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“When it comes to anophelines, it may be said that their Creator had an 

inordinate fondness for sibling species”. 

(Krzywinski & Besansky, 2003. p.121). 
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RESUMO 
Anofelinos membros de complexos de espécies crípticas podem exibir 

diferenças comportamentais, de susceptibilidade a infecção malárica, e 
resistência a inseticidas. Assim, a identificação de espécies vetoras tem 
relevância epidemiológica, o que nem sempre é possível por critérios 
morfológicos. Métodos alternativos têm sido empregados para tal, como os que 
analisam regiões altamente conservadas do DNA ribossômico, variável entre 
as espécies, conhecidas como espaçadoras internas transcritas (ITS). 
Considera-se atualmente que o complexo Anopheles albitarsis seja composto 
por seis espécies: An. albitarsis s.s., An. oryzalimnetes, An. albitarsis F, An. 
marajoara, An. deaneorum, e An. janconnae. Destas, pelo menos as três 
últimas são incriminadas como vetores de malária na Amazônia brasileira. O 
objetivo deste estudo foi realizar identificação molecular de espécies do 
complexo An. albitarsis, por análise da seqüências do ITS2 do rDNA, com 
vistas a analisar sua importância na transmissão de malária nos municípios de 
Macapá, Amapá e Peixe-Boi, Pará, inclusive investigando pela primeira vez a 
ocorrência do An. albitarsis F nestas duas áreas epidemiologicamente distintas: 
a primeira com histórico de alto risco de transmissão de malária e a segunda 
não. O estudo foi realizado entre janeiro de 2009 e abril de 2010, e consistiu de 
capturas de anofelinos de 12 horas de duração (ecostofase) no peridomicílio. 
Todas as fêmeas coletadas foram morfologicamente identificadas e apenas os 
An. albitarsis s.l. tiveram cabeça e tórax separadas para análise da infecção 
natural por ELISA; ovários para análise de paridade e patas, asas e carcaça 
para identificação molecular. Em Macapá foram realizadas seis coletas, 
obtendo-se um total de 584 anofelinos, sendo 366 An. albitarsis s.l. (62,7%), 
167 An. darlingi (28,6%),  33 An. triannulatus s.l (5,6%), 15 An. braziliensis 
(2,6%) e 3 An. nuneztovari (0,5%). Pela PCR foi possível visualizar a banda 
específica de An. marajoara em 320 espécimes dos An. albitarsis s.l testados. 
Do restante, 33 foram negativos e 13 amplificaram um fragmento de ~490 pb 
nos iniciadores empregados, não permitindo chegar ao diagnóstico específico. 
O An. marajoara apresentou características biológicas e comportamentais que 
ratificam sua importância epidemiológica na transmissão de malária em 
Macapá, tais como: ser a espécie mais prevalente, com maior proporção de 
fêmeas paridas (73,0%), e portanto com maiores chances de se infectarem 
com o plasmódio, ocorrer tanto na estação menos quanto na mais chuvosa, e 
apresentar atividade hematofágica durante toda a ecostofase, alem disso, foi 
encontrado naturalmente infectado por P. vivax e P. falciparum (taxa de 
infecção natural de 3,1%). Em Peixe-Boi, foram capturados 43 anofelinos: An. 
triannulatus s.l (20 espécimes, 46,5 %), An. albitarsis s.l. (13: 30,2 %), An. 
darlingi (8: 18,6%),  e An. nuneztovari (2: 4,7%). Todos os An. albitarsis s.l. 
coletados foram identificados pela ITS2 como An. oryzalimnetes. Nenhum 
deles foi encontrado infectado pelos plasmódios testados, e a maioria das 
fêmeas era parida (84,6%). São necessários levantamentos entomológicos 
sistemáticos que analisem a importância deste anofelino na transmissão de 
malária na cidade.  O An. albitarsis F não foi encontrado nas duas áreas 
estudadas. Nossos resultados contribuem para o entendimento da 
epidemiologia da malária na região Amazônica brasileira.   

 



 

ABSTRACT 
 

Members of Anopheles cryptic species complexes may exhibit behavioral 
differences among them, the susceptibility to malaria infection, and resistance 
to insecticides, thus, the specific identification has epidemiological relevance, 
which is not always possible by morphological criteria. Alternative methods 
have been employed such as those that analyze highly conserved regions of 
ribosomal DNA, which varies among species, known as internal transcribed 
spacer (ITS). Anopheles albitarsis complex is currently composed of six 
species: An. albitarsis s.s., An. oryzalimnetes, An. albitarsis F, An. marajoara, 
An. deaneorum and An. janconnae. At least the last three are incriminated as 
malaria parasite vectors in the Brazilian Amazon. The aim of this study was to 
perform molecular identification of An. albitarsis complex species, for analysis of 
ITS2 rDNA sequences, in order to assess their importance in malaria 
transmission in the cities of Macapá, Amapa and Peixe-Boi, Para, including 
investigating the first time the occurrence of An. Albitarsis F in two 
epidemiologically distinct areas: the first with a history of high risk of malaria 
transmission and the second not (Peixe-Boi). All-night human landing catches 
of mosquitoes were carried out in the peridomestic environment, from January 
2009 and April 2010. The females collected were morphologically identified and 
only An. albitarsis s.l. was dissected: head and thorax were separated for 
analysis of natural infection by ELISA; ovaries for parity analysis and the 
carcass, legs and wings for molecular identification. In Macapá were collected 
584 mosquitoes: 366 An. albitarsis s.l. (62.7%), 167 An. darlingi (28.6%), 33 An. 
triannulatus s.l. (5.6%), 15 An. braziliensis (2.6%) and 3 An. nuneztovari (0.5%). 
It was possible to visualize the specific band An. marajoara in 320 specimens of 
An. albitarsis s.l. tested. Of the remainder, 33 were negative and 13 amplified a 
fragment of ~ 490pb, not allowing to reach the specific diagnosis. The An. 
marajoara specimens showed biological and behavioral characteristics that 
confirm their epidemiological importance in malaria transmission in Macapa, 
such as being the most prevalent species, with a higher proportion of parous 
females (73.0%), and therefore with the greatest chances of infected with 
Plasmodium, occur in both seasons (dry and wet), presenting biting activity in 
all hours worked, moreover, was found infected by P.vivax and P. falciparum 
(natural infection rate of 3.1%). In Peixe-Boi, were captured 43 anophelines: An. 
triannulatus s.l. (20 specimens, 46.5%), An. albitarsis s.l. (13, 30.2%) An. 
darlingi (8, 18.6%), and An. nuneztovari (2, 4.7%). All An. albitarsis s.l. collected 
were identified by ITS2 as An. oryzalimnetes. None was found infected by 
Plasmodium, and the vast majority was parous females (84.6%). Systematic 
entomological surveys are needed to analyse the importance of An. 
oryzalimnetes in malaria transmission in the city. The An. albitarsis F was not 
found in the two areas studied. Our results contribute to our understanding of 
the epidemiology of malaria in the Brazilian Amazon region. 
 
