto, os picos de densidades

decorrentes dos Pl sdo mais curtos nesta localidade.
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Na Tabela 27 detalha-se a fase em que foram encontradas as LAR na

area do Marari e as capturas de fémeas e larvas de An. darlingi associadas. O

total de larvas de An. darlingi é reportado por tipo de criadouro.

Tabela 27. Fases em que foram encontradas as principais LAR por
comunidade no Marari, a relacdo com os Pl documentados e as capturas de
adultos e larvas de An. darlingi.

Margo.13 (PI) Agosto.13 Setembro.14 Novembro.14 (PI) Janeiro.15 Margo.15

Alapusi

Fase Enchente Intermediaria Secagem Enchente Intermediaria Secagem

An. darlingi adulto 1 N3o coletado 6 18 77 21

An. darlingi larva 0 0 0 80X+1INOX 30X+4NOX 0
Castanha

Fase N3o coletado  Intermedidria Intermedidria Enchente Secagem Secagem

An. darlingi adulto 0 N3o coletado 3 2 2 1

An. darlingi larva N3o coletado 1SFS+1RP 1SFS+280X 7SFS*+10X 20X 0
Taibrapa

Fase Enchente Intermediaria N3o coletado Enchente Intermed./Seca. Secagem

An. darlingi adulto 7 Ndo coletado Na&o coletado 4 78 10

An. darlingi larva 18 0 N3o coletado 10X 80X+20NOX 70X+5NOX
Gasolina

Fase Secagem Intermediaria Produc./Seca. Enchente Secagem Secagem

An. darlingi adulto 2 72 23 42 48 10

An. darlingi larva 30X 140X+11FAAR 140X+9FAAR 320X 80X 80X
Taibrapa 2

Fase N3o coletado  Intermedidria Secagem N3do coletado Ndo coletado  Nao coletado

An. darlingi adulto  Nao coletado 4 4 N3o coletado N3o coletado  N&o coletado

An. darlingi larva Ndo coletado 90X 0 Ndo coletado Ndo coletado  Ndo coletado

* Esta coleta no SFS na comunidade Castanha foi feita antes do Pl do dia

larvas.

14 de novembro
2014. No dia posterior ao Pl extremo, o SFS foi amostrado de novo e ndo foram coletadas

4.19 Dados de pluviosidade e sazonalidade das Areas Efetivas de

Criacao dos criadouros.

Segundo os dados de pluviosidade e a dinamica sazonal encontrada nos

criadouros dos Polos Base, identificamos quatro estacdes. Nos trés Polos

Base, as quatro principais estacdes foram as mesmas, houve leves mudancas

na duracdo e nos meses em que ocorreram (Fig. 30). No caso de Toototobi:

outubro a marco (época seca), abril (més de transicdo seca-chuvas), maio a

agosto (época das chuvas) e setembro (més de transicdo chuvas-seca). No

caso de Parafuri estabelecemos as seguintes estacdes do ano: setembro -

janeiro (época seca), fevereiro (més de transi¢cdo seca-chuvas), margo - julho
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(época de chuvas) e agosto (més de transicdo chuvas-seca). No caso do
Marari, ao néo ter realizadas capturas sistematicas ao longo dos dois anos
consecutivos, ndo conseguimos delimitar com tanta precisédo as estacdes do
ano. No entanto, este Polo Base aproximou-se mais ao padrdao de Toototobi
qgue do Parafuri, talvez com inicio um pouco mais antecipado da época seca,
contabilizando-se um periodo total de sete meses com pluviosidade reduzida
no Marari (de setembro até marco). Os dados de pluviosidade para o Parafuri
dos meses de outubro de 2013 a fevereiro de 2014 foram adaptados a partir da
estacdo pluviométrica da Agéncia Nacional de Aguas (ANA) situada no Polo

Base de Surucucu, a uns 50 km aproximadamente do Parafuri.

Més Toototobi Parafuri AEC
Out. 12 162,3 60,9 Nao AEC
Nov. 12 42,3 43,5
Dec. 12 59,4 195,3
Jan. 13 15,6 69,6
Fev. 13 233,1 AEC C2
Mar. 13 80,4
Abr. 13 388,8 AECC3
Mai. 13 297,6 257,4
Jun. 13 192,9 205,5
Jul. 13 183,9 158,7 AECC4
Ago. 13 110,1 156,9
Set. 13 113,1 84,9 AEC C5
Out .13 43,5 539,4
Nov. 13 109,2 414,7 AEC C6
Dec. 13 54,3 256,9
Jan. 14 46,8 506.9
Fev. 14 AEC C7
Mar. 14 77,1
Abr. 14 146,4 AEC C8
Mai. 14 246,9 155,1
Jun. 14 225,3 69,3
Jul. 14 188,8 394,6 AEC C9

Total (mm) 2.979 4.726

Figura 30. Pluviosidade (mm) em Toototobi e Parafuri, outubro 2012 - julho
2015. Os meses ressaltados em cores representam: vermelho - época seca,
verde - meses de transicdo seca-chuvas, azul - época de chuvas e amarelo -
meses de transicdo chuvas-seca. AEC C (campanha)2= Campanha 2 em que
foram realizadas as saidas de campo e quantificado a AEC. Os meses de
outubro 2013 a fevereiro 2014 no Parafuri foram adaptados da estacéo
pluviométrica do Surucucu.
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Na Figura 31, apresenta-se a dinamica sazonal do total de AEC por tipo
de criadouro nas quatro comunidades estudadas do Toototobi e associados
aos niveis de pluviosidade local. Encontramos alguma correlagdo positiva
entre, por exemplo, os niveis de pluviosidade do més anterior e o total de AEC
de criadouros tipo FANAR na comunidade de Koiopi (r=0,8383, P<0,05),
indicando que a dindmica destes criadouros esta correlacionada com o0s niveis
de chuva precedentes nessa microrregido. Em termos gerais, constatamos
uma retragdo muito marcada do AEC total em todas as comunidades na
segunda metade da época seca (més de janeiro). Por exemplo, na comunidade
de Mahaxipoha, o AEC disponivel neste periodo (total de 425 m? em janeiro de
2013) ficou restrito a dois OX e a algumas pocas formadas nos MFS da regiéo.

No caso do Raxasi, 0 AEC em 1 km de raio em relagdo a comunidade
guase desapareceu na segunda metade da época seca, ficando restrito a
poucas unidades de AEC de um OX e a trés pocas de um MFS (contabilizando
no total s6 131 m? de AEC). No caso da comunidade de Apiahik também houve
uma marcada flutuacdo entre a época de seca e chuvas. Houve uma maxima
AEC de 7.169 m? no pico das chuvas e uma minima AEC de 1.170 m® na
segunda metade da época seca. Quatro OX e algumas pocas em MFS
mantiveram a AEC de época seca nesta localidade. Finalmente, o Koiopi,
apresentou a AEC remanescente de época seca em algumas pocas de dois
MFS (somando 564 m?). No periodo chuvoso, constatamos que os AEC tipo
FAAR foram também importantes nas comunidades de Raxasi, Mahaxipoha e
Apiahik, com estas duas ultimas comunidades também com uma abundancia
relativa importante de AEC tipo OX. Dentre todas as comunidades do

Toototobi, somente no Apiahik foi detectada uma NOX permanente.
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Figura 31. Dados mensais de pluviosidade e dindmica da Area Efetiva de
Criacdo (AEC), por tipo de criadouro nas comunidades de Toototobi. Abaixo do
eixo horizontal principal indicam-se 0s meses de época seca (vermelho), verde
para o més de transi¢cado seca-chuvas, azul-chuvas e amarelo-transi¢do chuvas-
seca. OX - lago oxbow, NOX - Lago ndo oxbow, FAAR - Areas inundadas
associadas aos rios, FANAR - Areas inundadas ndo associadas aos rios, RP -
Pocas chuva, SFS - cérregos e MFS - igarapés.

A AEC teve uma dindmica sazonal diferente no Polo Base de Parafuri.
Neste caso, ndo houve uma diferenca tdo marcada entre a AEC disponivel na
segunda metade da época seca e 0 pico das chuvas. A Figura 32 apresenta a
dindmica sazonal do total de AEC por tipo de criadouro nas quatro
comunidades estudadas do Parafuri, associando-as com o0s niveis de
pluviosidade local. A comunidade de Xaruna somente contou com um pequeno
NOX (ao redor de 200 m? de AEC) como representante de LAR na regido, e
nao foi localizado nenhuma OX em um raio de 1 km da localidade. No entanto
a presenca de AEC associada a SFS, MFS e FANAR foi mais prevalente nesta
comunidade. O Warareu apresentou uma grande propor¢cédo de AEC tipo OX e
NOX, constituindo a maior parte dos criadouros proximos a esta localidade. A
AEC de tipo temporario predominou em algumas localidades de Toototobi,
levando a uma flutuacdo do AEC total por localidade muito maior em
comparacdo com as comunidades onde os AEC de tipo LAR predominam,
como no caso de Warareu e Komomassipe, onde constatamos que a AEC total
ao longo do ano foi mais constante. Uma excecdo a esta tendéncia foi o que

encontramos na comunidade de Makabey, onde um enorme OX com 3.084 m?
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de AEC na época das chuvas passou a ter somente 925 m? na segunda
metade da época seca (hovembro-dezembro 2014).
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Figura 32. Dados mensais de pluviosidade e dindmica da Area Efetiva de
Criacdo (AEC), por tipo de criadouro nas comunidades de Parafuri. Abaixo do
eixo horizontal principal indicam-se os meses de época seca (vermelho), verde
para o més de transi¢cado seca-chuvas, azul-chuvas e amarelo-transi¢do chuvas-
seca. OX - lago oxbow, NOX - Lago n&o oxbow, FAAR - Areas inundadas
associadas aos rios, FANAR - Areas inundadas ndo associadas aos rios, RP -
Pocas chuva, SFS - cérregos e MFS - igarapés.

Em resumo, pudemos constatar uma reducdo do total de AEC na
segunda metade da época seca nas duas areas (novembro/dezembro para
Parafuri e janeiro/fevereiro para o Toototobi). As flutuacdes foram muito mais
marcadas entre estacdes na area de planicie do Toototobi, onde quantificamos
um minimo de 2.290 m? no pico da época seca de 2013 e um maximo de
21.973 m? no pico da época de chuvas de 2014. Ja para o Parafuri, o0 minimo
de AEC calculado foi de 8.546 m? na segunda metade da época seca de 2014
e um maximo de 18.725 m? no pico da época das chuvas em 2014. Portanto, o
aumento relativo entre o0 minimo e maximo de AEC no Toototobi foi do 859%,
enquanto no Parafuri foi somente do 119%.

N&o conseguimos monitorar de forma diaria as flutuacbes das cotas
dos rios de Toototobi e Parafuri (rios Inajd e Parima), devido a falta de um
observador que pudesse registra-las. No entanto, obtivemos dados de
pluviosidade local. Coletamos os dados de chuvas fortes locais em periodos de
24 horas na area de Toototobi ao longo de nosso periodo de estudo,

ressaltando chuvas de mais de 50 mm num periodo de 24 horas e entre 20 e
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50 mm em 24 horas. Além das chuvas locais, as precipitacdes em areas mais
distantes, como nas cabeceiras dos rios, poderao influenciar na magnitude dos
Pl de areas rio abaixo. Entre os dias 3.10.13 e 7.2.14 (época seca) a estacdo
meteorologica do Parafuri deixou de funcionar, ndo sendo registrados os dados
de chuvas intensas nesta regido. Constatamos somente uma chuva forte, de
98,1 mm, no periodo seco de 2013 no Parafuri. Também constatamos uma
diferenca no numero de episodios de chuvas fortes entre o periodo de chuvas
do ano 2013 (nove registros com trés maiores a 50 mm-24 horas) e o periodo
de chuvas de 2014 (cinco e sem nenhum periodo chuvoso maior a 50 mm-24
horas). Cabe destacar que durante a campanha de novembro de 2013, foi
documentado um PI na regido do rio Inajd associado a chuvas muito fortes.
Infelizmente, ndo pudemos registrar os dados de pluviosidade nem quantificar

o incremento do nivel de agua do rio Inaja.

420 Dados de sazonalidade das larvas e adultos em Toototobi e

Parafuri.

Normalmente, foram coletadas mais larvas que adultos. No entanto,
houve algumas campanhas em que o total de adultos coletados foi claramente
maior que o do namero de larvas, como aconteceu na campanha de abril/maio
de 2013 no Parafuri e no Toototobi. Estas diferencas foram causadas por
abundancia de An. oswaldoi s.. em duas coletas nas comunidades de
Mahaxipoha (235) e Makabey (271). No caso do Mahaxipoha, associamos este
pico de densidades no més de abril a um possivel Pl no més de fevereiro e a
chuvas intensas no més de fevereiro e marco registradas na sede do Polo
Base. Esta intensidade de chuvas nao foi registrada nos meses de fevereiro e
marco de 2014, e so foram coletados trés exemplares de An. oswaldoi s.I. em
abril-maio subsequente (Fig. 33).

Foram exploradas algumas correlacfes entre o total de formas adultas e
larvas espécie-especificos ao longo das oito campanhas, realizando-se
analises por Polo Base. Nao encontramos correlacdo entre o namero de larvas
coletadas e as formas adultas, seja no Toototobi (An. oswaldoi s.l.; r=0,3571,
P=0,3894) seja no Parafuri (An. oswaldoi s.l.; r=0,3571, P=0,3894; An. darlingi;

r=0,6347, P=0,0962). Mesmo analisados os dados a escala de comunidade,
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tampouco vimos correlacdo entre o numero de larvas e adultos de An. oswaldoi
s.l. coletados na comunidade Koiopi (r=0,4970, P=0,2162).

Total anofelinos
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Figura 33. Associacdo da Area Efetiva de criacdo e o numero de larvas e
adultos por més de coleta (janeiro de 2013 a julho de 2014) em Toototobi e
Parafuri. Set/out 2012 n&o foi feita coleta de larvas.

Na Figura 34, sdo mostrados dados de sazonalidade das espécies de
adultos mais abundantes e sua relacdo com os tipos de AEC associados aos PI
e os tipos de AEC nao associados aos PIl. Ndo encontramos correlacdes
significativas entre as densidades de An. oswaldoi s.l. e os dois tipos de AEC
(associado ao Pl ou ndo associado ao PIl). No entanto, para An. intermedius
(r=0,8538, p=0,01) e An. mattogrossensis (r=0,8024, p=0,02) encontramos
correlacdes positivas entre as densidades destes anofelinos e o total de AEC
associado aos Pl. Para estas trés espécies também encontramos uma
correlacdo das suas densidades com o total de AEC do tipo ndo associado ao
rio (P<0,05). Os dois tipos de AEC presentes nesta secao tiveram flutuacdes
sazonais muito semelhantes ao longo do ano, com um pico maximo no periodo
de chuvas (julho) em ambos 0s anos e com 0s niveis mais baixos na segunda

metade da época seca (janeiro a marco).
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Figura 34. Dinamica sazonal do total de formas adultas coletadas das espécies
de anofelinos mais abundantes do Toototobi, setembro 2012 a julho 2014.

Na Figura 35 mostramos os dados por tipo de AEC associado e nao
associado aos Pl no Parafuri. Diferentemente de Toototobi, ndo encontramos
nenhuma correlacdo positiva entre os tipos de AEC (associados ao Pl ou n&o)
e as densidades das espécies mais abundantes (P>0.05). No entanto, a
flutuacdo dos dois tipos de AEC quando considerando o Polo Base
conjuntamente, tiveram comportamentos muito parecidos, apresentando a
menor disponibilidade de AEC na segunda metade da época seca (novembro).
Os maiores periodos de disponibilidade de AEC ocorreram nos meses de

chuva e transicdo chuvas-seca.
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Figura 35. Dinamica sazonal do total de formas adultas coletadas das espécies
de anofelinos mais abundantes do Parafuri, setembro 2012 a julho 2014.
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4.21 Dinamica sazonal das espécies mais abundantes nas comunidades

de Parafuri e Toototobi .

Comunidade de Komomassipe (Parafuri) - An. darlingi.

A comunidade de Komomassipe apresentou as maiores densidades de
An. darlingi de toda a area Yanomami estudada. A 228 metros das habitacdes
indigenas, encontra-se um OX que constitui o principal criadouro da Unidade
de Sanfona (UdS) desta localidade. Na Figura 36 é destacada a dinamica
sazonal dos criadouros que foram encontrados positivos para o An. darlingi em
1 km radio do Komomassipe. Ja na Figura 37 sao apresentadas trés
informagdes por campanha: 1) a variagdo sazonal dos diferentes tipos de AEC,
2) o total de larvas de An. darlingi coletadas e 3) o total de formas adultas de
An. darlingi. Aléem do OX principal, encontramos mais um OX, um NOX, uma
FAAR, uma FANAR, dois areas de RP, trés SFS e um MFS. A maxima
contracdo da UdS aconteceu na segunda metade da época seca (Fig. 36 - C,
novembro 2013), quando somente foram coletadas larvas de An. darlingi no OX
principal. Contrariamente, encontramos a maior extenséo do raio de ocorréncia
do An. darlingi no final da época de chuvas e comec¢o do periodo de transicédo
chuva - seca (Fig. 36 - A, julho 2013). Komomassipe foi um exemplo da
expansao e contracdo de criadouros positivos para An. darlingi (incluindo
FANAR, NOX e RP na época das chuvas) a partir de um OX principal. Neste
periodo de coleta (hovembro de 2014) documentamos um Pl importante que
alagou a OX principal e os outros criadouros associados ao rio desta
microrregido, modulando a dindmica populacional de An. darlingi.

As maiores densidades de larvas corresponderam a primeira metade da
época seca, enquanto que o maior numero de alados foi coletado no més
anterior (transicdo chuvas-seca) para ambos 0s anos. Encontramos uma
importante diferenca de densidades tanto de larvas como adultos, nas capturas

de fevereiro e abril de 2013 e essas dos mesmos messes de 2014.
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Figura 36. Dinamica sazonal dos criadouros positivos para An. darlingi,
Komomassipe - Parafuri. Os circulos azuis representam os criadouros positivos
para An. darlingi e os simbolos vermelhos a localizacdo das pequenas
habitacbes da comunidade do Komomassipe. A.Transicdo chuvas-seca; B.
Primeira metade da seca; C. Segunda metade da seca; D. Transicdo seca-
chuvas; E. Epoca de chuvas e F. Transi¢cdo chuvas-seca. Fonte: ArcGIS
Basemap World Imaginery.
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Figura 37. Relacdo da Area Efetiva de Criagcdo por tipo de criadouro e
abundancia de formas adultas e larvas de An. darlingi no Komomassipe -
Parafuri. OX - lago oxbow, NOX - Lago ndo oxbow, FAAR - Areas inundadas
associadas aos rios, FANAR - Areas inundadas ndo associadas aos rios, RP -
Pocas chuva, SFS - corregos e MFS - igarapés.
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Comunidade de Koiopi (Toototobi) - An. oswaldoi s.I.

Encontramos exemplares ocorrendo em simpatria nesta localidade de
An. oswaldoi B e An. oswaldoi A. Estes dados alertam para que as larvas que
identificamos como An. oswaldoi s.I podem, na verdade, ser representantes
das duas espécies. Ndo realizamos testes moleculares nas larvas de An.
oswaldoi s.I. Koiopi é a Unica comunidade estudada que ndo se encontra
proxima a um rio e portanto, todos os criadouros num radio de 1 km néo estao
associados aos Pl (FANAR, SFS e MFS). A Figura 38 mostra a dinamica
sazonal dos criadouros que foram encontrados positivos para o An. oswaldoi
s.l. Detectamos que na época de chuvas (Foto-A) o raio de ocorréncia desta
espécie estava na sua maxima expansao, com oito criadouros positivos
(incluindo FANAR, MFS e SFS). Ildentificamos uma producdo relativa das
FANAR decrescentes desde a época de chuvas, até encontrar somente
exemplares de An. oswaldoi s.I. em pocas de MFS na segunda metade da
época seca, onde a unica AEC disponivel era em MFS. Estes criadouros foram
identificados como os FRE de An. oswaldoi s.l. nesta microrregido do Koiopi.
No caso da época chuvosa de julho de 2014, encontramos uma grande
disponibilidade de AEC, mas com poucos criadouros positivos.

Na figura 39 apresentamos a dinamica das densidades de larvas,
adultos e tipos de AEC no Koiopi. As maiores densidades de larvas foram
encontradas na primeira metade da época seca, quando ocorreu a
estabilizacdo dos criadouros depois dos Pl da época chuvosa. N&ao
encontramos um pico claro de densidades de adultos para este local. No
entanto, ao igual que nas outras comunidades do Toototobi, tanto as
populacbes de larvas como de adultos quase desapareceram na segunda

metade da época seca.
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Figura 38. Dinamica sazonal dos criadouros positivos para An. oswaldoi s.I. -
Koiopi - Toototobi. Os circulos azuis representam os criadouros positivos para
An. oswaldoi s.l. e os simbolos vermelhos a localizacdo da comunidade de
Koiopi. A. Epoca de chuvas; B. Transi¢do chuvas-seca; C. Primeira metade da
seca; D. Segunda metade da seca; E. Transi¢do seca-chuvas e F. Epoca de

chuvas. Fonte: ArcGIS Basemap World Imaginery.
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Figura 39. Relacdo da Area Efetiva de Criacdo e abundancia de adultos e
larvas de An. oswaldoi s.I. no Koiopi - Toototobi. OX - lago oxbow, NOX - Lago
ndo oxbow, FAAR - Areas inundadas associadas aos rios, FANAR - Areas
inundadas ndo associadas aos rios, RP - Pogas chuva, SFS - cérregos e MFS -

igarapés.
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Comunidade de Apiahik (Toototobi) - An. mattogrossensis.