 

 
 
 



 

  1 INTRODUÇÃO 

1.1 MALÁRIA HUMANA  

A malária humana é causada por espécies de protozoários do gênero 

Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale (Bruce-Chwatt, 

1988). Mais recentemente, casos da doença foram atribuídos também ao P. 

knowlesi (Cox-Singh & Singh, 2009).  

Por divergências detectadas na seqüência nucleotídica do gene da 

proteína Circunsporozoita (CS) em isolados de P.vivax, reconhece-se três 

variantes desta espécie: a VK 210 (P.vivax clássico), a VK 247 (Mann et al., 

1995; Rosenberg et al., 1989; Lim et al., 2001) e a P. vivax-like (Qari et al., 

1993). 

As espécies de plasmódio alternam seu ciclo de desenvolvimento entre 

o homem (hospedeiro vertebrado), onde se reproduzem assexuadamente por 

esquizogonia, e mosquitos do gênero Anopheles, em cujo organismo se realiza 

a reprodução sexuada do parasito por esporogonia (Vlachou et al., 2006; 

Sinden, 2009). 

A ocorrência de esplenomegalia, um sinal clínico da malária em múmias 

datadas de 3.000 anos, sugere que a relação desta doença com a humanidade 

é bastante antiga (Bruce-Chwatt, 1988). É considerada na atualidade uma das 

mais devastadoras protozooses que afetam o planeta, com impacto principal no 

Sub-Saara africano (Breman et al., 2004; Hay et al., 2009). 

Consideram-se como fatores que favorecem a manutenção e o aumento 

da casuística: 1) biológicos: resistência dos plasmódios às drogas 



 

antimaláricas e dos mosquitos aos inseticidas; 2) sociais: guerras e 

perturbações civis, migração e aumento da população; e 3) ambientais: 

mudanças no ambiente e no clima (Breman et al., 2001; Greenwood & 

Mutabingwa, 2002; Paaijmans et al., 2009).  

No Brasil, a malária pode ser classificada como doença de baixa a 

média endemicidade e de distribuição heterogênea, pois é na Região 

Amazônica que ocorre a maioria dos registros, aproximadamente 99,5% da 

casuística nacional, com maior prevalência do P. vivax (Oliveira-Ferreira et al., 

2010). Em 2006, ocorreram 396.000 notificações por esta espécie, 

correspondendo a 73,4% do número total de casos da região (Situação 

epidemiológica da Malária no Brasil, ano de 2006. Disponível em: < 

http://www.portal.saude.gov.br>. Acesso em 26/08/2009). 

São fatores que favorecem os altos índices da malária no Brasil, em 

particular na Amazônia: aumento da migração urbana e periurbana e a 

implantação de projetos de agricultura, mineração e hidroelétricos (Tadei et al., 

1998; Ferreira-Gonçalves & Alecrim, 2004; Castro et al., 2006; Tauil, 2006). 

Considera-se ainda, a falta de conhecimento da ecologia e do comportamento 

dos mosquitos (Zimmerman, 1992), o desenvolvimento de resistência dos 

plasmódios aos antimaláricos (Couto et al., 1995; Calvosa et al., 2001; Vieira et 

al., 2004; Anderson, 2009), e dos mosquitos aos inseticidas (Suarez et al., 

1990; Curtis, 2002). 

 

  



 

1.2 VETORES DA MALÁRIA HUMANA 

Os transmissores da malária humana são artrópodes da Classe Insecta, 

Ordem Diptera, Subordem Nematocera, Família Culicidae e Subfamília 

Anophelinae (Forattini, 1962).  

1.2.1 Ciclo biológico 

Os anofelinos são insetos holometábolos, por desenvolverem-se de ovo 

a adulto passando pelas fases de larva e de pupa (Forattini, 1962).  

Seus ovos são ovais ou elípticos, possuem flutuadores, e têm simetria 

bilateral, sendo depositados isoladamente pelas fêmeas na superfície dos 

criadouros (Consoli & Oliveira, 1994).  

As larvas são aquáticas, com aspecto "vermiforme", coloração variável e 

simetria bilateral. Possuem o corpo dividido em cabeça, tórax e abdômen, e 

durante seu desenvolvimento, que varia de 8 a 10 dias passam por quatro 

estadios ou mudas (larvas de 1o ao 4o estadio) (Forattini, 1962). O aparelho 

bucal das larvas é do tipo mastigador-raspador (Consoli & Oliveira, 1994). 

 A fase onde ocorre a metamorfose é chamada de pupa. Esta possui o 

corpo coberto por cerdas e dividido em cefalotórax (cabeça e tórax) e 

abdômen. É considerada larva de 4o estadio, mas sem aparelho bucal (não se 

alimenta). Respira pelas trombetas respiratórias, onde são encontrados os 

espiráculos (Consoli & Oliveira, 1994).  

 Do ambiente aquático emergem os indivíduos adultos (machos e 

fêmeas). Estes possuem o corpo coberto de escamas e cerdas, dividido em 

cabeça, tórax e abdômen. Na cabeça estão os principais órgãos dos sentidos: 



 

olhos compostos, antenas (pilosas nos machos e plumosas nas fêmeas), 

palpos (longos em relação à probóscida), além do aparelho bucal tipo picador, 

ou pungitivo (probóscida, ou tromba), formada por 2 mandíbulas, 2 maxilas, 

hipofaringe (canal salivar) e labro (canal alimentar por onde passa o sangue 

puncionado). No tórax estão os apêndices de locomoção: pernas (2 anteriores, 

2 médias e 2 posteriores) e duas asas funcionais (cobertas de escamas 

escuras e claras), além dos haltéres, ou balancins (asas vestigiais). Grande 

parte dos órgãos internos (aparelho digestivo, reprodutor e excretor) encontra-

se no abdômen (Consoli & Oliveira, 1994). 