Na Figura 40 ¢ ilustrada a dinAmica sazonal dos criadouros que foram
encontrados positivos para o An. mattogrossensis na comunidade de Apiahik.
Na Figura 41 sdo apresentadas as mesmas informacbes para o An.
mattogrossensis que as que aparecem nas Figura 37 e 39. O maximo raio de
ocorréncia desta espécie aconteceu na época de transicao chuvas-seca e na
primeira metade da época seca, com a maior parte de larvas coletadas em
criadouros tipo FAAR e OX. Detectamos aqui uma mudanca na contribuicéo
dos OX e FAAR na producdo de An. mattogrossensis. Na primeira metade da
época seca (C) as proporcdes se inverteram e os OX passaram a representar
61,5% das larvas coletadas, enfrente 38,5% das FAAR. Seguindo essa
tendéncia, os OX foram os Unicos criadouros positivos identificados na
segunda metade da época seca e constituiram também os FRE para esta
espécie neste local. Embora o total de AEC sofreu uma expansao significativa
entre a segunda metade da época seca (Foto D) e a estacdo de transicao
seca-chuva (Foto E) (de 981 m? para 3.403 m?), ndo foi coletada nenhuma
larva desta espécie nos corpos de agua de recente formacao.

Encontramos um pico tanto de formas adultas como de larvas nos
meses de transicdo chuvas-seca e primeira metade da época seca. Ao igual
gue An. oswaldoi s.l., as populacbes de An. mattogrossensis quase sumiram na

segunda metade da época seca e no periodo de transicdo seca-chuvas.
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Figura 40. Dinamica sazonal dos criadouros positivos para An.
mattogrossensis, Apiahik - Toototobi. Os circulos azuis representam o0s
criadouros positivos para An. mattogrossensis, e 0os simbolos vermelhos a
localizago da comunidade Apiahik. A. Epoca de chuvas; B. Transi¢c&o chuvas-
seca; C. Primeira metade da seca; D. Segunda metade da seca; E. Transicao
seca-chuvas e F. Epoca de chuvas. Fonte: ArcGIS Basemap World Imaginery.
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Figura 41. Relacdo da Area Efetiva de Criacdo e abundancia de adultos e
larvas de An. mattogrossensis no Apiahik - Toototobi. OX - lago oxbow, NOX -
Lago ndo oxbow, FAAR - Areas inundadas associadas aos rios, FANAR -
Areas inundadas n&o associadas aos rios, RP - Pocas chuva, SFS - corregos e
MFS - igarapés.
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Comunidade de Apiahik (Toototobi) - An. oswaldoi s.I.

Apresentamos a dinamica das populagbes de larvas e adultos de An.
oswaldoi s.l. numa comunidade onde os OX fizeram o papel de FRE para esta
espécie, confirmando que o An. oswaldoi s.l., além de poder explorar os FRE
em pocas de MFS (ex: Koiopi), também pode manter os Ultimos exemplares
das suas populacdes em FRE tipo OX de uma microrregiao concreta. Houve
um pico de larvas na primeira metade da época seca (novembro de 2014),
associada a um incremento da producédo das FAAR (38,5%) e das OX locais
(61,5%). Este pico de densidades acentuado de formas larvares ndo esteve

acompanhado de um incremento associado de formas adultas.
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Figura 42. Relacéo da Area Efetiva de Criacdo e abundancia de formas adultas
e larvas de An. oswaldoi s.I. no Apiahik - Toototobi.

422 Dados de mobilidade dos Yanomami: Toototobi, Parafuri e Marari.

Constatamos alguns padrdes e mobilidade diferenciados entre nossas
comunidades de estudo. Enquanto algumas comunidades sempre tiveram a
maior parte dos seus integrantes na comunidade ao longo do estudo, outros
indigenas passaram longos periodos fora das respectivas habitacGes
principais, deixando em alguns casos a comunidade totalmente vazia ou com
muitos poucos integrantes por periodos consideraveis de tempo. Constatamos

estas situacdes principalmente nas comunidades de: Raxasi (passaram quatro
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meses fora entre janeiro de 2013 e abril de 2013), Apiahik (a comunidade ficou
guase vazia entre janeiro de 2013 e abril 2013 devido ao deslocamento da
maior parte da comunidade a residéncia secundaria do Sinatra), Warareu (a
comunidade ficou durante trés periodos de quase um més em tapiris deixando
a comunidade totalmente abandonada) e Xaruna (houve dois periodos durante
a duracdo do projeto que a comunidade ficou um més e dois meses fora
respectivamente).

No caso das comunidades de Marari, encontramos dois periodos em
gue os Yanomami de alguma comunidade tinham se deslocado em massa para
as residéncias secundarias. Foi o0 caso da comunidade do Castanha e Taibrapa
gue tinham se deslocado em agosto 2013 para suas residéncias secundarias
do Castanha 3 e Taibrapa 2 respectivamente. Em setembro de 2014 a
comunidade do Taibrapa também estava temporariamente no Taibrapa 2.

4.23 Dados de malaria no Polo Base de Marari.

Sao apresentados os resultados de transmissdo de malaria no Polo
Base Marari do periodo de janeiro 2013 a marco 2015, cobrindo os dois anos e
trés meses ao longo dos quais houve coletas entomoldgicas neste Polo Base.
Em 2013, o Marari representou somente 4% de toda a populacdo da area
Yanomami, mas os 913 Yanomami deste Polo Base concentraram o 35% de
todos os casos de malaria registrados em todo o DSEI-Y.

Os dados referentes as comunidades de Ahima, Castanha e Taibrapa
estao ilustrados na Figura 43. Estas trés comunidades estdo sob a influéncia
dos PI do sistema de rios de primeira ordem da regido da sede do Polo Base.
Por outro lado, na Figura 44 estdo apresentados os dados de malaria das
comunidades do Gasolina e Alapusi, principalmente sob a influéncia dos PI do
rio Marari (mas também do rio Catanal no caso da comunidade Gasolina). As
setas em vermelho indicam PI documentados e as de amarelo Pl altamente
provaveis de ter acontecido, atendendo que influenciaram as fases das LAR
encontradas nas areas durante os trabalhos de campo. Adicionalmente, sao
apresentados os dados das coletas de formas adultas de An. darlingi nas
diferentes comunidades. Para mais detalhe do estado das LAR em cada
campanha, detalhes sobre as coletas de larvas e dessas comunidades em que

nao foram realizadas coletas, sugere-se olhar a tabela 27.
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No caso das comunidades de Ahima e Castanha, ambas situadas na
mesma area e sob a influéncia do rio de primeira ordem Xirinita, observamos
um padréo de transmissdo sazonal de malaria muito parecido. A comunidade
Taibrapa seguiu um padrdo bem semelhante das anteriores. As trés
comunidades se encontram sob a influéncia de rios de primeira ordem que se
originam nas mesmas serras.

Observamos um pico do numero de casos registrados no final da época
seca de 2013-2014 e inicio da época chuvosa de 2014 nas cinco localidades
do Marari. No entanto, nestes meses ndo foi feita nenhuma coleta de
anofelinos. Os maiores numeros de casos, surpreendentemente, foram
registrados na comunidade do Castanha em fevereiro de 2013 (76 casos). A
Fase Produtiva encontrada na OX do Gasolina em setembro de 2014, sugere
gue houve um PI que afetou a OX desta localidade no més anterior (agosto de
2014). Ainda no Gasolina, observamos um aumento significativo dos casos de
malaria em outubro de 2014. As comunidades de Taibrapa, Alapusi e Gasolina,
apresentaram um importante aumento de casos de maléaria em abril de 2015.

Na tabela 28 foram avaliados o0s principais parametros que
determinariam se uma comunidade teria alta receptividade e vulnerabilidade a
transmissao da malaria. A comunidade de Komomassipe apresentou uma das
maiores densidades de An. darlingi. Algumas das habitacdes estao localizadas
somente a 233 metros do OX mais produtivo (45 LAR foram amostrados) para
esta espécie. Esta localidade, portanto, € um exemplo de um local altamente
receptivo para a transmissao local de malaria. As densidades de espécies
principalmente exofagicas como o An. oswaldoi s.I., An. intermedius, An. costai-
like ou An. guarao-like foram muito baixas nesta comunidade (1). Ao contrario,
o Komomassipe foi uma comunidade muito pouco vulneravel a introducao de
transmissao de plasmodio, sendo uma comunidade onde os seus membros
nao se deslocam para fora da area indigena, ndo tem presenca de garimpeiros
nas proximidades da comunidade e as visitas a outras comunidades sdo muito
limitadas. O exemplo diferente seria a comunidade de Xaruna. Somente foram
coletados dois An. darlingi adultos ao longo dos dois anos de projeto, mas as
densidades de espécies exofagicas (2) (principalmente de An. oswaldoi s.l.)
foram maiores que no Komomassipe. Esta comunidade esta também em uma

situacdo bastante isolada, sem quase contato com comunidades do Parafuri.
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No entanto, um fator de risco epidemioldgico é a presenca de garimpeiros na

regido do rio Parima proximo a comunidade.
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Figura 43. Numero de casos de maléaria diagnosticados por més entre janeiro
de 2013 e maio de 2015 nas comunidades de Ahima, Castanha e Taibrapa e
namero de An. darlingi adultos coletas entre marco de 2013 e marco 2015.
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Figura 44. Numero de casos de malaria diagnosticados por més entre janeiro
de 2013 e maio de 2015 nas comunidades de Gasolina e Alapusi e nimero de
An. darlingi adultos coletas entre margo de 2013 e margo 2015.
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As comunidades do Polo Base de Toototobi se caracterizaram por ter
uma baixa receptividade, definida pela falta de LAR de alta produtividade de
anofelinos (especialmente durante a época seca) e a quase inexisténcia de An.
darlingi na area (somente foram capturados dois exemplares de An. darlingi no
Apiahik em dois anos de capturas). Ao contrario, em todas as comunidades
desse Polo foi constatada uma densidade média de varias espécies de
anofelinos exofagicos, como An. oswaldoi s.l., An. intermedius, An.
mattogrossensis, An. costai-like e An. guarao-like.

As comunidades do Marari apresentaram caracteristicas de
receptividade e vulnerabilidade muito diferentes aos outros dois Polos Base. O
An. darlingi estd presente em todas as comunidades em umas densidades
meédias, com excecdo das comunidades Castanha e Taibrapa 2. A presenca
em geral de anofelinos exofagicos foi muito baixa, com excec¢éo do Taibrapa 2,
onde foram registradas densidades muito altas de An. nuneztovari s.l. As
comunidades do Marari sdo muito vulneraveis a malaria, devido ao alto grau de
interconectividade entre as comunidades e, principalmente, as regulares
viagens que fazem fora da area indigena (especialmente na comunidade nao
indigena de Nova Jerusalém), representando uma via frequente de
reintroducédo de plasmaédios no Marari. Na atualidade ndo existe garimpo nem

na area Yanomami de Marari nem de Toototobi.

Tabela 28. Avaliagdo de parametros de receptividade e vulnerabilidade a
malaria das 13 comunidades estudadas, Toototobi, Parafuri e Marari.

Polo - Comunidade Receptividade Vulnerabilidade
- - - Tamanho populagdo Contato fora Contato entre as .
An.darlingi An. exofagicos Produtividade LAR Yanomamip pulag area Yanomami comunidades do Polo Presenca garimpo
TOOTOTOBI
Mahaxipoha 0 2 1 Média (50) 1 2 0
Raxasi 0 2 0 Média (89) 1 2 0
Apiahik 1 2 1 Média (81) 1 2 0
Koiopi 0 2 0 Média (79) 1 1 0
PARAFURI
Xaruna 1 2 0 Média (93) 0 0 3
Makabey 1 2 1 Média (64) 0 1 3
Warareu 1 2 2 Média (64) 0 1 0
Komomassipe 3 1 3 Grande (138) 0 1 0
MARARI
Alapusi 2 1 2 Grande (56) 3 3 0
Castanha 1 1 1 Muito grande (237) 3 3 0
Ahima 1 1 1 Média (56) 3 3 0
Taibrapa 2 1 2 Muito grande (234) 3 3 0
Gasolina 2 1 2 Muito grande (233) 3 3 0

Parametros descritos como: O=ausente, 1l=baixa, 2=média e 3=alta frequéncia.
Pequena < 50 habitantes, Média 50 - 100, Grande 100 - 200, Muito grande >200.
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5. DISCUSSAO

Embora se tenha registrado uma redugdo importante no numero de
casos de malaria nas Américas entre 2001 e 2012, ainda existem grupos
populacionais onde esse agravo se distribui de maneira desigual, sendo o
exemplo mais claro os grupos indigenas [37]. No interior das grandes reservas
indigenas do Brasil, existem areas sem aparente circulacdo de plasmédio e
outras onde a transmissao ocorre de forma muito mais intensa e ao longo do
ano [60]. Inclusive dentro do DSEI-Y, existem Polos Base com tendéncia a
apresentar altos niveis de transmisséo ao longo dos anos (ex: Marari) e outros
locais com um histoérico de casos de malaria muito menor [56].

Os nossos resultados mostram que nos Polos Base Toototobi, Parafuri e
Marari, as caracteristicas entomologicas de cada aldeia tém um papel
fundamental na prevaléncia e intensidade da transmissao local da malaria. Um
dos fatores determinantes que reconhecemos em nossas investigagoes foi a
existéncia de lagos associados a rios (LAR) dentro de um raio de 1 km da
aldeia que séo favoraveis a producdo de espécies epidemiologicamente
importantes, como o An. darlingi. Além da abundancia e proximidade dos LAR
as habitacbes indigenas, outro fator importante que identificamos foi a
gualidade dos LAR quanto a produtividade para An. darlingi: determindada pela
boa exposicéo ao sol, presenca de vegetacdo emergente e/ou submersa, algas
filamentosas verdes e detritos flutuantes expostos ao sol. Observamos que as
comunidades localizadas em areas com rios mais meandricos, e com tendéncia
a formar maior nimero de OX, constituiriam areas com melhores condi¢des
para a transmissdo da malaria. Areas com NOX produtivas de An. darlingi tém
sido apontadas como altamente receptivas para a transmissdo da maléaria
[161].

Nos trés polos Base Yanomami foram coletadas varias espécies de
anofelinos associadas a transmissdo da malaria, como: An. darlingi, An.
oswaldoi s.l.,, An. intermedius, An. nuneztovari s.l.,, An. triannulatus s.I. e An.
mattogrossensis. Além de An. costai-like, An. guarao-like, An. nimbus, An.
thomasi, An. squamifemur e An. (Kerteszia) sp. coletadas em menor densidade
e cujo envolvimento na transmissdo de maléaria ndo esta bem estabelecido. Em
Toototobi e Parafuri, a espécie mais abundante foi An. oswaldoi s.l., seguida de
An. intermedius em Toototobi, e An. darlingi no Parafuri. No Marari
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predominaram as espécies associadas a proliferacdo em LAR parcialmente ou
expostos ao sol, como o An. darlingi e An. nuneztovari s.l.. Em outras
localidades do Brasil associadas aos ambientes de floresta ou de recente
desmatamento o An. oswaldoi s.|. predominou [114]. Adicionalmente, An.
oswaldoi s.l. e An. intermedius foram muito abundantes em regides da floresta
Amazonica da Guiana Francesa [87].

Coletamos a maioria dos anofelinos em ambientes fora das habitacdes
indigenas, inclusive o An. darlingi. Tem sido observado que o grau de
comportamento endo-exofagico do An. darlingi € varidvel ao longo de sua
distribuicao geografica [31]. O An. darlingi foi a espécie mais comum no interior
das habitacdes indigenas nos primeiros horarios da noite (18-22 horas),
entretanto em densidades muito menores do que nos ambientes
peridomiciliares e extradomiciliares. Dos oito An. darlingi encontrados
infectados no Marari, sete foram coletados em ambientes peridomiciliares ou
extradomiciliares e apenas um no interior das malocas indigenas. Nas aldeias
onde constatamos maior abundancia de An. darlingi intradomiciliares,
coletamos 16,6%, 9,1%, 55% e 5,4% dos An. darlingi no interior das
habitacdes em Alapusi, Taibrapa, Komomassipe e Gasolina, respectivamente.
Nas aldeias Castanha e Taibrapa 2 todos os An. darlingi foram coletados fora
das habitacdes. Vale mencionar que o fato de ter atrasado em duas horas as
capturas do ambiente intradomiciliar no Marari pode ter influenciado no
aumento relativo dos exemplares de An. darlingi no intradomicilio neste Polo
Base.

Estudos realizados no Parque Nacional do Xingu ja mostravam a
importancia da transmisséo extradomiciliar e peridomiciliar em areas indigenas,
envolvendo principalmente An. darlingi. Durante um inquérito na comunidade
indigena de Capoto da etnia Kayapo-Mentuktire, foi constatado que o An.
darlingi esteve presente em densidades significativamente superiores nos
ambientes extradomiciliares, principalmente nas proximidades do rio a 100
metros da aldeia (84,09%), enquanto que um menor percentual (13,32%) foi
capturado no ambiente peridomiciliar e s6 uma propor¢cdo minima (0,79%) no
interior das habitacdes [162]. Aproximadamente 300 km ao sul, em
comunidades indigenas Xavante, 93,5% dos An. darlingi foram coletados na
beira do rio e com maiores densidades no crepusculo vespertino e nas horas

do amanhecer, horarios onde foi constatada uma maior frequéncia dos
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indigenas na beira dos rios [163]. Na comunidade de Cuminipanema de etnia
Zo'é, no Para, An. darlingi se apresentou com maior frequéncia no
peridomicilio. Este grupo indigena mora em condi¢cbes parecidas a dos
Yanomami, em areas de floresta preservada e condi¢cdes de semi-isolamento,
tipologia de malocas que os expdem ao contato com o vetor, localizadas
proximas a um rio de 22 ordem [164].

Sugerimos aqui que a pequena propor¢ao de An. darlingi capturada no
interior das aldeias em nossas areas de estudo teria uma grande importancia
epidemioldgica, ja que sua atividade coincide com os horarios de permanéncia
dos Yanomami dentro das malocas, facilitando o contato efetivo vetor-homem.
Nas areas de Parafuri e Marari, o An. darlingi apresentou uma maior atividade
entre as 23 e 01 horas, com atividade menor antes e depois deste pico
monomodal. No Marari, na comunidade do Alapusi, detectamos tambéem
atividade importante de An. darlingi entre as 20 e 22 horas. O pico de atividade
dessa espécie em Parafuri e Marari foi parecido com aquele relatado na area
Yanomami de Ocamo da Venezuela, por outros autores [165]. Nao obstante, na
regido da comunidade de Nova Jerusalém, a primeira comunidade fora da area
Yanomami descendo o rio Padauri (do qual o rio Marari é tributario), foi
constatado um pico bimodal nas coletas intradomiciliares, sendo o horario das
19-20 horas o mais importante, seguido por outro pico entre as 4 e 6 horas
[166]. Outro estudo em comunidades indigenas do rio Baixo Caura (Ye'kuana e
Sanema), na Venezuela, mostrou que, embora o An. darlingi tenha sido ativo
toda a noite, apresentou um pico de atividade nas primeiras horas da noite,
sendo ainda observado que An. nuneztovari s.l. foi também mais ativo durante
as primeiras horas da noite (pico no horéario das 18:00). Os autores concluiram
gue, nesta area, o risco de contrair malaria € maior nos ambientes peri- e
extradomiciliares antes das 22:00 horas [167].

Observamos picos de atividade decrescentes dos Yanomami nos
horérios crepusculares (18-21 horas), transitando no ambiente peridomiciliar e
nas beiras dos rios (principalmente para tomar banho, pescar ou coletar agua)
e em grau muito menor nas primeiras horas da manha (das 5 as 6 horas). No
Marari, estas atividades crepusculares se estenderam até um pouco mais
tarde. Entretanto, a grande maioria dos Yanomami se encontram recolhidos no

interior das aldeias a maior parte da noite.
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Outras espécies de anofelinos que picam no crepusculo vespertino nos
mesmos horéarios em que o0s Yanomami se encontram em atividades
peridomiciliares e extradomiciliares s&o An. oswaldoi s.l, An. mattogrossensis,
An. intermedius, An. nuneztovari s.., An. triannulatus s.. e a fracdo
extradomiciliar de An. darlingi. Estas espécies poderiam transmitir malaria
neste horario, mas o principal responsavel pela transmissdo no intradomicilio
(das 20 horas as 06 horas) seria 0 An. darlingi. Em nossas areas de estudo
8,3%, 32,7%, 42,2% e 54,1% das picadas por An. oswaldoi s.l. aconteceram
antes das 19, 20, 21 e 22 horas respectivamente. Considerando as espécies
exofégicas crepusculares mais abundantes (An. oswaldoi s.l., An. triannulatus
s.l., An. intermedius e An. nuneztovari s.l.), 67,3% de todas as picadas
aconteceram no extradomicilio antes das 22 horas. O contrario aconteceu com
An. darlingi, onde 80,4% das picadas foram registradas entre as 22 e 6 horas.
Em quase todas as aldeias onde foi constatada a presenca de An. darlingi,
foram capturados exemplares dentro das habitacdées Yanomami. Um estudo
com populagbes indigenas remotas Ra-glai do Vietnd mostrou que 52% ja
estavam dormindo as 19 horas, com somente 24,5% ainda ativos depois das
20:00 e quase todos dentro das habitacées dormindo as 21 horas (92%). Das
picadas dos vetores locais (An. dirus s.l., An. minimus s.l. e An. maculatus),
25% e 50% aconteceram antes das 20 e 22 horas respectivamente [168].

O An. oswaldoi A e B, An. nuneztovari s.I. e An. intermedius foram
encontrados com atividade de picada diurna em diferentes horarios e estacdes
do ano nas comunidades estudadas, com predominio de An. oswaldoi s.l.
(77,7% do total). Embora pouco frequente, este tipo de contato vetor-homem
poderia ter um efeito residual na cadeia de transmissdo da malaria. Todos os
ataques diurnos aconteceram nas proximidades de algum criadouro produtivo.
A importancia da transmissao diurna foi relatada em outras areas endémicas.
Na Guiana Francesa, An. darlingi, An. braziliensis, An. intermedius, An.
triannulatus, An. aquasalis, An. oswaldoi s.I. e An. nimbus foram encontrados
picando de dia. Desses, An. oswaldoi s.l., An. nuneztovari e An. intermedius
foram também encontrados infectados [87]. Num estudo feito perto de Iquitos,
Peru, 3,8% das coletas de An. darlingi aconteceram durante as horas diurnas
(06 as 18 horas) [169]. Em mangues da costa do Pacifico da Colémbia, foi

apontado que criancas e mulheres poderiam estar expostas a malaria pelas
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picadas infectantes de An. neivai durante as atividades de coleta de moluscos
e outros animais durante o dia [147].