As fêmeas de anofelinos além da ingestão de carbohidratos 

(alimentação exclusiva do macho), necessitam das proteínas do sangue de 

animais para o desenvolvimento e maturação de seus ovos (Consoli & Oliveira, 

1994). Espécies com preferência por sangue de animais (zoófilas) são 

encontradas com freqüência no ambiente extradomiciliar (exófilas); enquanto 

as que preferem se alimentar em humanos (antropófilas) são capturadas 

habitualmente no peridomícilio (área próxima ao domicílio onde ocorre 

movimentação humana) e intradomicílio (endófilas) (Forattini, 1962). 

   

1.2.2 Classificação taxonômica 

A classificação tradicional da Subfamília Anophelinae baseada em 

caracteres morfológicos considera este táxon constituído dos seguintes 

gêneros: Anopheles, Chagasia e Bironella (Harbach, 2004). De acordo com 

Sallum et al. (2000), análises morfológicas e moleculares, não distinguem este 



 

último como um gênero, sendo considerado, pois um grupo monofilético dentro 

do Gênero Anopheles.  

É no gênero Anopheles, de grande importância em saúde pública, que 

se encontram todos os vetores conhecidos da malária humana. São 444 

espécies formalmente denominadas e distribuídas em sete subgêneros 

(Harbach, 1994; Harbach et al., 2005): Anopheles, de distribuição cosmopolita; 

Baimaia, restrito ao sudeste da Ásia (Harbach et al., 2005); Cellia, presente 

nas regiões Afrotropical, Oriental e Australiana; e aqueles encontrados 

somente na região Neotropical: Stethomyia, Kerteszia, Nyssorhynchus e 

Lophopodomyia.  

No Brasil, espécies do subgênero Nyssorynchus são consideradas 

importantes vetoras de malária humana:  

1) An. darlingi Root, 1926, de grande susceptibilidade à infecção e ampla 

distribuição geográfica, considerado vetor primário de malária em muitas 

regiões da Amazônia (Rachou, 1958);  

2) An. aquasalis, presente principalmente ao longo da zona costeira do país e 

regiões áridas do Nordeste, Pará e Amapá (Galvão et al. 1942; Deane, 1986; 

Póvoa et al., 2003; Silva et al., 2006, Fauna anofélica...; Silva et al., 2006, 

Susceptibility of An. aquasalis...);  

3) An. albitarsis sensu lato (s.l.) Lynch-Arribalzaga, 1878, com espécies de 

importância epidemiológica (Klein, Lima, Tada & Miller, 1991; Conn et al., 

2002);  



 

4) An. oswaldoi s.l. Peryassú, 1922, importante vetor no estado do Acre 

(Branquinho et al., 1996).  

Outras espécies deste subgênero são encontradas naturalmente 

infectadas (detectadas por métodos de dissecção e/ou provas imunológicas), 

entretanto não apresentam importância epidemiológica comprovada: An. 

braziliensis Chagas, 1907; An. nuneztovari Galbaldon, 1940; An. triannulatus 

s.l Neiva & Pinto,1922; An. strodei Root, 1926; An. evansae Brethes, 1926 e 

An. galvaoi Causey, Deane & Deane, 1945 (Deane, 1986; Arruda et al., 1986; 

Póvoa et al., 2003). 

Entre as espécies neotropicais transmissoras de malária, algumas têm 

ampla distribuição geográfica e importância epidemiológica primária em 

determinada região, por isso são classificadas como vetores regionais. Outras 

se comportam como bons vetores da doença em uma região mais restrita, e 

são chamadas de vetores locais (Rubio-Palis & Zimmerman, 1997).   

 

1.2.3 Complexos de espécies crípticas  

Dentre os muitos conceitos presentes na literatura, admite-se complexo 

de espécies crípticas como um conjunto de duas ou mais espécies 

indistinguíveis por critérios morfológicos (pelo menos superficialmente) e que 

são ou foram classificadas como um único táxon (Bickford et al., 2007). Outros 

autores consideram que tais espécies devam apresentar ainda divergência 

evolutiva recente, sejam separáveis apenas a nível molecular, ocorram em 

simpatria e apresentem isolamento reprodutivo entre elas (Stebbins, 1950, 

apud Bickford, et al., 2007.p.149).  



 

A ocorrência de complexos é comum entre os artrópodes, inclusive nos 

de importância médica, como os anofelinos. Assim, o reconhecimento de suas 

espécies tem relevância epidemiológica, uma vez que podem exibir diferenças 

comportamentais, quanto à susceptibilidade à infecção e resposta às medidas 

de controle. No complexo An. gambiae, por exemplo, vetor primário de malária 

no continente africano, as espécies divergem quanto à resistência aos 

inseticidas (Casimiro et al., 2006). 

Os primeiros relatos de ocorrência de espécies crípticas entre mosquitos 

da Sufamília Anophelinae datam das décadas de 1920 e 1930 (Collins & 

Paskewitz, 1996). Considera-se que atualmente pelo menos a metade de 

mosquitos desta subfamília constitua complexos de espécies, e devido às 

dificuldades de identificação morfológica, técnicas alternativas, como as que 

envolvem análise de DNA, têm se mostrado úteis para estudos taxonômicos, 

pois disponibilizam informações não somente para a separação das espécies 

como também para estudos de filogenia (Collins & Paskewitz, 1996; Beebe & 

Cooper, 2000; Norris, 2002). Bickford et al. (2007) ressaltam a importância de 

informações adicionais sobre os taxa analisados, tais como aspectos 

ecológicos, comportamentais e anatômicos. 

Krzywinski & Besansky (2003) consideram que o método ideal para a 

identificação de espécies crípticas deve apresentar as seguintes 

características: ser uma técnica rápida, de baixo custo e de fácil implantação, 

aplicável aos vários estádios de desenvolvimento dos mosquitos e útil para 

ambos os sexos. Além disso, permitir a obtenção dos mesmos resultados em 

qualquer local onde forem empregados. 



 

1.2.4 Metodologias utilizadas para o estudo de complexo de espécies 

A espécie é uma das unidades fundamentais da biologia, comparável 

em importância aos genes, células e organismos, daí a importância de sua 

delimitação. Mudanças morfológicas entretanto, nem sempre são observadas 

como consequencia do processo de especiação (Queiroz, 2006). Assim, 

metodologias alternativas à morfologia tradicional são utilizadas, destacando-se 

os estudos de cruzamentos, as análises citogenéticas, os trabalhos 

enzimáticos e as técnicas de biologia molecular baseados em marcadores 

presentes no genoma dos indivíduos.    

1.2.4.1 Cruzamentos  

Originalmente, a definição de uma espécie era baseada exclusivamente 

na distinção de caracteres morfológicos ou fenéticos (conceito taxonômico) 

(Futuyma, 1992). Atualmente, não existe consenso na Biologia sobre o 

conceito de uma espécie, havendo, pois uma variedade deles, dentre os quais 

o evolutivo, o ecológico e o biológico (CBE). Apesar das dificuldades de 

aplicação em alguns grupos taxonômicos, biólogos que estudam os 

mecanismos de especiação se baseiam no referencial teórico do CBE (Wiens, 

2004; Aleixo, 2007), segundo o qual uma espécie consiste em indivíduos de 

uma população natural, que expressam potencial de intercruzamento entre si e 

isolamento reprodutivo dos demais (Mayr, 1942).  

Assim, em muitas espécies, em geral o cruzamento entre dois indivíduos 

origina uma prole de machos e fêmeas férteis. A perda da fertilidade entre eles 

pode levar a especiação incipiente, culminando no isolamento reprodutivo 



 

parcial e até total de seus membros e, finalmente, progredir para a inviabilidade 

completa de seus híbridos (Forsdyke, 1999; 2000).  

Em natureza, populações de híbridos têm sido identificadas oriundas de 

cruzamento de espécies do complexo An. gambiae, numa frequência estimada 

inferior a 0,1% (Coluzzi et al., 1979; Touré et al., 1998). Baixo número de 

inversões cromossômicas em An. albitarsis s.l. indicam também baixa taxa de 

hibridismo entre espécies deste complexo (Kreutzer et al. 1976), indicando que 

barreiras etológicas têm importância primária na manutenção de espécies 

reprodutivamente isoladas (Coluzzi & Kitzmiller, 1975).  

A especiação causada por isolamento pós-zigótico em muitos taxa, em 

particular a determinada pela esterilidade dos híbridos, obedece à regra de 

Haldane, segundo a qual, se um cruzamento interespecífico produzir híbridos 

estéreis ou inviáveis, estes serão quase sempre do sexo heterogamético (XY), 

sendo o homogamético (XX) em geral fértil (Haldane, 1922; Coyne & Orr 1997; 

Orr, 1997; Forsdyke, 2000).  

Das muitas explicações para a regra de Haldane, duas são mais aceitas: 

a teoria da dominância e a teoria do faster male (Presgraves & Orr, 1998). A 

primeira, proposta em 1940 por Muller e formalizada em modelos matemáticos 

por Orr (1993), Orr & Turreli (1996), Turelli & Orr (1995, 2000), refere que a 

maioria dos genes responsáveis pela esterilidade e inviabilidade de híbridos é 

recessivo ligada ao cromossomo X. Assim, indivíduos XY, em hemizigose, 

seriam mais afetados pelos efeitos dos alelos que causam isolamento pós-

zigótico, diferentemente daqueles XX que não expressariam seus efeitos em 

heterozigose. A segunda baseia-se em divergências quanto ao tempo de 



 

evolução de genes localizados em loci diferentes relacionados à fertilidade, e 

que teriam evoluído anteriormente aos das fêmeas, o que explicaria a 

esterilidade preferencial de híbridos no sexo masculino. Esta hipótese tem sido 

apoiada por estudos realizados em drosófilas (Hollocher & Wu, 1996; 

Sawamura, 2000; Tao & Hartl, 2003), em mosquitos do gênero Aedes 

(Presgraves & Orr, 1998), e evidenciada em reprodução experimental de 

espécimes de An. albitarsis mantidos em colônia (Lima et al., 2004). 

Estudos envolvendo cruzamento com posterior hibridização para análise 

de anomalias, taxas de sobrevivência, proporção de machos e fêmeas, 

estrutura das gônadas e fertilidade têm sido empregados desde as primeiras 

décadas do século XX com o objetivo de demonstrar a existência de complexos 

de espécies e/ou separar espécies crípticas de anofelinos, conforme revisão de 

Coluzzi & Kitzmiller (1975). No Brasil, os únicos estudos realizados, confirmam 

o status específico de An. albitarsis B e An. deaneorum (Klein, Lima & Toda-

Tang, 1991), e An. albitarsis s.s. e An. deaneorum (Lima et al., 2004).  

Experimentos de hibridização têm importantes limitações práticas na 

rotina: são incompatíveis em grande escala, muito trabalhosos e sua execução 

requer muito tempo (Coluzzi,1984) (Figura 1). 



 

 

Figura 1. Procedimento utilizado para a realização de experimentos de 

hibridização (cruzamento em laboratório): 1: Machos são anestesiados; 2: 

Estilete é introduzido no tórax e realizada a decaptação; 3: Machos 

decaptados; 4: Realizado contato da genitália do macho com a genitália da 

fêmea anestesiado; 5: Após a cópula a fêmea é depositada em copo telado 

(Retirado de WHO, 1975, modificado).  

 

1.2. 4.2 Citogenética  

A utilização da citogenética para fins taxonômicos de anofelinos teve 

início a partir dos trabalhos de Frizzi (1947) em complexos encontrados na 

Europa. Trabalhos posteriores demonstraram que a investigação de rearranjos 

no padrão de bandas de cromossomos politênicos é útil para a identificação de 

espécies crípticas (Coluzzi & Sabatini, 1967; 1968; 1969; Colluzi et al., 1979; 

Green & Hunt, 1980; Mahon, 1983; Coluzzi et al., 2002).  
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Preparações mitóticas de glândulas salivares de larvas de An. albitarsis 

s. l., coletadas no Brasil revelaram que esta espécie possui dois pares de 

cromossomos autossômicos (um submetacêntrico e outro metacêntrico) e um 

par sexual, homomórfico e acrocêntrico nas fêmeas (XX) e heteromórfico com 

aspecto puntiforme nos machos (Rafael et al., 2005; 2006). Este cariótipo 

aparece notavelmente conservado e constante no gênero Anopheles, exceto 

por mudanças quantitativas e qualitativas na heterocromatina do Y e pelo 

menos na metade do X (Coluzzi, 1982). 