Ambientes extradomiciliares distantes das habita¢des indigenas (>1 km)
teriam potencial de transmissdo de malaria na area Yanomami. Constatamos
qgue os indigenas também praticam a pesca noturna (préximos a LAR ou no
canal do rio), sendo uma atividade mais prevalente nos homens. Nestes locais
as pessoas podem se expor as picadas de certas espécies de anofelinos, como
0 An. oswaldoi s.l., An. intermedius e An. triannulatus s.l.. Hipoteticamente
estas espécies podem ter papel na transmisséo esporadica de maléria entre o0s
pescadores nesses locais distantes. Esta possivel transmissdo em locais
extradomiciliares distantes poderia servir de ponto de interconexdo das
infecgbes por plasmoédios entre as diferentes comunidades do Marari, ja que
alguns pontos de pescaria sdo frequentados por pessoas de diferentes
comunidades. Contudo, nenhum exemplar adulto coletado com armadilhas
CDC nestes ambientes foi encontrado infectado. A transmissdo de malaria
extradomiciliar distante foi relatada na costa do Pacifico da Col6mbia, onde o
vetor € An. (Kerteszia) neivai em areas de pescaria distantes das moradias
[147]. Na ilha de Cotijuba, no Para, foi enfatizada uma importante exposicéo
dos pescadores a picadas por anofelinos [170].

O grande aglomerado de pessoas num ambiente intradomiciliar pequeno
também é considerado um fator importante de risco de malaria [171] e a
ocorréncia de mais de um repasto sanguineo por fémea de An. darlingi em um
ciclo gonotrofico tem sido relatado. Este comportamento de repastos multiplos
intradomiciliares poderia acontecer na area Yanomami, onde observamos
comportamento de afugentar os anofelinos apds picada durante o sono. A
hipétese de que as populaces de insetos hematéfagos teriam desenvolvido
mecanismos para discriminar e escolher os hospedeiros que sejam mais faceis
de serem picados, evitaria as taxas de mortalidade durante o repasto
sanguineo [172]. No contexto, o esperado € que as criancas teriam menos
mecanismos de defesa contra as picadas de anofelinos, em qualquer dos
ambientes de transmissdo descritos na area Yanomami e os repastos multiplos
pelo mesmo anofelino também aumentariam as chances de que um anofelino
nao infectado se infectasse, aumentando as taxas de infec¢cdo na populagédo do
vetor. Ha registros de varios membros de uma mesma familia Yanomami que

vivem na mesma habitacdo no Marari adoecendo de malaria quase ao mesmo

142



tempo. O An. darlingi tem sido apontado como capaz de sustentar elevados
niveis de transmissao em densidades muito baixas [31]. Na &rea Yanomami de
Marari, encontramos locais com TPHN peridomiciliares por An. darlingi de 11 e
10,75, como € o caso de Alapusi e Gasolina. Ja& na comunidade Castanha, as
TPHN de An. darlingi foram de somente 0,42, significando que uma pessoa s6
receberia 153 picadas desta espécie por ano. No entanto, foi no Castanha
onde constatamos a maior notificacdo dos niumeros de casos de maléria num
més (76 casos de malaria em fevereiro de 2013). Estes dados indicam que as
baixas densidades de An. darlingi registradas nesta localidade sao suficientes
para a manutencédo de altos niveis da transmisséo.

Apesar do marcado grau de antropofilia do An. darlingi, alguns estudos
tém confirmado a ocorréncia desta espécie em regides desabitadas, onde pode
sobreviver em densidades muito baixas a partir de repastos sanguineos em
animais selvagens [31]. Coletamos larvas e adultos de An. darlingi em alguns
LAR distantes, mas em densidades muito baixas. Apesar de constatar que
pequenas populacdes desta espécie estejam presentes nos LAR no territorio
Yanomami distantes das comunidades, as densidades desta espécie se
correlacionam positivamente com a proximidade as habitacbes indigenas
(P<0,05). Por exemplo, os OX localizados proximos as comunidades de
Komomassipe (a 228 metros) e Gasolina (a 287 metros) apresentaram as
maiores densidades de larvas de An. darlingi nos respectivos Polos Base. Nao
observamos nenhuma correlacdo com as distancias das habitacdes indigenas
e a frequéncia de outras espécies encontradas nas comunidades como o An.
triannulatus s.I. e An. oswaldoi s.l., demonstrando um grau menor de
sinantropia. Num estudo em aldeias indigenas Waimiri-Atroari do estado do
Amazonas, o An. darlingi foi o principal anofelino coletado nas aldeias
indigenas, enquanto An. oswaldoi foi mais frequente no interior da floresta
[129].

Apesar das habitacfes terem tipologias diferentes nas comunidades dos
Polos Base de Toototobi, Parafuri e Marari em geral propiciam o contacto An.
darlingi-homem no intradomicilio. O tipo de moradia dos indigenas no Brasil foi
recentemente, associado ao risco de contrair malaria devido aos espacos
abertos nas habitaces em forma de beirados e aberturas nas paredes e tetos
[171]. No caso das habitagbes Yanomami, as principais rotas de entrada sao,

aparentemente, 0S espacos entre as paredes, entre a parede € 0s tetos e entre
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as proprias unidades habitacionais. Nas comunidades do Marari, os shabonos
tém numerosos espacos entre as unidades familiares que servem de entrada
para anofelinos endofagicos, sugerimos que estas comunidades sejam mais
expostas ao contato com o An. darlingi no interior das habitagbes. Ja as
construcbes das casas no Parafuri, mesmo sendo mais fechadas, ainda
observarmos importantes aberturas entre os componentes estruturais das
habitacoes.

Outro fator importante que observamos no ambiente intradomiciliar
Yanomami é a presenca de fumaca. Tem-se especulado que as altas
concentragbes de fumacga, derivadas das numerosas fogueiras dentro das
moradias, pode funcionar como repelente para os anofelinos, diminuindo a
entrada deles nos ambientes intradomiciliares. Em alguns lugares, as fogueiras
tém sido apontadas como importantes "medidas de controle vetorial" no interior
das habitacbes das aldeias indigenas da Amazoénia [171], como no caso dos
Xavante [163]. Por outro lado, uma revisdo recente do efeito da fumaga no
comportamento alimentar dos anofelinos demonstrou que nao existem
evidéncias de que o uso de combustivel doméstico dentro das casas tenha um
efeito significativo de repeléncia [173]. A fumaca e o calor decorrente das
fogueiras também inibem a aceitabilidade do uso de mosquiteiros no interior
das habitacdes indigenas [171]. Da mesma maneira, as particulas de fuligem
de ambientes carregados de fumaca poderiam diminuir o efeito dos MILD
devido a impregnacdo desta fuligem nos mosquiteiros aumentando a
frequéncia de lavagens dos mesmos e acelerando a perda de inseticida [173].

No interior das habitacbes de Toototobi e Marari, que sdo shabonos
circulares e centralmente abertos, o acumulo de fumaca € menor que nas
habitacdes de Parafuri, que ndo sédo abertas no centro. Surpreendentemente,
Komomassipe foi a aldeia onde coletamos maiores niameros de An. darlingi no
interior das habitacGes de tipologia fechada, tanto com o método de AHP,
armadilhas CDC e Aspirador Manual.

Nenhum dos 2.219 An. oswaldoi s.l. capturados com o método de AHP
foi achado no ambiente intradomiciliar das aldeias indigenas. Em contraste,
constatamos a ocorréncia de An. oswaldoi s.. no interior de algumas
construcdes livres de fumaca ocupadas pela equipe de saude. Nossos dados

poderiam sugerir maior sensibilidade do An. oswaldoi s.l. a fumaca.
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Nossos dados mostraram que 62,4% e 53,1% das fémeas de An.
darlingi e An. oswaldoi s.l., j& haviam parido, respectivamente. No horério de
pico de 00-01 horas, a taxa de paridade de An. darlingi foi de 80% e An.
oswaldoi s.l., entre os horarios de 18 h as 22 h, foi de 52,6%. Entretanto, estes
dados correspondem a um numero pequeno de exemplares dissecados e
devem ser considerados com cautela. Na América Central, An. albimanus é
encontrado principalmente fora das casas e antes das 22:00 h, apresentando
um porcentagem médio importante de fémeas paridas neste periodo (49%).
Algumas publicagdes sobre An. darlingi no Brasil tém apontado diferengas nas
taxas de paridade por horéarios e estacBes do ano [174, 175]. No entanto, num
estudo na Guiana Francesa, Girod et al. [176] ndo encontraram diferencas
entre as taxas de paridade de An. darlingi entre estacdes do ano e ao longo
dos diferentes horarios noturnos.

Com relacéo a pluviosidade, Barros et al. [175] detectaram uma relacao
estatisticamente negativa entre o niumero de dias de chuva por més e as taxas
de sobrevivéncia diarias de An. darlingi, sugerindo que a pluviosidade aumenta
a mortalidade desta espécie. Estes dados sugerem que o pico de densidade
decorrente de um pulso de inundacdo na época seca poderia gerar fémeas
epidemiologicamente mais perigosas em nossas areas de estudo.

A Taxa de Inoculacdo Entomolégica-TIE tem sido considerada o padréo
ouro para medir os niveis de transmissdo de malaria [177]. Esta taxa é
calculada a partir das Taxas de Infeccdo multiplicada pela média de picadas
gue uma pessoa recebe por noite (TPHN) e ajustada pelo periodo de interesse
(més ou ano). No Polo Base de Marari, encontramos taxas de infeccao
elevadas do An. darlingi na comunidade Gasolina (1,52%), Taibrapa (2,02%) e
Alapusi (1,63%) quando comparadas a outras localidades da Amazb6nia, como
por exemplo, a area Yanomami de Ocamo na Venezuela (0,764%) [165].
Galardo et al. [145] também encontraram Taxas de Infeccdo menores para o
An. darlingi, de 0,62% para P. falciparum, 1,071% para P. vivax VK210, 0,591%
para P. vivax VK247 e 1,105% para P. malariae. Estes autores enfatizaram que
as TPHN influenciam mais na TIE que as Taxas de Infeccdo. Apesar de na
regido de Ocamo a Taxa de infeccao ter sido menor do que as encontradas em
Marari, as TPHN foram maiores. Em Ocamo cada pessoa recebeu uma média
de 46,06 picadas de An. darlingi por noite, a0 passo que no Marari a maior

TPHN foi de 10,57 picadas de An. darlingi no Alapusi e em Parafuri foi de 64,3
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no Komomassipe. E importante ressaltar que a TIE foi calculada utilizando as
coletas intradomiciliares em Ocamo e a partir das coletas peri- e
extradomiciliares no Marari. Na regido Yanomami do Marari, a maior TIEA foi
observada no Alapusi com 65,4 picadas infetantes por pessoa por ano,
enquanto TIEA-intradomiciliar em Ocamo foi de 128,6 [165].

Além do An. darlingi, encontramos outras espécies que podem ter um
papel na transmissdo de malaria nas trés areas Yanomami estudadas, como o
An. oswaldoi s.l., An. nuneztovari s.l., An triannulatus s.l. e An. intermedius.
Estas espécies ja foram incriminadas como vetores da maléria em varias
regides. O An. oswaldoi s.l., An. nuneztovari s.I. e An. intermedius foram
encontrados infectados com esporozoitos de P. falciparum na Guiana Francesa
[87], An. intermedius, An. darlingi, An. nuneztovari, An. marajoara, An.
triannulatus em trés comunidades ribeirinhas do rio Matapi, no estado de
Amapa-Brasil [145], An. oswaldoi s.I. no Amapa [178] e An. triannulatus e An.
oswaldoi s.I. em Rondobnia [27]. Um estudo incriminou An. oswaldoi s.I. como o
principal vetor da malaria no Acre, encontrado com taxas de infeccdo muito
elevadas (até 3,41% para P. falciparum) [83].

O unico membro do complexo Oswaldoi identificado até o momento no
estado do Acre € o An. oswaldoi A. Portanto, esta espécie foi confirmada como
vetor importante no Acre [108]. O An. oswaldoi B também foi relatado na
localidade de Ocamo e encontrado infectado no Brasil, Colombia e Trinidade e
Tobago [108]. Espécimes confirmados pelas sequencias COl como An.
oswaldoi B foram coletados no Toototobi e Marari, e An. oswaldoi A-like foi
coletado abundantemente no Parafuri e Toototobi. Vale ressaltar que os
exemplares que foram identificados como An. oswaldoi A-like, poderiam
corresponder a uma espécie ainda ndo descrita. Embora ndo tenhamos
encontrado nenhum An. oswaldoi s.l. infectado por PET-PCR, sugerimos que
0s membros do complexo Oswaldoi possam ter papel na transmissdo da
malaria na area Yanomami do Brasil, onde exibem alta densidade. An.
oswaldoi s.| também foi incriminado na transmissdo da malaria na Venezuela
ocidental e foi sugerido que sua presenca em altas densidades também
poderia estar associada a transmissdo da maléaria na area indigena do Baixo rio
Caura [179].

Alguns PET-PCR para deteccdo de esporozoitos deram valores CT

iguais ou inferiores a 40,5 para quatro espécimes de An. intermedius e um de
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An. nuneztovari s.l., mas nédo foi possivel confirmar qual espécie de plasmdédio
estava infectando estas espécies. Foram considerados positivos somente para
género Plasmodium sp. Também baseados em dados da literatura que
incriminam estas espécies como vetores de maléria e sua relativa abundéancia
na &area Yanomami do Brasil, sugerimos que conjuntamente com o An.
oswaldoi s.l.,, possam ter uma importancia relativa ou secundéaria na
transmissao da maléria. Num estudo entomoldgico de curta duracdo durante
um surto de P. falciparum em comunidades remotas Yanomami da Venezuela
em 1994, An. intermedius foi particularmente abundante, acompanhado, no
entanto, por coletas menores de An. oswaldoi s.l. e An. darlingi [180].

Um estudo recente na Mata Atlantica do Brasil, onde o An. cruzii é a
principal espécie vetora, apontou que um aumento da biodiversidade pode
diminuir a transmissdo da maléria, principalmente por dois mecanismos: a
presenca de um maior numero de espécies animais de sangue quente que
podem atuar de "beco-sem-saida” para os plasméddios e uma competicdo
difusa com outras espécies de mosquitos, que leva a um aumento do
comportamento defensivo dos hospedeiros [181]. Em situagcdes onde o
equilibrio ambiental sofre importantes mudancas, alguns vetores podem alterar
seu comportamento para se adaptar as novas condicbes ambientais, passando
principalmente de comportamentos zoofilicos a antropofilicos [182]. Nas areas
préximas as comunidades Yanomami, encontramos o fenbmeno de "floresta
vazia". A intensa caca feita pelos Yanomami tem eliminado muitas das fontes
alternativas de sangue proximo as comunidades. Nossa hipétese € que, nesta
situacao, os anofelinos de carater mais zoofilico, como An. oswaldoi s.l. e An.
intermedius, veriam-se for¢cados a centrar os seus esforcos de hematofagia nas
pessoas. Um exemplo vem das areas costeiras da Guiana. Devido ao
desenvolvimento agricola da regido, houve uma diminuicdo da densidade de
gado, do qual as populacdes locais de An. aquasalis estavam se alimentando
guase exclusivamente até aquele momento. Ao diminuir de forma dramatica
essa fonte sanguinea, as populacfes zoofilicas de An. aquasalis mudaram a
sua atencao para o homem, reativando a transmisséao local de P. vivax na area
[183].

A sazonalidade da malaria em areas nao alteradas da Amazénia podera
variar de forma consideravel, dependendo se as areas endémicas estao

localizadas préximas de rios de baixa ou alta ordem e, portanto, sob influéncia
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dos Pulsos de Inundagdo (PIl) e da dinamica dos criadouros associados as
planicies de inundacdo dos rios. Estas caracteristicas hidro-geogréaficas
determinaram em grande medida quais espécies de anofelinos neotropicais
ocorreram e em quais densidades. O presente estudo descreve a dinamica
espaco-temporal dos criadouros e espécies de anofelinos associadas a rios de
baixa ordem (1% a 5% ordem), os quais estdo sujeitos a Pl curtos, polimodais e,
geralmente, de carater imprevisivel. Depois de um PI, os criadouros associados
ao rio se alagaram, aumentando o total da Area Efetiva de Criagdo (AEC)
disponivel muito rapidamente e propiciando posteriores picos de anofelinos
adultos e, potencialmente, de malaria. Os Pls dos rios de baixa ordem
dependem, em grande medida, da intensidade das chuvas locais [160]. Um
grande numero das comunidades indigenas da Amazoénia, como o caso dos
Yanomami, encontraram-se localizadas em areas de floresta preservada e
proximas a rios Amazonicos de baixa ordem. Outro fator que pode ter uma
influéncia importante na sazonalidade das densidades populacionais dos
anofelinos é a auséncia da populacéo indigena nas aldeias por um periodo de
tempo longo. Isto poderia levar a uma falta de fontes alimentar para os
anofelinos locais e, portanto, uma menor taxa de recuperacdo das populacdes
de mosquitos.

Concomitantemente as capturas de adultos, coletamos larvas de varias
espécies de anofelinos, como An. darlingi, An. oswaldoi s.l., An. intermedius,
An. nuneztovari s.l., An. triannulatus s.l., An. mattogrossensis, An. costai-like,
An. intermedius/guarao-like, An. squamifemur, An. thomasi, An. kompi e
Chagasia bonneae, sendo as densidades muito variaveis entre as diferentes
comunidades. Em Toototobi o An. oswaldoi s.l. foi a espécie mais abundante
(representando 48,7% das larvas), enquanto no Parafuri foi a terceira espécie
mais coletada (4,4%), depois do An. darlingi (79,9%) e do An. triannulatus s.I.
(9,3%). Houve algumas excecbes, como por exemplo, o An. mattogrossensis
(43%) que foi a espécie da qual coletamos mais larvas no Apiahik - Toototobi e
o An. oswaldoi s.l. (43,2%) a mais coletada no Makabey - Parafuri.

As diferencas na ocorréncia e densidades da fauna anofélica em cada
localidade foram determinadas pela disponibilidade dos diferentes tipos de
criadouros. No Marari, Parafuri e Toototobi houve uma prevaléncia de 41,5%,
26,4% e 16,7% criadouros tipo LAR, respectivamente. As espécies associadas

principalmente aos LAR como An. darlingi e An. nuneztovari s.l. predominaram
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no Marari. Em algumas comunidades do Marari encontramos altas prevaléncias
de LAR, como a comunidade do Castanha (cinco OX) e do Alapusi (trés OX e
qguatro NOX). No caso do Komomassipe, a presenca de trés LAR (dois OX e
um NOX) foi determinante na manutencdo de uma importante populagéo local
de An. darlingi. Pelo contrario, criadouros tipo FANAR, identificados como
importantes amplificadores das populagcbes de An. oswaldoi s.l. e An.
intermedius, tiveram uma predominancia decrescente entre o Toototobi,
Parafuri e Marari, com uma prevaléncia de 33,4%, 20,8% e 11,3%
respectivamente.

Os lagos tropicais apresentam flutuacdes de volumes de &agua e
tamanhos ao longo das diferentes estacdes [184]. Os OX na area submontana
de Parafuri sofreram em geral uma retracdo sazonal do total de AEC menor
gue no caso dos OX de Toototobi e Marari. No Toototobi as variagdes no total
de AEC disponivel entre a época chuvosa e seca foram muito mais
acentuados. Por exemplo, quatro dos OX proximos a comunidade do Apiahik
passaram a apresentar 146, 231, 24 e 434 m? de AEC na segunda metade da
épocas seca para 1.282, 593, 360 e 884 m? de AEC na época chuvosa,
respectivamente. De todos os modos, espécies como o0s anofelinos, que
apresentam altas taxas reprodutivas (que seguem estratégias r) terdo mais
sucesso na adaptacdo as mudancas nos criadouros devidas aos PI.

Na literatura tém sido apresentadas varias classificacdes de criadouros
larvais para diferentes espécies de mosquitos [185]. No entanto, poucos
exemplos de classificacfes abrangentes tém sido propostas para anofelinos
neotropicais. Na sua revisdao da bionomia e distribuicdo dos principais vetores
das Américas, Sinka et al. [49] apresentaram uma lista completa dos principais
criadouros de anofelinos, separados em grandes e pequenos e se eram
naturais ou decorrentes da atividade humana. Lagoas, lagos, pantanos e rios
com margens com pouca correnteza foram considerados os principais tipos de
criadouro naturais grandes. Os SFS e MFS, fontes de infiltracdo, pocas e
peqguenos buracos no chao foram apresentados como os tipos mais comuns de
criadouros naturais pequenos.

Com a nova classificacdo de criadouros de anofelinos que propussemos
nesta tese, tentamos simplificar as diferentes denominacfes de criadouros
naturais associados a rios de baixa ordem da Amazbnia. As principais

caracteristicas que utilizamos para nossa classificacdo foram a associacao dos
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criadouros com os Pulsos de Inundagédo, a temporalidade e os graus de
exposi¢cdo ao sol. Encontramos que estes parametros eram os mais indicados
para explicar a ocorréncia de focos das espécies de anofelinos e caracterizar
sua dispersdo. Pardmetros geomorfolégicos e hidrolégicos foram também
fundamentos de uma classificacdo recente de criadouros nas proximidades de
um rio de baixa ordem na Tanzania [186].

Introduzimos o conceito de Lagos Associados com os Rios (LAR) para
os estudos ecoldgicos de malaria, os quais incluem os dois tipos de criadouro
(OX e NOX) que podem ter uma maior influéncia na transmisséo da malaria em
areas ndo alteradas da Amazbnia, principalmente nessas éareas indigenas
localizadas em éareas de rios de baixa ordem. Os OX sado o tipo de lago mais
frequentemente encontrado no territdrio brasileiro, especialmente nas areas
inundaveis do Pantanal e da Amazbnia, onde uma paisagem plana e
numerosos meandros dos rios favorecerdo a formagcao de muitos destes tipo de
lagos [158]. Também foram os tipos de LAR mais frequentes nos trés Polos
Base Yanomami, representando 68,8% dos LAR mapeados na area.

O raio de voo das diferentes espécies de anofelinos pode variar, embora
tenha sido tradicionalmente considerado que a maxima distancia que podem
voar € até 2 km. No entanto, alguns autores tém demonstrado que a maioria
dos voos possam ocorrer em distancias mais curtas deste raio de 0-2 km
[187]. Num experimento de Marcacao-Soltura-Recaptura, Charlwood e Alecrim
[188] reportaram que a maioria das recapturas ocorreram até 1 km de
distancia, embora dois An. darlingi tenham sido coletados a 7,2 km do ponto de
liberacdo. Num outro estudo Ache et al. [189] confirmou que a taxa de
recaptura de An. darlingi foi maior aos 0 metros (29%; 124/ 428) e foi
diminuindo até 11,6% (37/318) e 5,8% (21/361) nos pontos de recaptura a 400
metros e 800 metros respectivamente. De acordo com estes relatos e nossas
observacfes na area Yanomami, determinamos o raio de 1 km a partir das
habitacbes indigenas para amostrar criadouros epidemiologicamente
relevantes com potencial influéncia na transmissdo da malaria nos ambientes
intradomiciliar, peridomiciliar e extradomiciliar proximos de comunidades. No
entanto, criadouros localizados levemente acima dos 1.000 metros poderiam
ter uma influéncia residual nos ambientes antes citados e, em alguns casos

particulares, também foram amostrados.
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Num estudo nas llhas Saloméo, Belkin et al. (1954) introduziram o
conceito de Superficie Efetiva de Criagdo ou Ponto Efetivo de Criacdo para
definir essas &reas dentro de um criadouro adequadas a proliferacdo de
anofelinos. Areas de aguas abertas, paradas, profundas e corpos de agua com
marcada correnteza foram consideradas Areas N&o-Efetivas de Criacao.
Posteriormente em outro estudo, a Area Efetiva de Criagdo em areas de
pastagem irrigadas foi estratificada em diferentes microambientes e o nimero
de conchadas por cada subtipo de micronicho foi proporcional a sua
contribuicdo a area total do criadouro [185]. Para nosso estudo, utilizamos o
termo Area Efetiva de Criacdo (AEC) para definir a area de um criadouro que
pode ser adequada para a proliferacdo das formas imaturas de anofelinos.
Refinamos também o conceito de AEC, medindo de forma precisa esse
parametro com um sistema laser de alta precisdo e estratificando as coletas
por subtipo de AEC dentro dos principais criadouros, os LAR.

Estudos de transmissdo de doencas e de ecologia dos vetores da
malaria tém utilizado de forma crescente ferramentas como 0 sensoriamento
remoto (SR) ou os Sistemas de Informacdo Geografica (SIG), facilitando, em
grande medida, a capacidade de andlise das relacdes entre os vetores e as
doencas no tempo e espaco [155]. No entanto, na paisagem aparentemente
homogénea que encontramos nas areas nao impactadas da floresta
Amazonica, o uso do Sensoriamento Remoto pode ser particularmente dificil,
especialmente em areas associadas a rios de baixa ordem com pouca largura.
Por exemplo, ndo existem imagens de satélites de alta resolucéo (ex: imagens
IKONOS) para a maior parte do territério Yanomami do Brasil, e muitas FAAR e
LAR pequenos e todos os criadouros que se localizam embaixo da cobertura
vegetal densa ndo serdo detectados pelas imagens de satélite livres
disponiveis (ex: imagens LANDSAT). A medida in-loco destes corpos de agua
com a nova abordagem utilizando o medidor laser pode se caracterizar como a
Unica maneira de quantificar a dindmica da AEC dos diferentes criadouros em
areas remotas da Amazonia.

Rios mais meandricos tenderdo a formar mais OX, e portanto, areas
com estas caracteristicas poderéo sustentar populacdes locais de An. darlingi,
formando paisagens mais propicias para a transmissdo local da malaria.
Coletamos 1.178 (84,5%) larvas de An. darlingi em OX, 178 (12,7) em NOX e
1.356 (96,9%) considerando os dois tipos de LAR juntos no Toototobi e
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Parafuri. Os LAR, e especialmente os OX, foram os principais criadouros desta
espécie nas areas de estudo. Cabe destacar que os OX foram especialmente
abundantes no Polo Base de Marari, contendo 51,6% do total de OX mapeados
nos trés Polos Base. Alguns autores tém ressaltado a dificuldade de coletar
larvas de An. darlingi, cujos focos sé@o considerados dificeis de serem
encontrados [190]. Em quase todas as comunidades onde coletamos An.
darlingi adultos, foram identificados LAR positivos para esta espécie. Na
localidade Yanomami de Ocamo, na Venezuela, dois lagos localizados a uns
400 metros das moradias foram apontados como 0s principais criadouros
proximos [165].

Alguns estudos de ecologia de anofelinos apresentam informacoes
sobre os Pl em rios de baixa ordem. No rio Miranda, rio de baixa ordem do
Pantanal, foram registradas diferencas (3,5 metros) importantes em alguns
meses entre o nivel maximo dos rios e os mais baixos [131]. Outro estudo em
um rio de baixa ordem em Tanzania, foi constatado que as cotas aumentaram
rapidamente em reposta as chuvas locais. Uma chuva de 70 mm em 24 horas
provocou o aumento do rio de 0 cm até 115 cm, voltando aos niveis normais
em 4 horas. Este Pl levou ao alagamento das planicies de inundacéo rio
abaixo. Durante a época de chuvas este rio alagou as planicies de inundacéo
de forma mais constante [186]. Constatamos caracteristicas semelhantes dos
Pl em nossas areas de estudo. Durante o dia 14 de novembro de 2014 houve
uma chuva de grande intensidade na area do Polo Base Marari, gerando um PI
de alta intensidade e com uma duracédo de 24-48 horas, afetando todos os rios
da regido do Marari (no sistema fluvial 1; rio Marari e no sistema fluvial 2; rios
de primeira ordem Xirinita, Catanal e Taibrapa). No caso do rio de primeira
ordem Xirinita, as cotas mensuradas foram: 30 cm no dia 14 de novembro, 98
cmno dia 15 e 25 cm no dia 16 de novembro. No dia 15 estimamos o rio Marari
tinha aumentado aproximadamente 2 metros em relacdo aos niveis da época
seca. O Pl de novembro de 2013 no rio Inaja - Parafuri também teve uma
duracédo curta (entre 24 e 48 horas) e estimamos numa flutuacéo das cotas ao
redor de 1 metro, suficiente para alimentar bastantes OX locais. Durante a
época de chuvas, foi constatado um maior nivel basal das cotas dos rios por
periodos mais longos, a excecdo dos rios de primeira ordem do Marari, que
depois dos mais frequentes Pl da época seca, sempre voltaram rapidamente a

um padrdo de cotas da época seca. Este maior nivel basal das cotas da época
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de chuvas foi beneficiado, tanto pela maior frequéncia e intensidade dos PI,
como pelo efeito de represamento (backflooding) nos tributarios menores pelos
ros maiores aos quais estdo conectados. Encontramos indicios de uma
ocorréncia diferencial de PI nos dois sistemas de rios do Marari. O rio Marari
recebe 4guas de areas de drenagem montanhosas muito mais extensa que a
dos rios de primeira ordem Xirinita, Catanal e Taibrapa, os quais, estao
somente sob a influéncia das chuvas que ocorrem nas serras no entorno da
sede do Polo Base (aproximadamente 7 km de distancia da sede do Polo Base
até o pico Marari).

O An. darlingi tem sido reportado em uma grande variedade de
criadouros naturais e artificiais, o que indica sua grande adaptabilidade a
diferentes ambientes ecolégicos [31]. Algumas publica¢bes tém apontado que
0s microambientes nos canais dos rios sao as principais fontes de producédo de
An. darlingi. Rejmankova et al. [190] ressaltaram a ocorréncia de larvas de An.
darlingi em um tipo muito especifico de microdam ao longo das margens do rio
Sibun em Belize. Aglomerados de bambu suspensos, combinados com raizes,
criaram micronichos onde o fluxo da agua era quase inexistente, onde detritos
flutuantes se acumulavam. Este rio de baixa ordem em Belize tem
caracteristicas parecidas ao rio Inaja do Parafuri, com largura aproximada entre
20 e 40 metros no segmento de estudo e sujeito ao efeito de PI de curta
duracédo, polimodais e imprevisiveis. Os autores documentaram que, depois de
um PI repentino e intenso no rio Sibun, algumas larvas L3 e L4 de An.
albimanus e An. darlingi foram coletadas em tapetes de detritos em uma lagoa
anexa ao rio. Na campanha de 2014 no Marari, todos os OX da regido foram
amostrados em uma situacdo de pés-Pl imediata. No rio Xirinita, coletamos 23
larvas num OX, das quais, uma era L1, nove L2 (1 An.darlingi), 10 L3 e trés L4.
Nossos dados, junto com as observacbes de Rejmankova et al. [190],
confirmaram a presenca de larvas de estagios tardios em situacfes pos - Pl em
LAR. Ja no caso da comunidade do Gasolina, foram coletadas 51 larvas no OX
principal, sendo que a maioria delas (48) foram encontradas em AEC de
detritos flutuantes expostos ao sol. Do total, 22 larvas foram de An. darlingi.
Neste caso, a maioria de larvas eram de estagios jovens (L1 e L2). Na maioria
dos LAR da comunidade de Taibrapa e Alapusi, foram coletadas larvas com
diferentes estagios, jovens e tardios, e em alguns LAR foram coletadas larvas

de An. darlingi. Esses resultados indicam que os Pl extremos podem nem
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sempre ser eventos tdo catastréficos para as larvas que se localizam em LAR
(especialmente OX) com conexao média.

Ao contrario, as populacdes de anofelinos nos rios de baixa ordem e
SFS sofreram um efeito de lavagem maior devido ao Pl. Antes do Pl de
novembro de 2014, um SFS préximo da pista de pouso da sede do Polo Base
Marari, foi o Unico criadouro onde conseguimos coletar em situacao de pre e
pos - PIl. Antes do PI coletamos 28 larvas numa area com agua represada do
SFS, das quais, nove foram An. darlingi. Em situagdo de post-PI, realizamos
algumas amostragens no mesmo local, sem coletar nenhuma larva. Neste tipo
de criadouro poderia se dizer que aconteceu um restabelecimento das
condicdes iniciais. Nas amostragens em rios de primeira ordem logo depois do
Pl, ndo encontramos larvas de An. darlingi. No entanto, encontramos oito
larvas L1 (ndo de An. darlingi) num pequeno espaco lateral do rio Marari com
vegetacdo acumulada e agua parada. No estudo no rio Sibun, ndo foram
coletadas larvas nos criadouros do canal do rio imediatamente depois do PI. De
forma parecida, Barros et al. [191] também reportaram coletas em varios
microdams ao longo do rio Azul no estado de Roraima. Neste caso, 0s
microdams foram criados por troncos caidos que obstruiam o fluxo de agua e
permitiram a acumulacéo de detritos flutuantes. Estes autores, enfatizaram que
estes microdams eram o principal tipo de criadouro na area de estudo e,
possivelmente, ao longo das areas de malaria de fronteira da regido norte
Amazonica. Os autores reportaram que ndo foram encontrados outros
criadouros potenciais, como pantanos, na area, que pudessem sustentar a
proliferacdo e explicar a ocorréncia local de An. darlingi. O rio Azul tampouco
produziu larvas durante a época das chuvas.

Deane et al. [93] também apontou a criadouros grandes como lagos,
lagoas, represas e pocas fundas nos leitos de MFS como criadouros
preferenciais de An. darlingi. Rachou [192] também enfatizou as grandes
colecdes hidricas como represas, lagoas e remansos de rios como 0S
criadouros preferenciais de An. darlingi. Outros estudos tém encontrado
criadouros tipo LAR como o0s principais habitat para o An. darlingi. Mais
recentemente, no estado de Bolivar da Venezuela, as lagoas naturais e corpos
artificiais gerados a partir da atividade de garimpo foram apontados como 0s
dois tipos de criadouros epidemiologicamente mais importantes, principalmente

devido a producgéo de An. darlingi e An. marajoara [193].
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Nas areas de nosso estudo, a preferéncia pela exposicdo ao sol é um
parametro crucial que influenciard em enorme medida a ocorréncia de larvas
de diferentes espécies de anofelinos, como An. darlingi. Yasuoka et al. [194]
apresentaram um indice de preferéncia ao sol para muitos vetores de maléria
no mundo. Certos subtipos de AEC somente proliferaram em é&reas com
exposicdo ao sol, como € o caso das macréfitas submersas e algas
filamentosas verdes. Porém, An. darlingi foi também classificado como uma
espécie com preferéncia por ambientes sombreados. Em uma revisao recente,
s6 um estudo apontou a preferéncias do An. darlingi por lugares expostos ao
sol [49]. Ao longo dos microdams do rio Sibun de Belize, o An. darlingi foi
associado a ambientes sombreados ou parcialmente sombreados [190]. Numa
regido de transicdo savana-floresta aluvial de Roraima, as larvas de An. darlingi
foram coletadas em margens de SFS/MFS e pocas de chuvas sombreadas no
interior da floresta [174]. O An. darlingi tem sido definido também como uma
espécie de floresta com preferéncias por criadouros grandes, de agua limpida e
sombreados [111].

Em nosso estudo, porém, encontramos preferéncia clara do An. darlingi
por criadouros expostos ao sol (P<0,05). Também foram coletadas poucas
larvas em ambientes parcialmente sombreados e totalmente sombreados, mas
nao houve diferencas significativas entre estas duas categorias (P>0,05). Por
isso, classificariamos o An. darlingi como uma espécie que prefere os
ambientes ensolarados. Além do grau de exposi¢cdo ao sol dos criadouros, as
populacdes locais de An. darlingi proliferaram onde coincidem uma série de
determinantes ecoldgicos, tais como a proximidade de uma comunidade
Yanomami (numero de pessoas e, portanto, a quantidade de fontes de sangue
disponiveis) e caracteristicas internas dos préprios LAR, como o0
desenvolvimento de aglomerados de macréfitas submersas, algas filamentosas
verdes e detritos flutuantes parcial ou bem expostos ao sol.

Outros autores corroboram nossos resultados. Galvdo et al. [91]
apontaram que a exposi¢cdo ao sol em um criadouro era um dos principais
fatores para a ocorréncia de An. darlingi. Também observaram que algumas
areas previamente sombreadas poderiam se converter em excelentes areas
produtoras de larvas de An. darlingi ap6s serem expostas ao sol por
desmatamento. As areas anexas sombreadas a estes novos pontos expostos

ao sol, continuaram negativas para esta espécie. NOs observamos este
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fendbmeno em RP recentemente expostas ao sol na comunidade de
Komomassipe, as quais, se tornaram excelentes produtoras de larvas de An.
darlingi, enquanto em RP sombreadas ndo foram coletadas larvas de An.
darlingi. Cabe destacar que o AEC total desta area de RP (256 m?) foi menor
que o AEC associado aos LAR (1.101 m? no Komomassipe. Na &rea de
Marari, também observamos uma FANAR que foi completamente exposta ao
sol numa area de cultivo de banana proxima a aldeia. Durante as coletas no
final da época de chuvas de agosto de 2013, foram coletadas numerosas
larvas de An. darlingi neste tipo criadouro temporario que originariamente
estava totalmente sombreado. Embora Deane et al. [93] tenham relatado o
encontro de algumas larvas de An. darlingi coletadas em areas de sombra,
esses autores também apontaram esta espécie de vetor com preferéncias
claras por criadouros totalmente expostos ao sol, e preferencialmente em
grandes criadouros do tipo lago. Finalmente, Vittor et al. [101] viram que
criadouros com <70% da sua superficie cobertos por sombra tiveram quase 0
dobro de chance de apresentar larvas de An. darlingi que criadouros mais
sombreados na regiao da Amazénia no Peru.

A dinamica das populacdes de anofelinos dependera da disponibilidade
de locais propicios para sua proliferacdo e fontes sanguineas preferenciais.
Trabalhos classicos ja apontaram a ampliacdo da area de ocorréncia de An.
darlingi na época chuvosa, devido a um incremento da disponibilidade de
criadouros pelas chuvas [195]. Galvéao et al. [91] observaram que larvas de An.
darlingi proliferavam no final da época seca somente em uma grande lagoa,
em um acude, em bracos mortos de um igarapé e na represa da cidade,
préximo a Porto Velho. Com a chegada das chuvas, as larvas de An. darlingi se
dispersavam, a partir desses primeiros criadouros, para a maioria das areas
novas inundadas. Este tipo de observacfes foram reforcadas por Deane et al.
[93] que indicaram que na época seca, esta espécie normalmente se retrai para
criadouros maiores as margens da floresta, como MFS permanentes, pocas
fundas em MFS, represas, lagos e lagoas. Ja na época de chuvas, seu raio de
abrangéncia aumentaria, explorando criadouros menores e temporarios. Os
autores indicaram que, em varias localidades, An. darlingi desaparece na
época seca, ja que ndo existiram criadouros produtivos dentro do raio de véo
do An. darlingi. Locais proximos a criadouros permanentes para An. darlingi,

teriam atividade hematofagica por esse vetor o ano inteiro, mas com
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densidades flutuantes. O conceito de Foco de Refugio Estival (FRE) para
anofelinos neotropicais, como o An. darlingi, ja foi utlizado por estes
malariologistas brasileiros nos anos de 1940 [91, 93]. Tadei et al. [196] também
descreveram a expansao e contracdo do raio de abrangéncia local de An.
darlingi, em funcdo da diferente disponibilidade de criadouros segundo a
estacdo do ano na regido urbana e periurbana de Ariquemes. Nesta area, um
igarapé foi apontado como o principal foco de proliferacdo de An. darlingi. Foi
relatado que, na época de chuva, os sitios de reproducdo dos anofelinos se
estendiam desde os criadouros permanentes como lagos e lagoas junto as
margens dos rios, para criadouros temporarios gerados no meio da mata. A
expansdo dos criadouros a partir do rio Branco no estado de Roraima, foi
também documentada [111].

A Amazonia tem uma complexa malha interconectada de rios de
diferentes ordens, onde o An. darlingi conseguiu se expandir através de
diferentes mecanismos. Para a compreensdo da sazonalidade de anofelinos
amazoOnicos, e especialmente de espécies como An. darlingi fortemente
associadas aos rios e suas planicies de inundacdo, € fundamental a
estratificacdo das areas associadas a rios de baixa e alta ordem. N&o
encontramos relatos na literatura que clarifiguem a partir de quantos metros de
largura um rio na Amazonia poderia se converter numa barreira biogeografica
para a dispersdo de An. darlingi e outros anofelinos Amazoénicos. Tem-se
apontado algumas barreiras biogeograficas na América do Sul, como o rio
Amazonas-Solimdes e as montanhas dos Andes ao oeste do Brasil, que podem
ter influenciado na diversificacdo evolutiva do An. darlingi [107].

Acreditamos que em regibes associadas aos rios de baixa ordem,
existirdo maiores irregularidades nas densidades de anofelinos que comparado
com areas onde os padrdes de alagamento sejam mais estaveis e previsiveis.
As caracteristicas dos rios, como a largura e caracteristicas das margens,
foram apontadas como fatores importantes para explicar a diferente ocorréncia
de An. darlingi nos diferentes sistemas fluviais da Amazonia de Suriname. Rios
estreitos e com margens abruptas que impedem o alagamento da floresta
circundante foram apontados como lugares pouco propicios para a proliferacéo
do An. darlingi e manutencdo da maléaria, enquanto rios maiores que alagam
facilmente a floresta circundante seriam pontos adequados para a ocorréncia

desta espécie [99]. As RP enchidas pela chuva e as areas de floresta alagada
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resultantes dos Pl foram os principais criadouros para An. darlingi na época
das chuvas. No entanto, os autores apontaram que, durante a época seca, 0S
rios descem de forma pronunciada, disponibilizando pocgas parcialmente
expostas ao sol, colonizadas pelo An. darlingi [99]. An. darlingi também
proliferou nas margens dos rios com baixo nivel associados a tapetes de
plantas aquéticas bem desenvolvidos [97]. Gil et al. [197] sugeriram que Nnos
rios grandes do estado de Rondbnia, como o Maderia e Machado, onde
acontece um incremento progressivo dos niveis dos rios, se formariam
extensos alagamentos estaveis (ou igapds com correnteza muito diminuida)
dentro da floresta, constituindo-se em excelentes criadouros para An. darlingi
durante a época de chuvas. J& em areas de tributarios menores ndo se daria a
formacdo de igapds estaveis devido as flutuagbes dos volumes de agua dos
rios causada pelas chuvas fortes durante a época chuvosa. Segundo estes
autores, os criadouros se originariam depois da época de chuvas, quando
estes rios menores recobrariam as cotas normais e amplas areas estaveis de
agua seriam formadas ao longo das margens dos rios.

O modelo de Unidades de Sanfona (UdS) proposto neste trabalho esta
baseado nas observacdes anteriores descritas acima. No entanto, foi dada
énfase nas particularidades da dinamica dos rios de baixa ordem (com seus PI
caracteristicos), incluindo-se o papel que os tipos de criadouros naturais aqui
descritos terdo na manutencéo (funcionando como FRE) e na ampliacdo da
distribuicdo das diferentes espécies das anofelinos. Além disso, também
incorporamos as medidas do AEC no modelo de UdS.