De fato, estudos citogenéticos permanecem como ferramenta confiável 

para diferenciar as espécies do complexo An. gambiae (Coluzzi et al., 1979; 

Coluzzi, 1985), assim como para distinguir as nove espécies do complexo An. 

funestus (Green & Hunt, 1980). 

Espécies do subgênero Nyssorhynchus têm sido analisadas por 

cromossomo politênico de larvas (Kitzmiller et al., 1973; Moncada-Perez & 

Conn, 1992; Conn et al., 1993), inclusive An. albitarsis s.l cujas inversões 

detectadas no cromossomo X com aproximadamente 98% de certeza, 

permitiram a separação de três populações citogenéticas distintas: a população 

B1 do Brasil, com uma inversão heterozigota no X e duas nos autossomas; a 

população B2, simpátrica com B1 no Brasil, com duas inversões no X e dez 

nos autossomas; e a população C da Colômbia e Venezuela, com três 

inversões no cromossomo 2 e três no cromossomo 3 (Kreutzer et al.,1976).  

No entanto, o estudo de cromossomos politênicos em anofelinos 

apresenta desvantagens para sua execução: é estadio específico e/ou sexo 

limitado; a interpretação do padrão de bandeamento requer tempo considerável 



 

e expertise; nem todas as espécies apresentam cromossomo politênico com 

padrão de bandeamento discernível e com diferenças no padrão de 

bandeamento das espécies crípticas (Hunt et al., 1998; Somboon et al., 2001).  

Apesar de suas limitações, este método ainda integra muitos trabalhos 

com complexo de espécies (Norris, 2002).  

1.2. 4.3 Análises enzimáticas  

Análises enzimáticas refletem diferenças na mobilidade de isoenzimas 

em um campo elétrico, resultantes de divergências na composição ou 

seqüências dos aminoácidos que compõem as proteínas, produzidas por 

seqüências distintas de DNA. Se os padrões de bandas de dois indivíduos 

diferem, assume-se que estas diferenças reflitam variabilidade genética e que 

sejam herdáveis.  

Desta forma a separação e reconhecimento de enzimas espécie-

específica ou o padrão de mobilidade eletroforética, podem ser utilizados como 

marcadores moleculares em estudos de taxonomia e sistemática, e permitir a 

identificação de espécies crípticas (Foley & Bryan, 1993; Van Bortel et al., 

1999), e/ou a construção de chaves eletroforéticas (Mahon et al., 1976; Narang 

et al., 1989; Foley & Bryan, 1993). 

No complexo An. minimus, a análise de isoenzimas é considerada 

“padrão ouro” para identificação das espécies membros (Green et al.,1990; Van 

Bortel et al., 1999).  



 

Estudo realizado em onze loci enzimáticos de populações de An. 

albitarsis s.l. do Brasil e da Argentina, permitiu a separação dos espécimes em 

cinco grupos subdivididos em dois grupos (I e II). Tais resultados subsidiaram a 

distinção morfológica e a descrição de An. deaneorum (Rosa-Freitas et 

al.,1990). 

A degradação proteica que ocorre rapidamente após a morte do 

organismo constitui um problema para o emprego de enzimas em testes 

diagnósticos. Desta forma, os espécimes devem ser frescos ou mantidos 

congelados para posterior análise, uma exigência difícil de estabelecer em 

condições de campo, além de requerer uma quantidade maior de material, 

comparado com poucos nanogramas de DNA. Além disso, bons resultados não 

são obtidos para separação de espécies reprodutivamente isoladas há pouco 

tempo (Krzywinski & Besansky, 2003). Atualmente, esta técnica tem sido 

substituída por metodologias baseadas na análise de DNA (Norris, 2002).  

1.2. 4.4 Técnicas baseadas em análise do DNA 

As limitações das técnicas utilizadas em taxonomia, conduziram à 

investigação de métodos que, com maior segurança e reprodutibilidade, 

permitissem a identificação das espécies, particularmente às crípticas. Desta 

forma, metodologias baseadas em DNA, tanto por técnicas de hibridização 

(que utilizam sequências espécie-específicas), quanto por amplificação de 

segmentos na Reação em Cadeia da Polimerase- PCR, facilitaram estudos 

taxonômicos, especialmente em complexos de espécies. Este tipo de 

metodologia apresenta inúmeras vantagens, tais como: o DNA pode ser 



 

facilmente obtido de material fresco, seco ou preservado em álcool; não é 

limitado a um estadio ou sexo específico; e oferece inúmeros marcadores 

genéticos em regiões codificadoras e não codificadoras (Krzywinski & 

Besansky, 2003).  

Desde então, o número de marcadores genéticos disponíveis para o 

estudo dos anofelinos tem aumentado consideravelmente e tem sido úteis para 

investigações em taxonomia molecular, sistemática evolutiva e genética de 

populações, dentre outras (Norris, 2002).  

Tais marcadores podem ser utilizados em técnicas de abordagem indireta 

ou arbitrária, em áreas do genoma de que não se tenha nenhum conhecimento 

prévio, como por exemplo, o RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA) 

que analisa polimorfismos de moléculas do DNA pela técnica de PCR, usando 

iniciadores (primers) curtos que amplificam segmentos aleatórios de DNA 

(Norris, 2002; Krzywinski & Besansky, 2003). Esta técnica foi útil para a 

identificação de quatro espécies membros do complexo An. albitarsis 

(Wilkerson, Gaffigan & Lima, 1995; Wilkerson, Parsons & Klein, 1995), porém, 

inconsistente para separação de espécies do complexo An. minimus (Kengne 

et al., 2001). 

Outros marcadores são utilizados em técnicas de abordagem direta, que 

analisam sequências de nucleotídeos geralmente presentes em regiões 

repetitivas de genes conservados do genoma, como as sequências do DNA 

ribossômico (rDNA), bastante empregados em estudos de filogenia, análise de 

populações e distinção de espécies crípticas (Pastewitz & Collins, 1997).  