Encontramos duas variantes do Modelo de Sanfona para explicar a
dispersédo do An. darlingi. Uma das variantes € a ocorréncia e disperséo desta
espécie durante a época seca pelos microhabitats dentro dos canais dos rios
em periodos entre PI. Estes seriam os criadouros temporarios da época seca,
ja que seriam eliminados em periodos de PI frequentes (chuvas). Os principais
criadouros para esta espécie na época seca e chuvosa continuariam sendo 0s
LAR. Na época de chuvas aconteceria uma colonizacdo de criadouros
temporarios gerados ou pelo efeito dos Pl (FAAR) ou das chuvas (FANAR e RP
parcial ou expostas ao sol) a partir dos LAR. Este ultimo modelo explica a
distribuicdo de An. darlingi nessas regides onde os canais dos rios ndo tém as
caracteristicas adequadas para sustentar populacbes deste vetor e, nao

obstante, o An. darlingi ocorre e coloniza a maioria de LAR.
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Os dois modelos se complementariam para explicar a distribuicdo real
desta espécie ao longo da floresta Amazbnica em areas de rios da baixa
ordem. O rio Toototobi e os criadouros associados aos Pl ndo foram propicios
a proliferacdo desta espécie. Somente foram coletados dois adultos na época
chuvosa e duas larvas na primeira metade da época seca em um LAR. N&o
encontramos microhabitats positivos no rio Toototobi, o qual foi, na verdade,
negativo para qualquer espécie de anofelino. Coletamos escassos anofelinos
adultos na segunda metade da época seca em Toototobi (até algumas
comunidades na beira do rio Toototobi foram negativas), fato que reforca a
ideia de que o rio desta regido ndo € lugar de proliferacdo dos anofelinos.
Devido aos intensos meses de seca e sem Pl neste periodo, os LAR entraram
numa fase de secagem muito pronunciada, apresentando aguas
extremadamente turvas. A falta de Pl de época seca poderia ter levado ao
guase-colapso natural durante estes dois anos das populacdes desta espécie
em Toototobi. A dinamica das populacbes de An. darlingi neste Polo Base
poderiam ser diferente sob o efeito de PI adicionais de época seca
(especialmente durante a primeira metade), evitando assim que o0os LAR
associados chegassem a niveis tdo secos e de agua extremadamente turva
como os encontrados nos dois anos de coletas.

No Polo Base de Parafuri, a maioria dos LAR amostrados foram
positivos para An. darlingi, mas ndo encontramos larvas deste vetor nos rios
Parima ou Inaja. Nas comunidades de Apiahik e Xaruna, foram coletados dois
exemplares de An. darlingi no pico da estacdo chuvosa. Nao conseguimos
identificar nenhum criadouro positivo para esta espécie nos dois anos de
coleta. Sugerimos que estes foram exemplares pertencentes ao limite de
expansdo de algum LAR distante (a mais de 1 km) através de criadouros
temporarios (FAAR, FANAR e RP), atingindo somente estas comunidades no
periodo de expansdo maxima da AEC. Nao coletamos exemplares adultos de
An. darlingi em nenhum outro periodo do ano.

A capacidade de producédo de An. darlingi nos LAR vai depender de
varios fatores: 1) a densidade de formas adultas presentes no ambiente no
momento de ocorrer o Pl e que, portanto, determinardo o potencial de
recolonizar os LAR. 2) a dindmica interna dos LAR (caracteristicas das fases
de enchente, intermediaria e secagem), 3) a frequéncia dos varios Pl. Na

época de chuvas os Pl seriam mais consecutivos e as fases intermediarias
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(produtivas) dos LAR mais curtas, e portanto, com picos de densidades de
anofelinos mais curtos. J& na época seca os pulsos de inundacdo seriam mais
espalhados e permitiria a ocorréncia completa do processo de alagamento,
Fase Intermediaria e de Secagem.

Constatamos que durante a Fase Intermediaria dos LAR foi quando
aconteceram os picos de densidades do An. darlingi (caso do Komomassipe e
comunidades do Marari). Na comunidade de Komomassipe identificamos a
dindmica dos tapetes de Mayaca sp. no OX principal, como fator determinante
na dinamica das populagdes de An. darlingi neste local, enquanto os detritos
flutuantes e areas de vegetacdo emergente expostas ao sol foram os subtipos
de AEC com maior ocorréncia de An. darlingi na fase intermediaria dos OX no
Marari.

Cada LAR seguiu uma dinamica diferente associada aos PI, tendo o
grau de conectividade LAR-Rio uma importancia fundamental nestes
processos. Estes graus de conectividade hidrologica propiciaram a proliferacao
de diferentes tipos de macréfitas e influenciaram nas caracteristicas da agua
[159], convertendo alguns LAR em melhores criadouros para espécies como
An. darlingi, An. triannulatus s.I. e An. oswaldoi s.I. Por exemplo, nos OX
isolados dos rios (ex: OX isolados em Mahaxipoha, Makabey, Warareu e
Taibrapa 2) e que, portanto, sé Pl extremos 0s conectariam com 0S rios,
encontramos populagcdes muito mais variadas e abundantes de macrofitas
submersas. J4 a abundancia de macrofitas foi decrescente entre os OX de
conectividade média e esses LAR sempre conectados com o rio, onde quase
nao encontramos proliferacdo de macréfitas submersas.

Os LAR do Marari tém uma dinamica diferenciada quando comparadas
com os LAR da regido submontana do Parafuri. Pelo fato de serem LAR
associados a rios menos profundos, os LAR (principalmente os OX) perdem
volume com mais rapidez e entram mais cedo na fase de secagem. O resultado
€ que os potenciais picos de densidade associados aos Pl de época seca no
Marari serdo mais curtos que nos OX associados ao rio Inaja do Parafuri. Por
exemplo, em novembro de 2014 constatamos um Pl extremo associado a
chuvas torrenciais durante esta primeira parte da época seca no Marari. Este PI
aconteceu no inicio de periodo de coletas e pudemos constatar que todos os
criadouros associados aos rios da regido foram alagados (todos os LAR e

FAAR). Ja na préxima entrada (janeiro de 2015), os OX encontravam-se de
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novo numa fase de secagem muito adiantada. Os OX do Parafuri apresentaram
fases intermediarias de maior duragdo (mais de dois meses).

Acreditamos que haja a ocorréncia de uma sucessdo ecoldgica de
diferentes espécies neotropicais dentro dos LAR. Coletamos muitas larvas L4 e
pupas durante a fase de secagem de um OX no Taibrapa 2. Embora a maioria
de exemplares de larvas ainda estejam por identificar, os exemplares que
fizemos eclodir foram An. nuneztovari s.I. Estes dados, conjuntamente com as
densidades extremas de adultos de An. nuneztovari s.l. coletadas no mesmo
periodo, sugerem que neste OX, aconteceu um pico de densidades de An.
nuneztovari s.l. Estes dados concordam com anteriores observagfes de que
esta espécie prefere dguas doces e turvas [7]. Neste OX, poderia ter
acontecido uma sucessao ecoldgica de espécies, com maiores densidades de
An. darlingi durante a fase intermediaria (com aguas mais limpidas) e um
posterior pico de densidade de An. nuneztovari s.l. na fase de secagem e com
aguas muito mais turvas. Durante a fase intermediaria, em agosto de 2013,
coletamos duas larvas de An. darlingi neste OX, enquanto durante a fase de
secagem, nao coletamos nenhuma larva desta espécie. Existem outros
exemplos da sucessdo ecolégica de espécies segundo a variagcdo das
condi¢cbes ambientais num mesmo criadouro, como a sucessdo de diferentes
espécies de anofelinos nas areas de cultivo de arroz segundo o grau de
desenvolvimento das plantas. Espécies com preferéncia por habitats expostos
ao sol como An. gambiae s.s. e An. arabiensis (Africa), An. albimanus
(América), An. fluviatilis e An. culicifacies (Asia) s&o considerados pioneiros na
colonizacdo dos campos de cultivo de arroz, enquanto espécies que preferem
criadouros com maior grau de sombreamento como o An. funestus (Africa), An.
punctimacula (América) e An. umbrosus, An. hyrcanus e An. leucosphyrus
(Asia) serdo mais abundantes durante as fases em que a vegetacdo dos
cultivos estd mais desenvolvida e fornecem mais sombra sobre a superficie da
agua [198].

O efeito dos PI é fundamental no fluxo de oxigénio e nutrientes entre os
rios e as planicies de inundacdo. Quando o fluxo de 4gua cessa entre 0s rios e
0s corpos de agua fixos das planicies de inundac¢éo, acontece um processo de
empobrecimento gradual de oxigénio dissolvido, o qual, afetara em diferentes
graus 0s organismos aquaticos [199]. Larvas de An. oswaldoi s.I. foram

associadas significativamente com concentragcdes menores de oxigénio no
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Equador [200]. A temperatura da agua € outro parametro importante que
influenciar4 no desenvolvimento das larvas de anofelinos [201]. Encontramos
maiores temperaturas e concentragcées de oxigénio em subtipos de AEC bem
expostos ao sol (tapetes de Mayaca sp.) nos OX da regido do Parafuri. Os OX
do Parafuri foram os Unicos com ocorréncia de Mayaca sp.

O An. triannulatus prefere criadouros parcialmente ou bem expostos ao
sol, normalmente associados a vegetacdo emergente, submersa ou detritos
flutuantes. Este anofelino tem sido coletado em corpos de agua como
pantanos, lagos e lagoas permanentes, valas e margens de rios [112]. Em
termos gerais, alguns autores tém sugerido que exista um pico das densidades
de An. triannulatus s.I. no territério brasileiro durante a época de chuvas e
transicdo chuvas-seca [131]. O Warareu foi a Unica comunidade onde
encontramos esta espécie em densidades suficientes para caracterizar sua
sazonalidade, sendo mais abundante no inicio da época seca. Em nossas
areas de estudo, o An. triannulatus s.l. mostrou um comportamento de espécie
especialista, estando altamente associado a corpos de agua bem expostos ao
sol (P<0,05), mas sem correlacdo com a distancia das habitacdes indigenas
(P>0,05). An. triannulatus s.l. foi também associado com criadouros expostos
ao sol, mas ndo com a proximidade com as populacbées humanas em outro
estudo em Roraima [202]. Os principais criadouros associados a esta espécie
em nossas areas de estudo foram os OX (87,9% do total de larvas coletadas),
NOX (4,5%) e FAAR (7,5%). Nossos dados estdo em consonancia com 0s
resultados para An. triannulatus s.|. na regido Yanomami venezuelana de
Ocamo, onde esta espécie foi associada significativamente com criadouros tipo
lagoa (LAR e FAAR) [203]. Ao contrario, o An. triannulatus s.l. foi considerado
de comportamento generalista hum estudo nos estados de Roraima e do Para
no Brasil, onde nao foi influenciado por restricdes ambientais e apresentou uma
ampla distribuicdo [204]. No rio Miranda, em Mato Groso do Sul, foram
encontrados coexistindo os trés membros do complexo Triannulatus, An.
triannulatus s.l., An. halophylus e An. triannulatus C. Os autores sugeriram que
os alagamentos sazonais da regido e a posterior dinamica interna das lagoas
teriam uma forte influéncia na dindmica destas espécies. O An. triannulatus s.s.
foi mais abundante no final das épocas de chuvas, uns 30 a 60 dias depois do
alagamento. Em contraste, o An. halophylus e An. triannulatus C foram mais

abundantes na segunda metade da época seca (ndo foram detectados Pl de
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época seca ao longo dos cinco meses de estiagem), quando os corpos de agua
alagados perderam a conexdo com o0s rios, diminuiram seus tamanhos e se
tornaram mais salobros [131].

O efeito das chuvas sobre as diferentes populacdes de anofelinos
dependera do tipo de criadouro explorado por cada espécie [205]. Em nossa
area de estudo, encontramos algumas espécies que estiveram mais
relacionadas a criadouros associados ao aumento das chuvas. O complexo
Oswaldoi € composto pelo menos por trés espécies diferentes, An. oswaldoi
s.s, An. oswaldoi A e An. oswaldoi B [108]. Este complexo tem sido associado
a uma ampla gama de condi¢gbes dos criadouros, com marcada tolerancia a
diferentes graus de exposi¢do ao sol, turbidez e tamanho dos corpos de agua
[111]. Os criadouros formados somente por 4gua de chuvas sdo corpos de
agua com poucos nutrientes. Nossos resultados concordam com a preferéncia
de An. oswaldoi s.l. por criadouros com diferentes graus de exposi¢cédo ao sol,
de diferentes tamanhos (desde grandes LAR a pequenas pocas formada ao
longo dos SFS e MFS durante a época seca) e graus de turbidez (desde
criadouros de aguas claras até aguas extremadamente turbas). Do total de 396
larvas de An. oswaldoi s.l. identificadas no Toototobi e Parafuri 33,6%, 24,2%,
20,7, 6,3% e 15,2% foram coletadas em LAR, FAAR, FANAR, SFS e MFS
respectivamente. Na primeira metade da época seca, encontramos uma
densidade larvar importante em pocas sombreadas no leito de um SFS (0,94
larvas/conchada) no Koiopi. An. oswaldoi s.I correspondeu a 34,4% destas
larvas. Aléem das pocas em igarapés e FANAR residuais, os LAR constituiram
importantes FRE para An. oswaldoi s.l. na area Yanomami, especialmente para
An. oswaldoi A-like no Parafuri. Estudos na Venezuela também associaram
esta espécie a criadouros tipos lagoas [193]. Num estudo anterior durante a
época seca na regido Yanomami de Ocamo na Venezuela, as larvas de An.
oswaldoi s.I. foram as mais comumente coletadas, seguidas pelo An.
triannulatus s.l. e An. darlingi. Neste estudo, o An. oswaldoi s.l. foi coletado
principalmente em criadouros tipo SFS e MFS (nhas pocas que se formam na
seca), normalmente com sombra parcial e pouca profundidade [161].

Em termos gerais o An. oswaldoi s.l. foi mais abundante nos meses de
chuvas, transicdo chuvas-seca e durante a primeira metade da época seca em
nossas areas de estudo. Esta espécie também é influenciada pelo Pl dos rios

de baixa ordem, podendo apresentar picos de densidade bruscos e irregulares.
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Encontramos exemplos nos picos de densidades acentuados nas comunidades
de Mahaxipoha e Raxasi em abril de 2013. Também encontramos diferencas
na ocorréncia desta espécie na segunda metade da época seca no Toototobi,
onde quase desapareceu. Enquanto que no Parafuri, foram coletados
exemplares o ano todo mas com menores densidades no periodo de transi¢ao
seca-chuvas. No Polo Base do Marari, foram detectadas densidades muito
menores desta espécie, devido provavelmente a pouca abundancia de
criadouros tipo FAAR (13,2%) e FANAR (7,5%).

O An. oswaldoi s.l. apresentou padrbes de expansdo-contracdo mais
diversificados que o An. darlingi ou An. triannulatus s.I. A possibilidade de
membros deste grupo aproveitar LAR e pocas nos leitos de MFS e SFS como
principais FRE, permitiu ao An. oswaldoi s.l. manter populacbes em areas da
floresta afastadas dos rios (como o Koiopi) e, portanto, sem criadouros que
dependam dos PI, onde os FRE serdo os SFS e MFS. Em comunidades
préximas aos rios, existira uma coocorréncia dos dois padrées de distribuicdo
do An. oswaldoi s.l., utilizando ambos tipos de FRE para manter as populagdes
durante os meses mais secos. Dos exemplares coletados, 57,8% e 42,2%
ocorreram em criadouros associados e nao associados aos rios,
respectivamente. Nossa hipdtese € que parte desta marcada heterogeneidade
na escolha de pontos de oviposicao poderia ser explicada pela coocorréncia de
diferentes membros do complexo Oswaldoi, j& que estas espécies poderiam
apresentar preferéncias por nichos ecolégicos diferentes. As lagoas também
foram apontadas como criadouros principais de An. triannulatus s.s e An.
oswaldoi s.I. em outro estudo na area indigena Ye'kuana e Sanuma do sul da
Venezuela [179]. Ainda na Venezuela, em uma area litoral no estado do Sucre,
o An. oswaldoi s.l. foi coletado em areas de pocas com vegetacdo permanente
e canais sem vegetacao [206].

Criadouros associados as chuvas vao ter um grau de previsibilidade
maior, tendo o AEC disponivel somente nessas épocas onde as chuvas sao
mais intensas e frequentes, mantendo por alguns meses esses criadouros com
agua. Por este motivo, encontramos uma sazonalidade mais regular nas
densidades de espécies adaptadas a criadouros ndo associados aos Pl, como
An. oswaldoi s.l., An. intermedius e An. guarao-like na comunidade de Koiopi.

Ja o An. mattogrossensis também apresentou um padrédo de expansao-

contracdo semelhante as espécies heliofilicas, proliferando em criadouros
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temporarios na época chuvosa e de transi¢do chuva-seca como FAAR parcial
ou expostos ao sol. O An. mattogrossensis apresentou um comportamento
mais proximo a dindmica dos criadouros associados aos rios. Somente 7% dos
espécimes foram coletados em criadouros ndo associados aos rios. As maiores
densidades desta espécie flutuaram entre os dois anos, mas encontramos
maiores densidades na época de transicdo chuvas-seca e primeira metade da
seca em 2013 e na época de chuvas em 2014. Identificamos os LAR também
como seus potenciais FRE. Concordando com nossos resultados, esta espécie
foi mais comum em lagoas na area Yanomami de Ocamo [161]. Cabe destacar
gue o An. mattogrossensis e An. nuneztovari s.l. ndo foram coletados na area
submontana de Parafuri. Nossa hip6tese € que a falta de LAR que entram em
fase de secagem pronunciada e portanto com periodos de &guas turbas,
desfavoreceu a colonizacdo desta regido da floresta por An. nuneztovari s.l.
Outro fator que pode ter influenciado na auséncia de An. mattogrossensis e a
presenca menor de FAAR parcial ou bem expostas ao sol no Parafuri.

An. intermedius tem sido descrito como uma espécie associada a
ambientes silvestres [207]. As larvas identificadas como An. intermedius / An.
guarao-like, colonizaram uma grande variedade de corpos de agua com
caracteristicas ambientais muito diferentes. Foram coletados 56,4% e 48,1%
dos exemplares dessa espécie em criadouros associados e ndo associados
aos rios, respectivamente. Como no caso do An. oswaldoi s.l., esta espécie (ou
grupo de espécies) foi capaz de explorar grande nimero de criadouros e FRE.
Pelo fato de proliferar em criadouros associados aos PI, poderemos encontrar
picos de densidades extremos e inesperados, como no caso de An. oswaldoi
s.l. Sugerimos que este foi 0 caso das coletas extremas no Apiahik durante a
primeira campanha de setembro de 2012. Assim como An. oswaldoi s.l., os
picos de densidade mais comuns para An. intermedius / An. guarao-like
ocorreram nos meses de chuvas, transicdo chuvas-seca e primeira metade da
seca.

Em nossas areas de estudo, espécies morfologicamente identificadas
como An. costai-like apresentaram preferéncias por criadouros temporarios e
nao associados aos Pl (P<0.05), demonstrando um comportamento ecolégico
oposto ao do An. darlingi e An. triannulatus s.l. Nao coletamos nenhum larva de
An. costai-like em criadouros expostos ao sol. A maioria das larvas desta

espécie foram coletadas, de fato, em criadouros quase totalmente sombreados
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(88,2% do total) e, o restante, em criadouros parcialmente expostos ao sol,
sendo que 67,7% foi coletado em FANAR e 24,3% na combinagdo de
SFS+MFS. Somente 3,6% das larvas foram encontradas em LAR, mas em
nenhum caso bem expostas ao sol.

A coocorréncia de diferentes espécies de anofelinos pode modular a
dindmica das populacbes das larvas. Por exemplo, a coexisténcia de An.
arabiensis e An. gambiae s.s. em pequenas pocas foi associada a uma
reducdo da sobrevivéncia de ambas as espécies e um incremento de 1,6 no
tempo de formag&o de pupas para o An. arabiensis [208]. An. dirus s.l. tem sido
relatado capaz de depredar outras espécies de mosquitos [209]. Pelo contrério,
num estudo em Roraima-Brasil, foi sugerido que a presenca de algumas
espécies de anofelinos poderia facilitar sinergisticamente a ocorréncia de
outras. Foram encontrados altos indices de afinidade entre An. triannulatus
com An. nuneztovari e de An. albitarsis com An. braziliensis [210]. Em nossa
area de estudo, encontramos algumas espécies de anofelinos coabitando os
mesmos tipos de criadouros e até os mesmos subtipos de AEC, como por
exemplo An. oswaldoi s.I. e An. costai-like com An. intermedius/guarao-like e
An. darlingi com o An. triannulatus s.I. Na comunidade de Komomassipe,
encontramos uma predominancia muito clara de An. darlingi nos aglomerados
de Mayaca sp. com relacdo ao An. triannulatus s.l. No entanto, no OX préximo
a sede do Polo Base, e também em tapetes de Mayaca sp., encontramos a
situacdo contraria, com predominancia de An. triannulatus s.I. em relacdo ao
An. darlingi. Nossa hipotese é que a distancia as habitagdes indigenas (228
para o OX do Komomassipe e 408 metros para o OX da sede do Polo Base) e
a populacédo de cada area (156 Yanomami em Komomassipe e 34 no Posto),
sejam dois fatores cruciais que modularam a maior ou menor prevaléncia da
espécie mais sinantrépica, o An. darlingi. Estes determinantes ecoldgicos
favoreceriam uma das espécies que, pelos seus altos numeros, poderia
também inibir a ocorréncia da outra espécie. Numa OX a 1.111 metros da
comunidade de Warareu e com abundantes tapetes de Cabomba sp. e
Utricularia sp., houve também predominio claro de An. triannulatus s.I. em
relacdo ao An. darlingi.