 

O rDNA dos eucariotos é constituído por uma família multigênica  

responsável pela síntese dos RNAs ribossomais e está organizado em 

unidades repetitivas em tandem.  As unidades são separadas uma das outras 

por espaçadores intergênicos não codificadores, chamados IGS (Intergenic non 

Transcribed Spacer), e são formadas por sequências altamente conservadas 

codificadoras dos rRNAs: 18S, 5.8S e 28S (Pastewitz & Collins, 1997). A região 

5.8S localiza- se entre duas regiões espaçadoras ITS (Internal non coding 

Transcribed Spacer): ITS1 e ITS2, que podem ser altamente variáveis no 

tamanho e na sequencia de nucleotídeos, inclusive entre espécies intimamente 

relacionadas (Collins & Paskewitz, 1996; Marrelli et al., 2006; Li & Wilkerson, 

2007) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

Fig. 2. Estrutura do DNA ribossomal. ITS: Espaçador interno transcrito; ETS: 

espaçador externo transcrito (Fonte: Pastewitz & Collins, 1997, modificado). 

 

As regiões ITS1 e ITS2 constituem ferramentas úteis para a identificação 

de espécies crípticas de anofelinos (Paskewitz & Collins, 1990; Walton et al., 

28S ETS         18S                   5.8S                    28S 

Espaço intergênico                                  ITS1           ITS2 



 

1999; Torres et al., 2000; Wilkerson et al., 2004; Li & Wilkerson, 2005; Alam et 

al., 2007).  

Outros marcadores, como genes para Citocromo Oxidase I (COI) e 

Citocromo Oxidase II (COII) do genoma mitocondrial, polimorfismos de 

comprimento de fragmentos de restrição (RFLP) (que analisa polimorfismos 

através de corte com enzima de restrição), e microssatélite também têm sido 

utilizados para solucionar problemas taxonômicos e evolutivos relacionados a 

espécies crípticas (Norris, 2002; Krzywinski & Besansky, 2003; Lehr et al., 

2005). 

 

1.3 O COMPLEXO ALBITARSIS 

1.3.1 Identificação morfológica 

A identificação morfológica de An. albitarsis s.l. segue a combinação dos 

seguintes caracteres: tarsos posteriores com os três últimos artículos tarsais 

inteiramente brancos; primeira mancha escura da veia costa (pré-umeral 

escura) menor que a mancha clara seguinte; tarso posterior I com anel claro 

apical; esternito abdominal I com duas linhas de escamas brancas; tergitos 

abdominais com tufos pósteros-laterais de escamas escuras a partir do 

segmento III; tergito VIII com escamas amareladas e brancas; manchas claras 

das veias anteriores da asa, particularmente da costa, formadas por escamas 

quase tão alvas quanto as dos tarsos posteriores (Deane et al., 1946) (Figura 

3).  

 



 

 

 

 

 

 

                                                  

 

 

                                           

 

 

 

Fig. 3: Aspectos morfológicos de An. albitarsis s.l. A: Asa mostrando a primeira 

mancha escura da veia costa (pré-umeral escura) menor que a mancha clara 

seguinte; B: Perna posterior com os três últimos tarsômeros inteiramente 

brancos; C: Esternito com fileiras de escamas brancas; D: Tergitos abdominais, 

com tufos pósteros-laterais de escamas pretas a partir do segmento III. (Fonte: 

Deane et al., 1946).  

 

Chaves baseadas em característica da genitália masculina, também são 

utilizadas para a identificação específica dos anofelinos (Causey et al.,1947). 
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1.3.2 Espécies que compõem o complexo An. albitarsis   

Inicialmente An. (Nyssorhynchus) albitarsis Lynch-Arribalzaga, 1878 foi 

descrito como uma única espécie.  Por ser, entretanto, um anofelino de ampla 

distribuição geográfica (do norte da Guatemala até o norte da Argentina), 

polimórfico, exibir diferenças comportamentais (Rosa-Freitas et al.,1990; Deane 

et al.,1948), e citogenéticas (presença de inversões cromossômicas) (Kreutzer 

et al.,1976; Kitzmiller,1977), suspeita-se que constituía na verdade um 

complexo de espécies (Rosa-Freitas et al.,1990; Wilkerson, Gaffigan & Lima, 

1995; Wilkerson, Parsons & Klein, 1995; Li & Wilkerson, 2005).  

Em seu trabalho de revisão taxonômica dos anofelinos, Linthicum (1988) 

considera a existência de duas espécies morfologicamente distintas, hoje 

reconhecidamente aceitas como membros do complexo An. albitarsis: An. 

albitarsis s.s. Lynch-Arribalzaga, 1878 e An. marajoara, esta última descrita a 

partir de espécimes coletados na ilha do Marajó, estado do Pará, por Galvão & 

Damasceno (1942).  

Resultados de análises citogenéticas (Kreutzer et al.,1976), enzimáticas 

e moleculares (Narang et al., 1993; Wilkerson, Gaffigan & Lima, 1995; 

Wilkerson, Parsons & Klein, 1995; Li & Wilkerson, 2005) realizadas em 

espécimes de An. albitarsis s.l. revelam a existência de populações 

geneticamente distintas, levando à conclusão de não ser uma espécie 

monotípica (Conn & Mirabello, 2007).  

A terceira espécie, separada das duas outras, por diferenças 

morfológicas e enzimáticas encontradas em formas adultas e larvárias foi 



 

descrita em 1989 por Rosa-Freitas, a partir de espécimes de An.albitarsis s.l. 

coletados nos estados de Rondônia e Acre, recebendo a denominação de An. 

deaneorum. Resultados de análises filogenéticas revelam evidências de que 

este anofelino seja formado por um complexo de espécies crípticas (Bourke et 

al., 2010). 

Posteriormente, Wilkerson, Gaffigan & Lima (1995) e Wilkerson, Parsons 

& Klein (1995) separaram por RAPD-PCR as três espécies anteriormente 

descritas e demonstraram a ocorrência de uma quarta conhecida como An. 

albitarsis B, recentemente descrita por Motoki et al., (2009) a partir de análise 

comparativa morfológica e morfométrica de indivíduos adultos, como 

Anopheles oryzalimnetes Wilkerson & Motoki, 2009. 

Hoje considerada nova espécie desse complexo, o An. albitarsis E foi 

identificado após sequenciamento do gene citocromo oxidase I (COI), realizado 

por Lehr et al. (2005), a partir de exemplares coletados no Brasil e na 

Venezuela. Ressalta-se, que embora seqüências ITS2 não terem sido úteis 

para sua separação das demais espécies desse complexo (Li & Wilkerson, 

2005; 2007), resultados de análises de DNA mitocondrial, Bayesianas e de 

microssatélites confirmaram seu status específico (Póvoa et al., 2006; Conn & 

Mirabello, 2007), assim como também estudos morfológicas e morfométricas, 

permitindo a redescrição da espécie por Motoki et al. (2009), como Anopheles 

janconnae Wilkerson & Sallum, 2009. 

A sexta e última espécie críptica deste complexo ocorre de forma 

simpátrica com An. marajoara em uma área endêmica de malária da Colômbia.  

Foi identificada por Brochero et al. (2007), a partir de análise do DNA 



 

ribossomal (rDNA ITS2) e sequênciamento do gene White, como An. albitarsis 

F. 

Resume-se, então, que o complexo An. albitarsis é constituído pelas 

seguintes espécies: An. albitarsis s.s. (espécie A); An. oryzalimnetes (espécie 

B); An. marajoara (espécie C); An. deaneorum (espécie D), An. janconnae 

(espécie E) e a não formalmente descrita An. albitarsis F (espécie F) 

(Wilkerson, Gaffigan & Lima, 1995; Wilkerson, Parsons & Klein, 1995; Lehr et 

al., 2005; Brochero et al., 2007; Conn & Mirabello, 2007; Motoki et al., 2009). 

Vale ressaltar que entre os membros deste complexo, além das 

diferenças moleculares (Wilkerson, Gaffigan & Lima, 1995; Wilkerson, Parsons 

& Klein, 1995; Li & Wilkerson, 2005), também são observadas diferenças 

comportamentais (Galvão & Damasceno, 1944; Rosa-Freitas et al.,1990); 

epidemiológicas (Galvão & Damasceno, 1944), citogenéticas (Kreutzer et 

al.,1976) e bioquímicas (Rosa-Freitas et al.,1990), bem como a existência de 

barreiras pós-copulatórias (machos híbridos estéreis) (Klein, Lima & Toda-

Tang, 1991; Lima et al., 2004). 

 

1.3.3 Distribuição geográfica  

An. albitarsis s.l. é uma espécie de ampla distribuição na região 

neotropical, sendo encontrada nos países da América do Sul e Central, exceto 

na parte ocidental sul-americana. É muito comum no Brasil, onde apresenta 

ampla distribuição geográfica (Rosa-Freitas et al.,1990; Consoli & Oliveira, 

1994; Conn & Mirabello, 2007).  



 

Informações de ocorrência das espécies deste complexo baseada em 

critérios morfológicos e marcadores moleculares (RAPD-PCR, rDNA e ITS2), 

encontram-se no Quadro 1. 

Quadro 1. Relato da ocorrência das espécies do complexo An. albitarsis s.l, 

por país. 

 

Apesar de cinco das seis espécies deste complexo serem detectadas no 

Brasil, elas não apresentam um padrão homogêneo de distribuição. Assim, 

exemplares de An. albitarsis s.s. são encontrados nas regiões Sul (Paraná, 

Santa Catarina) e Sudeste do país (São Paulo); An. oryzalimnetes é    

identificado nas regiões Norte (Pará, Amapá e Rondônia), Nordeste (Bahia e 

Ceará) e Sudeste (São Paulo, Rio de Janeiro e Espírito Santo); An. marajoara 

nas regiões Norte (Amazonas, Pará, Amapá, Rondônia), Centro-Oeste (Mato 

Espécie País Autores 
An. albitarsis s.s Brasil, Paraguai e 

Argentina  
Wilkerson, Gaffigan & Lima, 
(1995); Wilkerson, Parsons & 
Klein (1995). 

An. oryzalimnetes Brasil e Paraguai  Wilkerson, Gaffigan & Lima, 
(1995); Wilkerson, Parsons & 
Klein (1995). 

Brasil  Wilkerson, Gaffigan & Lima, 
(1995); Wilkerson, Parsons & 
Klein (1995). 

Colômbia e 
Paraguai 

Li & Wilkerson (2005); Wilkerson, 
Gaffigan & Lima, (1995). 

Venezuela Rubio-Pallis et al.(2003) 

 
 
 
 
An. marajoara 

Bolivia, Costa Rica 
e Trinidad e 
Tobago 

Chadee & Wilkerson (2006) 

An. deaneorum Brasil e Argentina Wilkerson, Gaffigan & Lima, 
(1995). 

An. janconnae Brasil e Venezuela Lehr et al. (2005) 
An. albitarsis F Colômbia Brochero et al. (2007) 



 

Grosso) e Sudeste (São Paulo); An. deaneorum região norte (Rondônia e 

Acre) e sul do país (Paraná,) e An. janconnae apenas na região Norte do país 

(Roraima) (Wilkerson, Gaffigan & Lima, 1995; Wilkerson, Parsons & Klein, 

1995; Póvoa et al., 2001; 2006; Conn et al., 2002; Silva-Vasconcelos et al. 

2002; Li & Wilkerson, 2005; Galardo et al., 2007; Motoki et al., 2009). 

 Relatos de identificação das espécies deste complexo no estado do 

Pará indicam que podem ser encontradas nos município de Belém (An. 

oryzalimnetes), Capanema (An. marajoara e An.oryzalimnetes), Primavera 

(An. oryzalimnetes), Cachoeira do Arari na ilha do Marajó (An. marajoara) 

(Wilkerson, Gaffigan & Lima, 1995; Wilkerson, Parsons & Klein, 1995) Itaituba 

(An. marajoara e An.oryzalimnetes) (Lehr et al., 2005; Mckeon et al., 2010) e 

Timboteua (An. oryzalimnetes) (Lehr et al., 2005). 

 

1.3.4 Importância vetorial  

A relação entre cada parasito e seu vetor é exclusiva. Na malária, por 

exemplo, a carga parasitária dos plasmódios difere entre os anofelinos, assim 

como difere também o grau de susceptibilidade de um mosquito às espécies de 

plasmódio (Sinden, 1991; Alavi et al., 2003). Isto acontece porque a 

esporogonia resulta de uma interação molecular complexa que envolve a 

associação de fatores intrínsecos do mosquito, do plasmódio e até do 

hospedeiro vertebrado presentes na alimentação sanguínea. Esta associação 

de fatores permitirá ou não a reprodução, invasão e colonização do parasito 



 

nos tecidos do mosquito e posterior transmissão a outro hospedeiro (Vaughan 

et al., 1988; Ramsey et al., 1994; Lensen et al., 1997).  