Exemplos da carga desigual da malaria em comunidades indigenas
podem se encontrar em varias regides florestais do mundo. Em paises latino-

americanos, como a Guiana e o Panamd, os grupos indigenas representam
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aproximadamente 10% da populacéo dos paises. Em contraste, 30% e 89% do
total dos casos de malaria ocorrem em areas indigenas de Guiana e Panama,
respectivamente [37]. Existem algumas semelhancas dos determinantes
socioculturais e entomoldgicos da maléria entre areas indigenas do continente
asiatico e areas indigenas da Amazénia. No estado de Odisha, na india, existe
uma desigual carga de morbimortalidade de malaria associada a grupos tribais.
Este estado contém somente 4% da populacgio da india (com 61 grupos tribais
diferentes), mas contribuiu com 43,9% de todos os casos de maléria por P.
falciparum e 25,5% das mortes associadas a malaria em 2008 [211]. As areas
de floresta habitadas por grupos indigenas Karen, em regides de floresta na
fronteira de Tailandia-Mianmar, também tém sido identificadas como os
principais focos de transmissdo de malaria restantes na Tailandia [212]. Estas
aldeias indigenas da Asia, ao igual que no caso de das comunidades
Yanomami, estdo formadas por aglomerados de casas concentrados em um
espaco geografico pequeno em areas remotas da floresta, num ambiente com
vetores competentes para a malaria, gerando cenarios propicios para 0
estabelecimento e manutencéo de ciclos intensos de transmisséo de malaria.

Tem se estimado que os limites de deteccdo de infeccdo humana por
microscopia estariam entre 10-30 parasitas por microlitro em condicfes ideais
[213]. Outras estimativas colocam o limiar de deteccdo da microscopia e dos
Testes de Diagnostico Rapido (RDT) em condi¢cdes de campo, em 50 parasitas
por microlitro [4]. Estudos recentes na Amazonia brasileira apontam que o0s
casos com baixas parasitemias que normalmente ndo sdo detectados por
microscopia, teriam um papel importante na manutencao da transmisséao de P.
vivax. Esta situacéo foi apontada também como comum em areas com baixa
transmissdo de malaria num estudo recente no oeste da Amazoénia. De fato, 0s
autores apontaram que a propor¢cdo de casos de P. vivax que ndo eram
detectados por microscopia aumentavam a medida que a prevaléncia de
malaria diminuia na populacdo [214]. Adicionalmente, demonstraram que a
maioria de casos subpatentes de P. vivax albergavam gametdcitos circulantes,
convertendo-se em fontes de infeccdo potenciais para os anofelinos
competentes locais [214].

A principal espécie de plasmodio na area Yanomami e nos Polos Base
estudados é o P. vivax. Baseado nestas observagfes, sugerimos que 0S casos

de P. vivax subpatentes possam ter um papel fundamental na manutencéo da
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transmissdo da malaria nessas comunidades. O Polo Base de Marari tem tido
registro de casos de maléria ao longo dos ultimos anos de forma continua.
Somente ndo foram diagnosticados casos no més de maio de 2009. No
entanto, em junho 2009 j& foram diagnosticados por gota espessa 11 casos
novos de P. vivax. Laserson et al. [180] afirmou que a transmissdo de P. vivax
sera mais facil de persistir de forma continuada em comunidades Yanomami
devido a capacidade de recidivas desta espécie e porque 0s tratamentos
radicais e prolongados com primaquina muitas vezes falham. J& o P. falciparum
teria uma capacidade de persisténcia menor em comunidades semi-isoladas e
precisaria de reintroducfes peridédicas. No Polo Base de Marari, tem sido
constatada importante transmissao de P. falciparum, mas com periodos de
transmissao mais descontinuos em comparacao ao P. vivax. Por exemplo, no
ano 2009, somente trés casos de P. falciparum na comunidade do Gasolina
foram diagnosticados, um por més em janeiro, setembro e novembro. Neste
mesmo ano, houve sete meses sem diagnéstico por gota espessa desta
espécie plasmodial nesta comunidade, na qual podem ocorrer uma media de
10,75 picadas de An. darlingi por homem por noite no ambiente peridomiciliar.
No caso de P. falciparum, um estudo recente estimou em 194 dias a duracao
de infeccbes nao tratadas em pacientes africanos de Ghana. Os autores
apontaram que ha um pico da duracéo da infeccdo na faixa etaria de 5-9 anos
e menor no caso de criancas menores e adultos [215]. De maneira semelhante
ao P. vivax, algumas destas infeccbes podem também ser de carater
submicroscopico, constituindo, portanto, uma fonte para a manutencdo da
circulacdo do P. falciparum de forma continua no Marari. Adicionalmente,
devem ser considerados os eventos frequentes de re-introducdo de parasitas
de fora da area Yanomami, especialmente no Polo Base de Marari.
Complementando a importancia dos casos subpatentes na manutencao
da transmissao principalmente de P. vivax e P. falciparum na area Yanomami,
acreditamos que pode haver eliminacédo da circulacéo local destes plasmoédios
nas comunidades semi-isoladas somente com as a¢des de busca ativa por
gota espessa. Este segundo evento, seria determinante para explicar a
dindmica de transmissdo da maléaria nas areas estudadas. Num estudo anterior
foi sugerido que em comunidades Yanomami da Venezuela, devido
principalmente ao fato que o mesmo grupo reside concentrado, a introducéo de

um caso de maléria poderia afetar rapidamente um grande namero de pessoas
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e perpetuar a transmissao local na falta de medidas de controle [180]. Freeman
et al. [216] desenvolveram um modelo preditivo para simular a progressao de
infeccdes de P. falciparum numa comunidade Yanomami sem tratamento
terapéutico na Venezuela. Detectaram que 20,7% dos casos foram
assintomaticos e estimaram que um sO portador assintomatico do parasita
poderia infectar 4,87 pessoas em um més, dos quais, um deles seria também
assintomético. A flutuacdo das densidades de anofelinos teriam um papel
fundamental na variabilidade e intensidade deste processo. Também foi
sugerido que, em situacBes de casos esporadicos de P. falciparum, esta
espécie poderia sofrer extin¢gdes locais aleatorias [180].

O melhor exemplo que daria suporte a possibilidade da eliminagéo local
da transmissdo da malaria encontra-se na comunidade de Komomassipe,
Parafuri. Em maio de 2012, foi diagnosticado por gota espessa 0 Ultimo caso
de P. vivax ap0s um periodo continuo de transmissédo patente de 36 meses
consecutivos. Posteriormente, houve uma fase de 33 meses sem que casos de
malaria fossem reportados. Ja em marco de 2015, comecaram a ser
diagnosticados numerosos casos de P. vivax nesta comunidade, surto que dura
até os dias de hoje. Contrario ao exemplo do Apiahik, que encontra-se numa
area com parametros entomoldgicos mais variaveis e quase sem An. darlingi,
na comunidade de Komomassipe coletamos An. darlingi o ano todo e em
certos periodos, com densidades elevadas. No Komomassipe, encontramos as
maiores TPHN por An. darlingi (64,3 picadas por pessoa por noite) de todas as
comunidades estudadas. Entre abril e junho de 2014, foram realizadas laminas
durante acdes de Busca Ativa nesta comunidade sem deteccdo de nenhum
caso. Nossa hipbtese é que a circulacdo local de P. vivax foi efetivamente
eliminada em maio de 2012, sendo altamente improvavel que algum caso
subpatente tivesse permanecido na comunidade e nao tivesse conduzido a
mais casos secundarios em curto prazo.

Dados de maléaria entre 2009 e 2014 no Marari, indicaram a seguinte
proporcao de casos em menores de 10 anos: Alapusi (70,4%), Ahima (68,7%),
Castanha (69,4%), Gasolina (75,6%) e Taibrapa (74,2%). A enorme
predominancia de casos de malaria em criancas até 10 anos e a constatacao
da picada de An. darlingi intradomiciliar em todas as comunidades do Marari,

sugere que neste Polo Base a transmissao intradomiciliar possa ser importante,
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ainda que seja comum ver muitas criangcas menores de 10 anos nos ambientes
peridomiciliares e extradomiciliares nos horéarios crepusculares.

ldentificamos padrfes de sazonalidade de maléria diferenciados entre as
trés areas de estudo. No caso do Marari, a transmissdo da malaria ocorre ao
longo de todo o ano. Identificamos os PI polimodais dos quatro rios de baixa
ordem da regido como 0s principais eventos que modulariam o0s picos de
transmissdo ao longo do ano. Como vimos ao longo do nosso estudo, os PI
imprevisiveis estariam associados a picos previsiveis, tanto de densidades de
An. darlingi quando, potencialmente, de casos de malaria. Os dados de maléria
do Marari indicam subitos picos de casos em diferentes épocas do ano. Em
algumas areas da Amazénia foram definidos picos de transmissdo de maléria
em periodos posteriores a estacdo de chuvas [165] e em outros casos 0
aumento de casos esteve relacionado ao pico das chuvas [31].

Tanto nas comunidades de Toototobi como do Komomassipe-Parafuri
foram detectados picos de casos de malaria nos periodos de transi¢cao chuvas-
seca e inicio da época seca, além de alguns picos irregulares de malaria na
época seca. Para avaliar a sazonalidade da malaria nos Polos base, é
importante considerar os periodos de irregularidades nas buscas ativas ou da
realizacdo de nenhuma lamina por algum tempo. Isto pode levar a épocas com
aparente menor incidéncia de casos ou de nao transmissdo e periodos
posteriores que, com o restabelecimento das buscas ativas, seja detectado um
aumento repentino mensal de casos. No caso do Toototobi, foram reportados
problemas deste tipo [64].

Dois conceitos epidemiolégicos sado importantes para a compreensao
dos padrdes de transmisséo diferenciados observados entre as comunidades
Yanomami. S80 o0s conceitos de receptividade e de vulnerabilidade a malaria.
Em nossas comunidades de estudo, constatamos diferentes graus de
receptividade (referente ao potencial entomoldgico nas proximidades de uma
comunidade para a manutencdo da transmissao local e o numero de pessoas
habitando a regido) e de vulnerabilidade (principalmente pelo potencial de
chegada de portadores de formas gametociticas dentro da éarea) [38]. A
comunidade Komomassipe do Polo Base Parafuri, apresenta um grau de
receptividade muito alto, com uma OX que sustenta uma populacéo local de
An. darlingi importante, o ano tudo e que estd a somente 228 metros das

habitac6es. No entanto, o grau de vulnerabilidade desta comunidade é muito
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baixo, ja que os Yanomami desta comunidade sdo muito isolados e seu risco
de contacto com outras comunidades endémicas € minimo. Além disso, estes
Yanomami ndo tém acesso a outras areas endémicas fora do territorio
Yanomami. N&o obstante, quando a transmissdo se estabelece em
Komomassipe, apresentam-se IPA muito elevados (foram registrados em 2009
IPAs de 1.742,6 nesta comunidade). Ainda dentro do Polo Base Parafuri,
encontra-se a comunidade de Xaruna, com caracteristicas opostas a
Komomassipe. Com relacdo as caracteristicas entomoldgicas, € uma area
pouco receptiva a malaria, sem LAR em um raio de 1 km da comunidade e
guase sem ocorréncia de An. darlingi. Por outro lado, esta comunidade é de
maior vulnerabilidade que o Komomassipe, ja que sao frequentes os contactos
com garimpeiros e Yanomami de outros Polos Base endémicos vizinhos. A
malaria apresentou-se sempre com menor intensidade neste local (IPA maximo
em 2009 de 483,3).

Em algumas comunidades da Amazobnia, a ocorréncia da malaria tem
sido associada a atividades normalmente de adultos do sexo masculino, como
desmatamento, pescaria e atividades de mineracdo [214]. Em varias areas
indigenas, incluindo as nossas areas de estudo, os homens tém um maior grau
de mobilidade que as mulheres, deslocando-se mais para pescar, cacar, visitar
localidades distantes ou até, participar de trabalhos em areas endémicas fora
da area indigena. Existe uma grande mobilidade dos indigenas Yanomami do
Marari para trabalhar na area de extracdo de piacaba que se encontra nas
proximidades da entrada da terra indigena, na area da comunidade n&o
indigena de Nova Jerusalém. Nas proximidades deste local, encontram-se
numerosos LAR e é apontado como o principal ponto onde os Yanomami do
Marari e Médio Padauiri contraem a doenca [64]. Um estudo entomoldgico em
Nova Jerusalém apontou a ocorréncia do An. darlingi o ano todo e com
preferéncia por picar dentro das moradias [166]. Normalmente, sdo os homens
adultos os Unicos que saem da area para trabalhar nos piacabais, deslocamdo-
se até ali por pequenas embarcacdes. Este fato gera um constante movimento
de pessoas para fora e dentro da area Yanomami de Marari. A extracdo de
piacaba ocorre todo o ano [217]. Portanto, todas as comunidades do Marari
apresentam alta vulnerabilidade a malaria, mas com receptividades variaveis
(de baixa no Castanha até alta no Gasolina). A presenca de garimpo seria o

principal fator associado a introducdo dos parasitas na area Yanomami de
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Parafuri (especialmente nas comunidades do segmento do rio Parima). Na
comunidade remota indigena de Saul, na Guiana Francesa, Berger et al. [218]
apontaram o papel da presenca de atividades de garimpo como um dos
principais fatores que aumentam a vulnerabilidade e o risco para o surgimento
de novos focos de transmissdo em comunidades indigenas isoladas.

A transmissdo potencial de P. malariae/P. brasilianum na éarea
Yanomami do Brasil precisa ainda ser esclarecida. Nado sédo realizados
esfregacos durante a coleta de [aminas na area e o pessoal técnico carece da
capacitacdo para distinguir corretamente esta espécie de plasmédio de P.
vivax.

O controle e eliminagdo de malaria em areas indigenas do Brasil é uma
prioridade, jA que além da grande carga de doenca que ainda acomete estas
populacdes vulneraveis, estas areas de risco podem funcionar como
reservatorios dos plasmodios para outras areas proximas receptivas nao
indigenas. As estratégias de controle da malaria em areas indigenas devem ser
adaptadas aos determinantes locais de transmisséo.

Existem alguns exemplos de programas de controle bem sucedidos em
areas indigenas. Na comunidade de Waspan, da etnia Miskito e localizada ao
norte da Nicardgua na fronteira com Honduras, houve uma reducéo
significativa da carga da doenca através de acfes integradas de controle bem
planejadas. O numero de casos foi diminuido de 1.900 no periodo 2001-2006
até s0 340 casos no periodo 2007-2011 [37]. Considerando a historia do
controle da malaria no DSEI-Y, em 2002 se conseguiu uma reducdo muito
acentuada da transmissédo da malaria, sendo registrados naqguele ano somente
173 casos de P. falciparum e 361 de P. vivax. Esta situacdo foi associada a
implementacdo de um modelo de acdes intensificadas de controle da doenca
adaptadas as condicdes de transmisséao locais [56].

O pilar do controle da malaria na area Yanomami é a busca ativa de
casos, acompanhado de tratamentos rapidos. Esta intervencdo tem provado
ser de alta eficiéncia no controle da doenca [46]. Acbes de Busca Ativa e
tratamento dos "reservatérios" de infec¢cdo foram apontadas também como
uma estratégia utili de controle em comunidades isoladas da floresta de
Suriname [219]. No entanto, a utilizacdo de métodos moleculares mais
sensiveis seria necessaria para a deteccdo das infecgbes subpatentes nos

focos cronicos de maléria, assim como a incorporacao de estratégias mistas de
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procura passiva e direcionada durante as acdes de Buscas Ativas
convencionais, aumentando a cobertura total por inquérito.

A fracdo de An.darlingi (e com grau muito menor de outras espécies)
com atividade intradomiciliar seria susceptivel parcialmente as intervencdes
primarias contra espécies com habitos endofagicos e endofilicos, como o uso
de MILD e BRI. No entanto, a implementacdo de estratégias de controle para
reduzir a carga da doenca provocada por espécies de comportamentos
extradomiciliares, como a subpopulagdo mais numerosa de An. darlingi e a
maior parte das populacées de anofelinos das outra espécies coletadas em
nossa area, tornam-se necessarias.

O uso de mosquiteiros impregnados tem provado ser parcialmente
eficiente contra a malaria transmitida por An. darlingi em cenarios
epidemiologicos semelhantes. Num estudo na area Yanomami da Venezuela
comparando comunidades utilizando mosquiteiros impregnados com o
piretroide Lambda-Cialotrina e outras com mosquiteiros nédo impregnados, foi
constatada uma reducdo de 55% no numero de casos de malaria nas
comunidades com os MILD impregnados [220]. Estes dados indicam um
impacto significativo na malaria causada por An. darlingi intradomiciliares. Em
populacbes remotas e de floresta do sudeste asiatico o uso de redes
associados a mosquiteiros impregnados também teve um impacto na reducao
da incidéncia e prevaléncia de malaria [221].

Para intervencdes como a Borrifagdo Residual Intradomiciliar (BRI) ter
impacto, as espécies de anofelinos devem apresentar pelo menos certo grau
de comportamento endofilico por periodo de tempo suficiente como para
absorver uma dose de inseticida letal suficiente [222]. Por exemplo, o uso de
BRI com DDT nas campanhas de controle na Venezuela e Guiana nos anos de
1940 e 1950 teve um grande impacto nas populacdes de An. darlingi. Nao
obstante, este impacto foi menos pronunciado em populacées do mesmo vetor
no interior do pais, onde esta espécie demonstrou um comportamento mais
exofilico [222]. Em nossas areas de estudo observamos em algumas ocasifes
An. darlingi repousando no interior das habitacdes em situacdes de pre- e pos-
hematofagia. Estes dados indicam que a BRI pode ser atil no combate a
pequena fracdo de An. darlingi com habitos intradomiciliares, embora as
superficies de preferéncia de repouso de An. darlingi no interior das habitagfes

indigenas nédo sejam conhecidas. Além das préprias estruturas de madeira das
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malocas, observamos boa parte dos exemplares de An. darlingi em repouso
em palhas de cestos ou arcos e flechas, objetos pessoais que sao removidos
durante as acoes de BRI.

A despeito da potencial utilidade dos inseticidas no controle de adultos e
reducdo do contato homem-vetor em areas indigenas, o controle da malaria na
area Yanomami, localizada em sistemas fluviais de baixa ordem na Amazonia,
representa a melhor oportunidade para a implantacdo de medidas de controle
larvar. O conjunto de resultados do presente trabalho contribuiu de modo
significativo para o conhecimento da dinadmica dos criadouros locais produtivos
e que devem ser alvo de tais acdes. Além disso, mostra igualmente que tais
acOes deveriam ser concentradas nos longos periodo da época seca, quando
0S Unicos redutos produtivos de An. darlingi sdo muito poucos e com o AEC
total consideravelmente diminuida. As acdes de controle em criadouros tém
tido um resurgimento de interesse nos ultimos tempos [48]. O atual manual da
OMS sobre este tépico preconiza que as atividades de controle de foco,
deveriam ser restritas principalmente aos locais onde os criadouros séo

poucos, fixos e que podem ser localizados [52].
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6. CONCLUSOES

O presente estudo identificou 11 espécies de anofelinos nas areas
Yanomami. An. darlingi, An. oswaldoi s.l., An. intermedius, An. triannulatus
s.| e An. costai-like foram coletados nos trés Polos Base; An.
mattogrossensis, An. nuneztovari s.l., An. guarao-like e Chagasi bonneae,
foram detectados em Toototobi; An. (Kerteszia) sp., An. squamifemur e An.
guarao-like, em Parafuri; e An. nuneztovari s.l. e An. mattogrossensis em
Marari.

As espécies mais abundantes por Polo Base foram: An. oswaldoi s.I. e An.
intermedius no Toototobi; An. oswaldoi s.l., An. darlingi e An. triannulatus
s.l. (apenas em Warareu) no Parafuri; An. nuneztovari s.l. e An. darlingi no
Marari.

Propomos uma nova classificacdo de criadouros naturais baseada em trés
parametros ambientais, tais como: associacdo com o0s pulsos de
inundacao, temporalidade e exposicdo ao sol. Os tipos sdo: 1. Lagos
associados aos rios (LAR) - subdivididos em lagos de ferradura (OX) e
lagoas de depressdo (NOX); 2. Areas inundadas associadas aos rios
(FAAR); 3. Areas inundadas nédo associadas aos rios (FANAR); 4. Pocas
de chuva (RP); 5. Corregos (SFS); 6. Igarapés (MFS) e 7. Rios (RIV).
Propusemos um nova metodologia de amostragem de larvas usando o
aparelho de medicéo de distancia laser e o uso de um bote inflavel, o que
possibilitou quantificar de forma acurada as flutuacées sazonais da Area
Efetiva de Criacao.

A distribuicdo das espécies predominantes por tipo de criadouro foram: An.
darlingi, An. triannulatus s.l. , An. oswaldoi s.l. e An. nuneztovari s.l. e An.
intermedius em LAR, An. oswaldoi s.., An. mattogrosensis e An.
intermedius em FAAR, An. oswaldoi s.l., An. intermedius e An. costai-like
em FANAR e An. oswaldoi s.I, An. intermedius e An. costai-like em SFS e
MFS.

Os LAR do tipo OX foram os criadouros epidemiologicamente mais
importantes, especialmente por sua produtividade de An. darlingi.

A sazonalidade das espécies de anofelinos dependeu da disponibilidade e

caracteristicas intrinsecas dos criadouros a nivel de localidade e sua
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relacdo com os pulsos de inundagéo (LAR, FAAR) e as chuvas (FANAR,
RP, SFS e MFS).

An. darlingi, An. triannulatus s.I. @ An. mattogrossensis tiveram preferéncia
pelos criadouros associados aos rios, enquanto An. costai-like fez uso
principalmente de criadouros ndo associados aos rios. An. oswaldoi s.l. e
An. intermedius mostraram alta capacidade de se adaptar a uma ampla
gama de criadouros diferentes. An. darlingi, mostrou clara preferéncia por
criadouros expostos ao sol e préximos as habita¢des indigenas.
Encontramos padrdes de sazonalidade na densidade de anofelinos
vinculados a natureza imprevisivel dos pulsos de inundacdo de rios de
baixa ordem. No Toototobi, todas as espécies praticamente desapareceram
na segunda metade da época seca. An. oswaldoi s.I. e An. intermedius
foram mais abundantes nos meses de chuva e transicdo chuva-seca. No
Parafuri, An. darlingi também mostrou padrdes sazonais irregulares em
Komomassipe e Warareu. Entretanto, em ambos os anos o periodo de
maior densidade anofélica foi na transicdo chuva-seca.

An. darlingi € incriminado como o principal vetor da malaria na éarea
Yanomami de Marari onde ocorre, tendo sido encontrado infectado com P.
vivax e Plasmodium sp. nas comunidades de Gasolina, Alapusi e
Taibrapa, no intradomicilio e peridomicilio. Consideramos que a
transmissao intradomiciliar seja feita principalmente por An. darlingi.
Encontramos umas Taxas de Inoculacdo Entomolégicas peridomiciliares
elevadas em trés aldeias de Marari, sendo de 65,4, 58,6 e 48,3 picadas
infetantes por pessoa por ano no Alapusi, Gasolina e Taibrapa
respectivamente.

An. intermedius e An. nuneztovari s.l. foram encontramos infectados com
Plasmodium, no Toototobi (Apiahik e Koiopi) e Marari (Taibrapa 2)
respectivamente. Sugerimos que An. intermedius, An. nuneztovari s.l. e
An. oswaldoi s.l., possam contribuir na transmissao peri- e extradomiciliar
da maléria, nos horérios vespertinos, na area Yanomami.

An. darlingi, apresentou um pico horario entre 23 h e 01 h, nos Polos Base
de Marari, no peri e extradomicilio e no peridomicilio no Polo Base de

Parafuri (Komomassipe).
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e Estes dados entomologicos servirdo para a elaboracdo de estratégias de
controle integradas adequadas para estas areas indigenas endémicas
associadas a rios de baixa ordem.
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Anopheline breeding habitats ¢ Jordi Sanchez-Ribas et al.

New classification of natural breeding habitats
for Neotropical anophelines in the Yanomami Indian Reserve,
Amazon Region, Brazil and a new larval sampling methodology

Jordi Sanchez-Ribas'?, Joseli Oliveira-Ferreira!, Maria Goreti Rosa-Freitas?,
Lluis Trilla®, Teresa Fernandes Silva-do-Nascimento?/*
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Here we present the first in a series of articles about the ecology of immature stages of anophelines in the Bra-
zilian Yanomami area. We propose a new larval habitat classification and a new larval sampling methodology. We
also report some preliminary results illustrating the applicability of the methodology based on data collected in the
Brazilian Amazon rainforest in a longitudinal study of two remote Yanomami communities, Parafuri and Toototobi.
In these areas, we mapped and classified 112 natural breeding habitats located in low-order river systems based on
their association with river flood pulses, seasonality and exposure to sun. Our classification rendered seven types of
larval habitats: lakes associated with the river, which are subdivided into oxbow lakes and nonoxbow lakes, flooded
areas associated with the river, flooded areas not associated with the river, rainfall pools, small forest streams, me-
dium forest streams and rivers. The methodology for larval sampling was based on the accurate quantification of the
effective breeding area, taking into account the area of the perimeter and subtypes of microenvironments present per
larval habitat type using a laser range finder and a small portable inflatable boat. The new classification and new
sampling methodology proposed herein may be useful in vector control programs.

Key words: Anopheles larvae - lakes associated with rivers - effective breeding area - Yanomami

Nearly all malaria cases in Brazil are reported from
the Amazon Region (99.8%), where malaria remains a
public health problem (Oliveira-Ferreira et al. 2010). Be-
tween 2001-2013, an average of 392,600 malaria cases
per year was recorded in Brazil. Although there was a
decreasing trend in the number of malaria cases nation-
wide, from half a million annual cases during the 1990s
to 130 thousand malaria cases currently, highly focal
hotspots of malaria transmission persist, especially for
Plasmodium vivax (de Pina-Costa et al. 2014). In 2011,
approximately 10.6% of all malaria cases in the Amazon
Region were registered in indigenous areas, with higher
incidences in certain states, such as Amazonas (AM),
where 49% of the cases were reported in indigenous
villages (MS/ SVS 2013). Despite this critical malaria
burden in indigenous areas of the Amazon Region, few
studies have reported in detail how malaria transmis-
sion is sustained in these remote areas or the ecology of
anopheline larvae in such settings.

In Brazil, Anopheles darlingi, Anopheles albitarsis
s.l. and Anopheles aquasalis are considered the main
malaria vectors in different areas of the Amazon Re-
gion. Anopheles nuneztovari s.l. and Anopheles  trian-
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nulatus s.l. also play a role in malaria transmission as
secondary or occasional vectors in some areas (Deane et
al. 1948, 1986, Rosa-Freitas et al. 1998, Pimenta et al.
2015). Studies of anophelines in undisturbed and remote
indigenous areas of the Amazon rainforest are difficult
to perform due to their location and restricted access to
these areas, which require the use of light aircrafts, boats
and/or many walking hours to reach them. This is the
case of the Yanomami areas studied herein. The Yano-
mami are a numerous, semi-isolated indigenous group
living in the northern part of the Brazilian Amazon and
southern Venezuela (Pithan et al. 1991).

For the ecological study of anopheline larvae, it
is crucial to correctly identify and classify the main
breeding sites in the area and thus to monitor their dy-
namics over time.

Lakes along the floodplains of Amazonian white-
water rivers, known as véarzeas, have been classified
by Junk et al. (2012) into four types: scroll lakes (i.e.,
elongated lakes that are narrow and mostly covered by
aquatic macrophytes), oxbow lakes (OX) (originating
from abandoned river meanders with a horseshoe shape),
depression lakes (located in floodplain depressions) and
upland ria-lakes (i.e., dendritic lakes formed in drowned
valleys of tributary rivers). OX may be connected in
various degrees to the river and this connection greatly
influences the seasonal water quality and volume as well
as the macrophyte and invertebrate fauna composition
(Mormul et al. 2013). According to the Strahler (1957)
stream order classification, rivers are categorised based
on a hierarchy of tributaries. The flood pulse, defined
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as the pulsing events of a river discharge, has been pro-
posed as the principal driving force of biota dynamics
in river-floodplain systems (Junk et al. 1989). Therefore,
in the Amazonian rivers and their tributaries, character-
istics such as river order level and relation with flood
pulsing, river width and watercourse sinuosity will de-
termine the abundance and characteristics of the natural
breeding habitats, the distribution of anopheline species
and their densities, and will thus influence local malaria
patterns of transmission.

In general, studies of anopheline larvae present dif-
ficulties related to the great diversity of larval habitats
used by anopheline females, some of which are difficult
to access (Rejmankova et al. 2013). Larval habitats of
the major African malaria vectors within the Anopheles
gambiae species complex, for example, are typically
small, sunlit, temporary and with turbid waters. These
larval habitats are typically created as a result of human
or animal activities and they may be difficult to locate,
especially during the wet season (Mutuku et al. 2006).
However, within the Amazon Basin, some breeding
habitats may be relatively large (Deane et al. 1948) and
may present microhabitats. These large breeding habi-
tats require specific tools to cover all potential breeding
microhabitats within their water body in order to avoid
biased sampling results.

In this paper, we propose a comprehensive classifica-
tion of larval habitats and present a new methodology to
investigate the natural breeding habitats of anopheline
larvae in areas of low-order rivers in the Brazilian Ama-
zon. We also included some preliminary results regard-
ing the application of a new larval field methodology.

MATERIALS AND METHODS

Study area - We conducted a longitudinal study from
January 2013-July 2014 in two remote Yanomami ar-
eas of Brazil, the communities of Parafuri (3°17°1.68”N
63°51°2.16"W, 440 m) and Toototobi (1°45°54.72”N
63°37°7.68”W, 128 m), which are located in western state
of Roraima (RR) and northern AM, respectively (Fig.
1). Parafuri and Toototobi are communities composed
of six and seven villages, respectively, and each village
may comprise one big, circular, central open hut (called
a shabono) or by smaller and separated huts. We selected
four villages to study in each community based on ma-
laria incidence and for logistical reasons. In Parafuri and
Toototobi, systematic ground surveys were conducted at
two-month intervals for 19 months; during each survey
we performed anopheline collections for 15 consecutive
days. The Yanomami are the major indigenous ethnic
group living semi-isolated in an area of 192,000 km?,
spanning the northern Brazilian Amazon and adjacent
areas of the southern of Venezuela (Fig. 1) (Pithan et
al. 1991). The Parafuri and Toototobi communities oc-
cupy different ecological areas, with diverse geomor-
phologic, hydrologic and larval habitat dynamics and
with different malaria vector species compositions and
abundances. Parafuri is located in a submontane tropi-
cal rainforest ecoregion. The submontane ecoregion of
RR is located exclusively inside the Yanomami reserve
at 350-650 m in altitude, while Toototobi, which is lo-
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cated 170 km south of Parafuri, lies in a lowlandtropical
rainforest ecoregion of Amazon with a maximum of 150
m in altitude (Rosa-Freitas et al. 2007).

Classification of anopheline breeding habitats - Dur-
ing fieldwork, we observed that there were many dif-
ferent types of breeding habitats for which there existed
no classification that would fulfil our needs. Therefore,
we classified the breeding habitats where we collected
anopheline larvae based on three main environmental
variables: seasonality (permanent or temporary), sun ex-
posure (shadowed, partially or fully exposed to the sun)
and association with low-order river flood pulses (larval
habitats associated with large fluctuations in water river
levels). All breeding habitats were georeferenced. Dur-
ing the dry season, ponds in small and medium sized
forest streams of Toototobi were mapped and terrain
data were acquired with a hand-held global positioning
system (GPS) (GPSMAP 78 s, Garmin®, USA). We also
mapped most forest streams in Toototobi, typicallystart-
ing at the nearest point from each Yanomami hut, fol-
lowing the watercourse in both the upstream and down-
stream directions up to 1 km distance from the hut.

Methodology of sampling of anopheline larvae in
natural breeding habitats in the Brazilian Amazon - In
the two Yanomami communities, Parafuri and Tooto-
tobi, systematic mosquito collections were conducted in
each of the eight villages (4 in Toototobi and 4 in Para-
furi) and individuals were asked to note the location of
known water bodies within a 1 km range of the village.
An initial sketch was made of the location of each water
body with respect to the village. Afterwards, all of the
water bodies were located with the help of a Yanomami
guide and mapped by GPS; almost all breeding habitats
were surveyed and anopheline larvae were sampled.

We carried out a pilot study in September 2012 in both
Yanomami areas with the following objectives: (i) to map
all breeding habitats, (ii) to establish a local sampling
strategy according to time constraints for each village,
(iii) to test the new sampling larvae methodology for sam-
pling larvae and refine possible pitfalls on-site and (iv) to
obtain a preliminary idea of the composition of anoph-
eline fauna around the eight Yanomami villages.

We observed that only some microhabitats inside the
breeding habitat were suitable for anopheline immature
stages to thrive and calculated the effective breeding area
(EBA). The EBA was defined as the area in m?of a given
breeding habitat that is suitable for the occurrence of im-
mature stages of Neotropical anophelines. One EBA unit
equals 1 m? To calculate the EBA and sample the dif-
ferent breeding habitats, we used a laser measurement
tool (Laser Rangefinder Scout DX 1000 ARC, Bushnell®,
USA) and a small inflatable boat (Atlantic 200, Nautika®,
Brazil). The laser tool was able to accurately measure dis-
tances under dense canopy and under low light conditions.
One limitation of this technique is that the laser tool can-
not measure distances <5 m. Therefore, such short dis-
tances needed to be visually estimated, which may lead
to some measurement inaccuracies. Thus, the EBA mea-
surement technique may be less suitable for anopheline
species that prefer to thrive in very small water bodies.
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In the case of aquatic habitats with difficult access,
where a part of the perimeter could not be tracked and
measured either on foot or by boat, we used a trigono-
metric approach to calculate the total EBA of the perim-
eter (pEBA) (Fig. 2). pEBA of a larval habitat is the sum
of all 1 m? along its shoreline. Basically, two distances
on each extreme of the segment were calculated and we
subsequently estimated the angle between both measure-
ments with a half circle protractor marked in degrees.

The final distance of the unknown segment was cal-
culated using equation 1.

D = VA? + B? - 2ABcosa, 1

In the case of circular-shaped breeding habitats, after
measuring the diameter with the laser tool, we calculat-
ed the total perimeter EBA using equation 2.

total perimeter EBA = nxdiameter 2

For large OX, we standardised accurate measure-
ments by first measuring the perimeter only on the
external side of the lake (typically the more accessible
side, either by foot or by boat) and the width followed
by an estimation of the internal perimeter of the water
body. We used EBA measurement mainly due to time
constraints and accessibility issues. EBA measurement
was considered the most appropriate approach to calcu-
late the total perimeter of a determined oxbow lake on
the field within our timetable. Each oxbow lake was cal-
culated following the same parameters in each survey.
Equation 3 estimates the internal perimeters of OX.

C

B=2B +B,=2C +n( A

b 3
where B = total internal perimeter, B = linear segments
of internal perimeter, B , = curved segment of internal
perimeter, C = linear segment of external perimeter, C,
= curved segment of external perimeter and A = width
of the oxbow lake (Fig. 3).

If an oxbow lake presented a markedly irregular form,
we applied the above approach but fragmented the exter-
nal perimeter into fewer subunits, each consisting of two
linear and one curved segments. Finally, for those OX that
were nearly circular in shape, we simplified the previous
equation considering that C = 0, resulting in equation 4.

B:H(Q_ -A) 4
T

For breeding habitats where it was impossible to de-
termine the EBA accurately, such as the massive flooded
areas not associated with the river (FANAR) during the
peak of the rainy season, we arbitrarily assigned a value
of 500 m? EBA to allow for comparisons between areas
and seasons. In the case of small forest streams (SFS)
and medium forest streams (MFS), microhabitats suit-
able for anopheline larvae are not uniformly distributed
along the water courses. In order to consider these types
of water bodies in the total EBA (tEBA) quantification
per village, we also arbitrarily allocated 500 m? EBA to
those SFS and MFS that presented a substantial part of
its course within a 1 km radius of the Yanomami village
hut. For those forest streams that were shorter or situated
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. Parafuri: Roraima

Toototobi £

Amazonas

Yanomami

Fig. 1: Brazil, the states of Roraima and Amazonas, the
indigenous communities, Parafuri and Toototobi.

Fig. 2: effective breeding area measurement. Schematic approach of
how was calculated difficult-to-walk-through breeding perimeter areas
using a laser measurement tool. D is calculated from the measurement
of A+Bandangle o, while E is calculated from B + C and angle a.,

A A

Fig. 3: schematic representation of the linear and curved segments of an
oxbow lake used to calculate the total perimeter effective breeding area.
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distant from the village hut, we allocated 250 m? EBA
each. During the dry season, forest stream pools were
accurately quantified if, when summed, they comprised
less than 500 m? EBA, otherwise a maximum of 500 m?
of EBA was also assigned.

Once the total pEBA was calculated per breeding
site, we added 0%, 10%, 25% or 50% of additional EBA
in respect to the pEBA depending on whether we found
no (0%), low (10%), medium (25%) or high (50%) abun-
dance of additional EBA other than the pEBA along the
water body margins. These additional EBA subtypes
could be patches of floating debris, clusters of sub-
mersed and emergent macrophytes or small terrain “is-
lands” inside the water body that could create additional
“internal” perimeter-like EBA in addition to those of the
global perimeter of the water body shoreline. Adjusting
for the additional EBA, we obtained the tEBA for each
larval habitat. In the case of lakes associated with the
river (LAR) where different subtypes of EBA were pres-
ent, we quantified the EBA for each of the EBA sub-
types. During our pilot study in September 2012, we
detected high aggregation patterns of immature anoph-
eline stages; some breeding sites were classified as posi-
tive if the majority of its tEBA was sampled. Therefore,
we established a rule to try to sample the 50% of EBA
for water bodies up to 200 m?tEBA. From the calculated
tEBA, we determined the total number of dips. For ex-
ample, if a larval habitat computed 110 m? of tEBA, we
equally distributed 55 sampling points along the breed-
ing site. For breeding sites larger than 200 EBA units in
m?and for those whose size did not allow measurement,
we established a maximum of 100 sampling points to
cover as many possible different subtypes of EBA and
water body surfaces. If different subtypes of EBA were
present, we uniformly distributed sampling points in the
different microhabitats (for example: 60 dippings in each
EBA subtype). For sampling, we used a 350 mL, 13 cm
diameter dipper (BioQuip, USA) and two dippings were
conducted per EBA unit/m?%sampling point. The total
number of larvae per stage for each dip was recorded and
all immature stages were kept in small plastic tubes. The
larvaes were later transferred to tubes with 80% ethanol
for morphological identification in the laboratory. Sam-
pling based on tEBA was preferred to capturing by units
of time since there was different accessibility among
breeding habitats, which improved collection efficiency.
The relative abundance of culicines and the total number
of predatory macroinvertebrates were recorded, along
with different environmental variables such as associa-
tion with the river flood pulses, distance to the village
huts, degree of sunlight exposure, presence of macro-
phytes and filamentous algae, water turbidity and move-
ment. The following physicochemical variables were
also evaluated: pH and temperature (pH meter AK95,
AKSOQ®, Brazil), salinity, total dissolved salts and con-
ductivity (conductivity meter AK50, AKSO®) and dis-
solved oxygen (dissolved oxygen meter AK84, AKSO®).
We estimated the degree of sun exposure using three cat-
egories: shadowed (0-25%), partially sun-exposed (25-
50% and 50-75%) and sun-exposed (75-100%) breeding
habitats. In other words, sun-exposed breeding habitats
had between 75% and 100% of their tEBA exposed to
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the sun during sunlight hours. Shadowed breeding sites
were typically under dense canopy and almost no sun-
light reached their water surface during the day. During
each survey, all breeding habitats were photographed
and identified with a unique code and EBA subtypes that
could be present were highlighted.

We conducted exploratory samplings in all of the
three low-order rivers, including the Toototobi River in
the Toototobi area and the Inaja and Parima Rivers in
the mountainous area of Parafuri. River samplings were
conducted up to 1 km down and upstream from each
Yanomami village in Parafuri and Toototobi. We looked
for typical river anopheline microhabitats such as river-
bed sunlight pools, slow-flowing edges of the river with
emergent, submersed vegetation or filamentous algae and
microdams. Microdams are considered primary oviposi-
tion sites along rivers and have been defined as points of
natural blocking of the river/stream current typically by
a fallen stump or bamboo clumps with dense root sys-
tems that impede water flow and favour the accumulation
of floating debris, allowing anopheline larvae to thrive
(Manguin et al. 1996, Barros et al. 2011, Rejmankova et
al. 2013). For small and MFS, we conducted our sampling
in the areas in which we were most likely to find anoph-
eline immature stages, such as slow-flowing margins with
emergent vegetation, clusters of floating debris and other
microhabitats of filamentous algae and submersed mac-
rophytes in those few spots in the dense forest where sun-
light had access to the water body surface.

RESULTS

Classification of anopheline natural breeding habi-
tats in low-order rivers of the Brazilian Amazon - Breed-
ing habitats were categorised into seven types: LAR,
which are subdivided in OX and non-OX (NOX), flood-
ed areas associated with the river (FAAR), flooded areas
not associated with the river (FANAR), rainfall pools
(RP), SFS, MFS and rivers (RI1V) (Fig. 4).

A detailed description of the classified breeding hab-
itats follows:

LAR - All anopheline breeding habitats located in
the river floodplain were directly associated with river
levels fluctuations. This is because breeding habitats
get flooded when rivers overflow their banks; when
flooding water recedes, stagnant water remains in these
habitats (Drago et al. 2008). LAR may undergo variable
isolation phases during rainy and dry seasons, which
fluctuate in time between each flood pulse event. Dur-
ing the isolation phase, other sources of water, such as
smaller forest streams draining into the lake, groundwa-
ter and rainfall, may maintain the lake. However, evap-
oration forces tend to diminish the lake water volume
(Lesack & Melack 1995). According to the shape, geo-
morphologic origin and abundance, LAR can be further
separated into OX and NOX lakes.

OX - OX are LAR formed by old river paths and may
have a U-shaped form. U-shaped LAR were formed
from the isolation of a river meander through erosion
and sedimentation forces along the river edges (Esteves
1998). OX sizes vary considerably depending on the old
river path that was isolated from the active river canal.
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Fig. 4: classification of the different anophelines breeding habitats and their association with low-order rivers found in the Yanomami area,
Brazilian Amazon. FAAR: flooded areas associated with the river; FANAR: flooded areas not associated with the river; LAR: lakes associated
with the river; MFS: medium forest streams; NOX: nonoxbow lakes; OX: oxbow lakes; RIV: rivers; RP: rainfall pools; SFS: small forest streams.

The 17 OX sampled during January 2013-July 2014 were
permanent even during the driest months of the year
and were mostly partial or well exposed to the sun. Two
LANDSAT images illustrate different segments of the
Parima River that cross the Parafuri Yanomami area.
Makabey village is located along a segment of the river
that is more meandering and thus presented a consid-
erable number of OX, while Xaruna village is located
upstream along a river segment that did not present any
U-shaped LAR near the village (Fig. 5).

NOX lakes - NOX lakes are non-U-shaped LAR per-
manent aquatic habitats and are typically partially or
well exposed to the sun. NOX were generally smaller
than OX. We classified small bodies of water < 200 m?
as NOX based on water permanence and the association
with river fluctuations. NOX lakes are not derived from
the old river path and thus lack a clear U-shaped form.
NOX lakes may be more important in regions of larger
rivers where typical U-shaped LARs are less commonly
found (Junk 2005). LAR are likely to play a major role
in the local malaria transmission patterns, as LAR are
important breeding habitats for some of the main Ama-
zonian malaria vectors.

FAAR - FAAR are temporary breeding habitats where
the main source of water comes from the river flood

pulses. FAAR may have highly variable sizes and differ-
ent levels of exposure to the sun. River flooding occurs
frequently during the rainy season, though a few unpre-
dictable flood pulses that lead to short floodplain inun-
dations may also occur during the dry season months in
low-order river systems (Junk et al. 2011). FAAR are a
common type of breeding habitat found in Parafuri and
Toototobi and because of their variable sun exposure
characteristics, FAAR seasonally amplify a wide range
of different anopheline species. As in the case of LAR,
the place where the river feeds each of the identified
FAAR was identified. As FAAR remain dry for many
months, we did not find submersed macrophytes in these
water bodies, but in cases where there was plentiful sun
exposure, filamentous algae proliferated.

FANAR - FANAR are typically shadowed water bod-
ies that are far and disconnected from the rivers. The ori-
gin of FANAR is related to increased rainfall during the
wettest months of the year. FANAR sizes varied from
vast areas in the peak of the rainy season to mostly dried
spots during the driest months of the year. Most FANAR
in the Yanomami area were seasonal and did not present
submersed macrophytes or filamentous algae. Anophe-
line species that prefer fully shadowed breeding habitats
are expected to predominate in FANAR.
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Fig. 5: Makabey and Xaruna villages along the Parima River in
Parafuri community Yanomami indigenous area, Brazilian Amazon
[LANDSAT images (MCTI 2011)]. Location of oxbow 1 and 2 of
Makabey village where anopheline larvae were detected. Oxbow 1
corresponds to a U-shaped lake associated with the river that is fully
connected to a small tributary of the Parima River, while oxbow 2
was an old Parima River path well disconnected from the actual river
course and with very high abundance of emergent and submersed
macrophytes. Only extreme flood pulses from Parima River will
feed the oxbow 2. Oxbow 3 was not sampled, as it was located more
than 1 km from the Yanomami huts. Within 1 km radius of Xaruna
no oxbow lake was found since the Parima River is less meandering.

Anopheline breeding habitats ¢ Jordi Sdnchez-Ribas et al. 765

RP - RP are temporary breeding habitats occurring
in shallow, well-defined and typically small depressions
in the forest soil that depend on rainfall to be filled. RP
presented some similarities with FANAR as they are not
associated with river flood pulses and are typically shad-
owed. However, RP are more ephemeral breeding sites
than FANAR. In the Yanomami area RP were found to
be located inside the preserved forest. RP exposed to
the sun were also found after deforestation due to crop
growing near the Yanomami huts. Like FANAR, anoph-
eline species that prefer shadowed breeding habitats are
expected to prevail in RP.

SFS - SFS are forest stream breeding habitats of <5
m of width that are typically shadowed. They are pres-
ent in drained forested areas near the closest river or a
bigger forest stream. Many SFS interconnect with other
types of breeding habitats. For example, a distant FA-
NAR may be connected through an SFS to an FAAR that
receives water directly from the river flood pulses. Most
SFS dry out towards the middle of the dry season. SFS
tend to gradually change into ponds earlier during the
dry season, potentially increasing anopheline densities
of certain species during this period.

Fig. 6: natural anopheline breeding habitats in the Brazilian Amazon. A: U-shaped lakes associated with the river
(LAR) or oxbow lake. Many Anopheles darlingi larvae were collected from submersed macrophytes-effective breeding area
(EBA) using the small inflatable boat, a spot otherwise inaccessible on foot near Komomassipe village, Parafuri; B: non-U-
shaped LAR with circular shape. As many oxbow lakes, they are permanent and well exposed to the sun; C: flooded area
associated with the river, shallow and temporal breeding habitat. In this case, well ex- posed to the sun and with abundant
additional emergent vegetation-EBA. This breeding site would correspond to the type that we would increase by 25% the
EBA of the perimeter to obtain the total EBA. Anopheles mattogrossensis, Anopheles triannulatus s.s. and Anopheles
oswaldois.l. were retrieved in high numbers from this site; D: flooded area not associated with the river, fully shadowed
breeding site. A potential larval habitat for An. oswaldoi s.I., Anopheles intermedius/Anopheles guarao-like and Anopheles
costai-like, Apiahik village, Toototobi; E: rainfall pools, very ephemeral larval habitat, these ones were exposed to sun after
forest clearance for crop cultivation and yielded many An. darlingi larvae, Komomassipe area; F, G: example of small (<5 m
wide) and medium (5-10 m wide) forest streams, respectively; H, I: medium-sized Inaja River in the hilly Parafuri area and
Toototobi River, respectively. No Anopheles larvae were retrieved from these low-order rivers.
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MFS - MFS are forest stream breeding habitats of 5-
10 m in width that are almost always shadowed. They
are present in drained forested areas near the closest riv-
er. In the submontane rainforest area of Parafuri, most
forest streams, independent of their size, had a current
flow, even during the driest months of the year. MFS
form ponds more frequently through the mid-end of
the dry season. Depending on the water flow and the
amount of ponds formed by MFS, different anopheline
species will be favoured.

RIV - All rivers located in the Yanomami study area
can be classified as low-order rivers (Junk et al. 2011).
We further subdivided low-order rivers into small (5-15
m width), medium (15-100 m width) and large rivers (>
100 m width). Sizes and widths of LAR, especially for
the OX, follow RIV sizes. Characteristics of large Ama-
zon rivers differ from smaller rivers, which affects the
dynamics of potential associated natural breeding sites
for Anopheles. We present an example of each type of
breeding site surveyed in Fig. 6.

Anopheline natural breeding habitat classification
in the Yanomami area studied - During the 19 month
longitudinal study in the Brazilian Yanomami area,
112 breeding sites were located, classified and sampled
whenever water was present. The number of each breed-
ing habitat type encountered in the two communities
was compiled in the Table. We sampled 30 FANAR
(26.8% of the total larval habitats), constituting the most
abundant type of water body. The second most abundant
larval habitat was LAR and we included in our study 27
of this type, which represented 24.1% of all larval habi-
tats surveyed. Among the studied LAR, 17 LAR (63% of
all LAR) were LAR-OX and 10 (37%) were LAR-NOX.
The submontane area of Parafuri presented more LAR of
both types (17 out of 27) than the lowland rainforest re-
gion of Toototobi (10 out of 27), with a remarkablyhigh-
er number of NOX lakes (8 out of 10). However, in the
Toototobi area, we encountered approximately double
the amount of seasonal flooded areas than in  Parafuri;

both were associated with river flood pulses (FAAR - 11
out of 16) and were not associated with river fluctuations
(FANAR - 20 out of 30). MFS prevalence was similar in
both areas, but SFS were more predominant in Parafuri
(11 out of 16), draining the numerous hills of the region
to the closest river. The less common breeding site type
was the ephemeral RP, which were only encountered on
one occasion in Toototobi and twice in Parafuri.

Larval habitat characteristics - Some larval habi-
tats showed variable characteristics. A summary of the
main features for the breeding habitats is presented in
the Table. We considered the association with river flood
pulses, seasonality and sun exposure as the three key
variables to classify the larval habitats with a frequency
scale of 0 (absent), 1 (low), 2 (medium) and 3 (high). For
example, sun exposure classified as 0-3 for OX means
that we encountered some LAR-OX that were fully
shadowed while others were well exposed to the sun.
When looking at water permanence in breeding habitats,
all LAR were always classified as permanent (3). FAAR
and RP always dried up for some months of the year (0)
and some breeding habitats such as FANAR, MFS and
SFS presented variability in this characteristic (0-1). For
instance, of the 30 FANAR included in the study, only
four (13.3%) had water in all the surveys and were con-
sidered permanent inland water bodies. Finally, the two
types of LAR and all FAAR (3) were mainly formed be-
cause of the influence of river flood pulses, whereas FA-
NAR and RP originated from rainfall waters (0). Forest
streams, SFS and MFS experienced a variable influx of
water from the river at high river water levels (1).

Anopheline larvae collections, preliminary data - We
collected 6,295 anopheline immature stages, including
species such as An. darlingi, Anopheles oswaldoi s.1., An.
triannulatus s.s., Anopheles mattogrossensis, Anophe-
les intermedius/Anopheles guarao-like and Anopheles
costai-like. Anopheline larvae were more abundant in
certain breeding habitats, as we retrieved 3,777 anoph-
elines in LAR (of which 3,342 were obtained from  U-

TABLE

Breeding habitats types and their main characteristics in the Yanomami Indian Reserve, Brazilian Amazon Region

Breeding habitat Associated to Sun Submerse Emergent  Filamentous Current
type flood pulse  Permanent exposure  macrophytes  vegetation algae water
LAR-OX (n=17) 3 3 0-3 0-3 2 0-3 0
LAR-NOX (n = 10) 3 3 0-3 0-3 2 0-3 0
FAAR (n = 16) 3 0 0-3 0 2 0-3 0
FANAR (n = 30) 0 0-1 0-1 0 0-1 0 0
RP (n=3) 0 0 0-1 0 0-1 0-1 0
SFS (n = 16) 1 0-1 0-1 0-1 1 0-1 2
MFS (n = 15) 1 0-1 0-1 0-1 1 0-1 1
RIV (n=5) 3 3 2 0 1 0 3

larval habitat characteristics were described as absent (0), low (1), medium (2) and high (3) [total number of
breeding habitats in Parafuri and Toototobi (n)]. FAAR: flooded areas associated with the river; FANAR: flooded
areas not associated with the river; LAR-NOX: lakes associated with the river-non-oxbow lakes; LAR-OX: LAR-
OX-oxbow lakes; MFS: medium forest streams; RIV: rivers; RP: rainfall pools; SFS: small forest streams.
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shaped LAR), representing 60% of all larvae captured.
Therefore, LAR and especially OX constituted a major
breeding habitat for some of the anopheline species col-
lected. For example, 1,356 (96.93%) An. darlingi and 133
(92.46%) An. triannulatus s.s. were collected in LAR.

Larvae sampling methodology for anopheline natural
breeding habitats in the Brazilian Amazon - The use of
a small, portable and light inflatable boat allowed us to
conduct a stratified sampling covering most EBA sub-
types of every LAR surveyed. The reduced size of the
boat allowed us great flexibility to navigate the very shal-
low waters (as shallow as 25 c¢cm in depth) and reach al-
most every corner of interest inside of a LAR. The pEBA
encountered in the lake margins were sampled either
on foot or by boat. Apart from enhanced accessibility,
this device conferred excellent tested safety against life-
threatening hazards that may inhabit LAR, such as the
Amazonian electric eel (Electrophorus electricus). Plas-
tic boats confer excellent isolation from their electrical
shocks. Sampling EBA distant from the LAR shoreline
without properly using this device is not recommended.
When a LAR was sampled for the first time when lake
levels were very low or when water was semi-turbid
or turbid, careful navigation was performed and inter-
nal navigation routes for each LAR and condition were
traced. These approaches allowed us to reach most EBA
subtypes within the lake and minimise boat punctures by
submersed sticks. Two people, each in one boat, can col-
lect simultaneously from the same LAR, increasing the
security of the team. The use of regular metal boats or
traditional indigenous wood canoes may be impractical
in most LAR, especially those that are not fully and con-
tinuously connected to the river. Using this method, we
saved time and the need for substantial human resources
to move a heavy regular boat across the jungle, which in
most cases would make larvae samplingimpossible.

Heterogeneity of EBA availability at a microscale
level - The tEBA per breeding site type in each of the
eight Yanomami villages included in the study is report-
ed in Fig. 7. The data shown is from September 2013
fieldwork for Toototobi and from July 2013 for Parafuri,
which corresponds approximately to the transitional
period of the wet-to-dry season for both areas. During
this period, larval habitat sizes tend to have already sta-
bilised and most seasonal larval habitats contain water.
Therefore, flooded forest areas of some larval habitats
associated with the river and vast FANAR areas that are
impossible to quantify during the rainy season were not
encountered. We showed EBA data for Parafuri from
previous field work because Parafuri anticipated the
beginning of the dry season compared to Toototobi. In-
deed, some aquatic sites of Parafuri during the collection
of September 2013 were already dry and others present-
ed a significantly retracted maximum EBA (especially
for FANAR larval habitat type).

A marked heterogeneity of EBA availability for
anopheline proliferation was encountered between both
Yanomami areas and even within very close Yanomami
huts of the same region. For example, while U-shaped
LAR EBA was relatively abundant in communities such
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as Apiahik and Mahaxipoha, both in Toototobi, and Ko-
momassipe, Warareu and Makabey located in Parafuri,
U-shaped LAR EBA was not present in Xaruna (Parafu-
ri) and Koiopi (Toototobi). However, within 1 km of the
dwellings, these last two communities presented EBA
available from larval habitats such as forest streams and
FANAR. This variability on EBA-type occurrence will
greatly influence the anopheline repertory that will pre-
dominate in the proximities of certain Yanomami com-
munities. For example, forest-loving mosquitoes such as
An. oswaldoi s.l., An. intermedius/An. guarao-like and
An. costai-like were predominant in Xaruna and Koiopi.

DISCUSSION

Malaria epidemiology in relatively undisturbed areas
of the Amazon Region may vary considerably between
regions, depending on if they are located in areas of low or
higher-order rivers and the nature of breeding sites asso-
ciated to the river floodplain system. This will determine
to a great extent which Neotropical malaria vectors will
occur and at what densities. All rivers in our study area
were low-order rivers, which are subject to short, poly-
modal and generally unpredictable flood pulses. These
flood pulses may also occur during the drier months of
the year, overflowing again the larval habitats associated
with rivers during this period. This type of wetland dy-
namic is associated with low-order rivers between first-
fifth stream order and depends to a great extent on the
intensity of local rainstorms (Junk et al. 2011). Large
Amazonian rivers and their floodplains are influenced
by long-lasting, monomodal and predictable flood pulses
(Junk et al. 2014). This flood pulse pattern is encountered
along the Amazon River and its major tributaries (rivers
of more than 5th stream order) (Junk et al. 2011).

Toototobi Parafuri
Bl OXlake [ NOX lake [ FAAR
[ FANAR B RP Il SFS = MFS

Fig. 7: effective breeding area (EBA) per larval habitat type in each
of the Yanomami villages surveyed in September and July 2013 for
Toototobi and Parafuri communities, respectively. FAAR: flooded
areas associated with the river; FANAR: flooded areas not associated
with the river; MFS: medium forest streams; NOX: nonoxbow lakes;
OX: oxbow lakes; RP: rainfall pools; SFS: small forest streams.
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There have been various classifications of larval habi-
tats that have been used for many mosquito species (Sil-
ver 2008). Few comprehensive attempts to classify breed-
ing sites of Neotropical anophelines have been proposed.
In one proposal, larval habitats for Anopheles albimanus
were classified in 16 clusters or habitat types and were
strictly defined according to dominant botanical and lim-
nological characteristics. The authors also ranked these
16 habitat types based on larval densities (Rejmankova et
al. 1992). In their review, Sinka et al. (2010) provided a list
of studies that reported the occurrence of the main Neo-
tropical malaria vectors in some of the most commonly
defined larval habitats. They were classified as large and
small water bodies and as either natural or man-made.
Lagoons, lakes, marshes, bogs and slow flowing rivers
were considered the main large natural breeding sites,
while small streams, seepage springs, pools, wells and
dips in the ground were found as the most common small
natural breeding sites for Neotropical anophelines. LAR
would include some previously reported permanent wa-
ter bodies such as lagoons and lakes.

In our study, we introduced the concept of LAR for
malaria ecology, which combines the two types of lar-
val habitats (OX and NOX lakes) that may have the most
influence on malaria transmission in unaltered areas of
the Amazon Basin, such as many of the indigenous ar-
eas located within low-order river systems. OX are the
most frequent type of lake in the Brazilian territory, es-
pecially in the Pantanal wetlands and Amazon Basin,
where a flat landscape and numerous meandering rivers
favours the formation of many of these lakes (Esteves
1998). More meandering rivers tend to form more OX
and thus areas with these characteristics may be more
prone to become breeding habitats for An. darlingi, lead-
ing to malaria transmission landscapes. Different levels
of hydrological connectivity propitiate colonisation by
different species of macrophytes, different composition
and water heaviness (Junk 2005), thus converting some
LAR to a suitable breeding place for certain species of
Anopheles. In addition, anopheline-washing episodes
will be more frequent in fully connected LAR than in
those that are more disconnected.

In a study carried out in the Solomon Islands, Belkin
(1954) introduced the term “effective breeding surface”
or “effective breeding site” to define those areas within
a larval habitat suitable for anopheline breeding. Areas
of open and deep standing water and water habitats with
open flowing water were considered not effective breed-

ing surfaces. In a posterior study, the “effective breed-
ing area” in an irrigated pastureland was stratified into
different microenvironments and, according to their
contribution to the total breeding area, a proportional
number of dips from each microenvironment were taken
(Silver 2008). We used the term EBA to define those wa-
ter surface areas that were productive for the different
anopheline species encountered in our study areas. We
refined the use of this concept by accurately quantifying
the EBA of the different larval habitats with the use of
a fine-scale precision and easy-to-use laser rangefinder.

With our classification, we propose a comprehensive
nomenclature that attempts to simplify different denomi-
nations of natural breeding sites for low-order river sys-

tems of the Amazon. The main characteristics that we
used for our classification were association to river flood
pulses, seasonality and degree of sun exposure. We found
that these were the best parameters to help us explain the
occurrence of density hotspots of certain anopheline spe-
cies and to characterise how they are dispersed during
the dry and wet seasons (J Sanchez-Ribas et al., unpub-
lished observations). Immature stage habitats were also
previously classified, including water permanence (per-
manent, semi-permanent and temporary) and sun expo-
sure (sunlight, partial shade and complete shade) as some
of the main classification criteria (Almirén & Brewer
1996). In a larval survey in West Virginia, 15 larval types
were described and mainly classified by their exposure
to the sun. Habitats within the sunlit category had water
surface and thus had immature mosquito stages exposed
to sunlight during most daylight hours. Larval habitats
located inside forests protected from direct sunlight were
classified as shaded (Joy & Clay 2002).

Manguin et al. (1996) reported the use of an inflatable
raft to sample microdams along the margins ofthe Sibun
River in Belize. In our study area, the use of a smaller
inflatable device was key to thoroughly sample the main

breeding habitats of An. darlingi in our study area, the
LAR. Otherwise, important anopheline microhabitats a
few meters from the lake shoreline, such as submersed
macrophytes EBA and floating debris exposed to the
sun, would not have been accessible by foot, resulting in
potential information bias regarding anopheline occur-
rence, larval habitat preferences and population densities.

The flight range of different anopheline species may

vary, although it has been considered that the maxi-
mum distance that anophelines may flight is up to 2 km.

However, it is believed that most of the flights occur at
shorter distances in the 0-2 km distance range (Service
1997). According to previous reports in the literature for
the flight range of Neotropical malaria vectors, we deter-
mined to collect sample from larval habitats in a range of
1 km from the Yanomami huts. This distance was con-
sidered epidemiologically relevant with a potential influ-
ence on the intra, peri and immediate extra-domiciliary
transmission environments of each village. However,
few studies have reported consistent data on dispersal
dynamics of Neotropical anophelines. In a mark-release-
recapture experiment, Charlwood and Alecrim (1989) re-
ported most recaptures to be up to 1 km away, although a
couple of An. darlingi were recaptured 7.2 km away from
the release point. It was also noted that other Amazoni-
an vectors such as Anopheles strodei, An. triannulatus
or An. oswaldoi may have a more limited flight range.
Achee et al. (2005) also performed a mark-release-recap-
ture study in which they confirmed that the recapture
rate for An. darlingi was greatest at 0 m (29%; 124/428)
and decreased by 11.6% (37/318) and 5.8% (21/361) at the
400 m and 800 m recapture sites, respectively.

Disease transmission and vector ecology studies have
consistently used tools such as remote sensing (RS) and
Geographic Information Systems, greatly facilitating the
ability to analyse relationships of vectors and diseases
over time and space (Rejmankova et al. 2013). However,
within the quite homogeneous landscape of undisturbed
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areas of the Amazon rainforest, RS may be particularly
difficult to perform in areas associated with low-order
river systems. For example, high-resolution satellite im-
agery (i.e., IKONOS images) does not exist for most of
the Brazilian Yanomami area and many small FAARand
LAR, and all habitats that are under the dense canopy
may be undetected on the freely available satellite images
(LANDSAT images) and thus it is impossible to precisely
locate and measure EBA and habitat size fluctuations.
On-site accurate measurement of water bodies with this
new field laser measurement approach may be the only
feasible way to quantify the EBA dynamics of the differ-
ent larval habitats in these remote areas of the Amazon.

Concluding remarks - We have proposed an easy-to-
use and accurate methodology for quantifying the EBA
dynamics of the main larval habitats of some key ma-
laria vectors of the Brazilian Amazon. We believe that
our classification of natural larval habitats and the new
larval sampling methodology will contribute to the un-
derstanding of the influence of breeding habitat types
on anopheline species-specific production and malaria
transmission seasonality in low-order river systems of
the Amazon. OX had enormous epidemiological rel-
evance in our study areas, as important Amazon vec-
tors such as An. darlingi, An. triannulatus s.s. and An.
oswaldoi s.l. thrived in abundance within their domains.
We recognise that this larvae methodology is especially
suitable for some Neotropical malaria vectors, as they
may breed in considerable large, spatially fixed and size
variable breeding habitats. However, we also foresee ap-
plicability of the larvae methodology to accurately de-
termine the EBA dynamics for larval habitats of other
dominant malaria vectors that exploit relatively large
and size-variable aquatic habitats. The larvae sampling
methodology may also assist in the planning of effec-
tive control measures directed at the immature mosquito
stages by precisely quantifying the tEBA (and EBA sub-
types) that must be targeted during time-limited larval
source management activities. Finally, with the reviewed
larval habitat nomenclature, we attempted to simplify
and standardise the classification of natural breeding
sites in low-order river systems of the Amazon Basin.
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