Variações na capacidade de transmissão da malária entre as espécies 

do complexo An. albitarsis têm sido observadas. Espécimes de An. albitarsis 

s.s. são encontrados na parte sul da América do Sul, em geral em regiões não 

endêmicas de malária, e parecem não exibir uma boa capacidade vetorial 

nessas áreas, exceto na Argentina, onde pode ser considerado no máximo um 

vetor local de P.vivax (Wilkerson, Gaffigan & Lima, 1995; Wilkerson, Parsons & 

Klein, 1995).  

Com base em dados de captura entomológica e de resultados de 

infecção natural por espécies de plasmódios detectados pela técnica ELISA 

(Enzyme-linked immunoabsorbent Assay), An. marajoara tem sido incriminado 

como vetor local de malária no estado do Amapá. Tais resultados confirmam a 

importância regional desta espécie na Amazônia oriental brasileira (Conn et al., 

2002; Galardo et al., 2007).  

Em Rondônia, An. deaneorum é considerado um bom vetor local da 

doença, uma vez que invade os domicílios em busca de sangue humano. Por 

outro lado, An. oryzalimnetes parece não apresentar importância na 

transmissão de malária, uma vez que parece preferir o sangue de animais 

(Klein, Lima, Tada & Miller, 1991). Estudos adicionais demonstram ainda que 

esta última espécie raramente se infecta com P. falciparum (Wilkerson, 

Gaffigan & Lima, 1995; Wilkerson, Parsons & Klein, 1995) enquanto a primeira 

é altamente susceptível a P. vivax e P. falciparum (Klein, Lima & Tada, 1991; 

Klein, Lima, Tada & Miller, 1991).  



 

Em Boa Vista, Roraima, dados de infecção natural, por ELISA, e do 

comportamento hematofágico de espécimes de An. janconnae são conclusivos 

quanto à importância regional desta espécie na epidemiologia da malária neste 

município, algumas vezes até substituindo An. darlingi, espécie de alta 

susceptibilidade ao plasmódio na Região amazônica (Conn et al., 2002; Silva-

Vasconcelos et al., 2002; Póvoa et al., 2006).  

An. albitarsis F, espécie simpátrica de An. marajoara em uma área 

endêmica da Colômbia, é possivelmente um importante vetor local de 

plasmódio e dependendo de sua distribuição, pode vir a ser ainda associado à 

transmissão de malária na Colômbia e Venezuela (Brochero et al.,2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

1.4 OBJETIVOS 

1.4.1 GERAL 

Realizar identificação molecular de espécies do complexo An. albitarsis, 

com vistas a analisar sua importância na transmissão de malária nos 

municípios de Macapá, Estado do Amapá e Peixe-Boi, Estado do Pará. 

1.4.2 ESPECÍFICOS 

 Identificar por caracteres morfológicos os anofelinos coletados nas áreas 

de estudo; 

 Identificar por análise da seqüências do ITS2 do rDNA espécies  do 

complexo An. albitarsis presentes nesses municípios; 

 Investigar a susceptibilidade natural dessa (s) espécie(s) aos plasmódios 

P. falciparum, e P. vivax (variantes genéticas VK210 e VK247); 

 Determinar a taxa de paridade das fêmeas coletadas de acordo com o 

método de Detinova. 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 ÁREAS DE ESTUDO  

2.1.1 Município de Macapá  

A cidade de Macapá, capital do Estado do Amapá, está localizada na 

mesorregião do Sul do Amapá, microrregião de Macapá, numa altitude média 

de 18 metros acima do nível do mar. O município possui uma área de 6.563 

Km2 e, segundo estimativa do IBGE, em 2007 sua população era de 368.397 

habitantes (IBGE, 2009). 

De acordo com a classificação de Köppen, o clima da cidade é do tipo 

megatérmico Af (tropical úmido), com chuvas em todas as estações e 

temperatura média no mês mais frio acima de 18°C. A estação chuvosa ocorre 

de dezembro a maio, sendo março o mês mais chuvoso, com totais 

pluviométricos de aproximadamente 414 mm. No mês mais seco (outubro) a 

pluviosidade cai para 27 mm (Jesus et al., 2000).  

A umidade relativa do ar (URA) no município é sempre superior a 70% e, 

sendo uma cidade plana, circundada pelos rios, Amazonas e Maruanum e uma 

baía, tem grande quantidade de vapor de água na atmosfera, que diminui à 

medida que a temperatura do ar aumenta (Jesus et al., 2000). 

Em relação aos domínios florísticos, o Estado apresenta uma 

diversificação de ambientes naturais que, de modo simplificado, podem ser 

agrupados nas seguintes formações vegetais: manguezais, florestas de várzea, 

florestas de terra firme e florestas de transição em áreas de tensão ecológica, 

cerrados e campos inundáveis ou de várzea em áreas inundáveis (IEPA, 2008).  



 

Na área urbana de Macapá são encontrados ambientes úmidos 

chamados de “ressacas” caracterizados pela ocorrência de inundações 

periódicas provocadas pelo regime das marés e a sazonalidade das chuvas e 

servindo como alimentadores de lençóis freáticos e reservatórios de água 

(Takiyama et al., 2003).  

No município são encontradas oito ressacas dentre elas a da Lagoa dos 

Índios (Aguiar & Silva, 2003) onde se localiza a comunidade Lagoa dos ìndios. 

Esta se situa ao longo da Rodovia Duque de Caxias, na Bacia do Igarapé 

Fortaleza, a oeste do núcleo urbano da cidade, próximo ao limite do município 

de Santana. Caracteriza-se por intensa ocupação urbana desordenada, 

ocorrido principalmente nas duas últimas décadas do século XX, sendo 

encontrados ali conjuntos habitacionais, prédios públicos, empresas 

comerciais, sítios e chácaras que formam alguns bairros sem condições de 

infra-estrutura (Bastos, 2006). 

Nesta área de ressaca foram realizadas as capturas de anofelinos, no 

peridomicílio da localidade chamada Chácara Kerginaldo (00o 00’ 53” latitude 

sul e 51º 7’ 26” longitude oeste) (Figura 4). 

Em 2009 foram registrados na cidade de Macapá 2.637 casos de 

malária (índice Parasitário Anual-  IPA de 7,2), a maioria (2.168) causada pelo 

P. vivax. Os meses de fevereiro, agosto e dezembro foram os de maior número 

de notificações: 1545 casos (BRASIL, SIVEP/MALÁRIA 2010). 



 

 

Fig. 4. Localização da Fazenda Kerginaldo, comunidade Lagoa dos índios, Macapá, Amapá, local de realização das coletas 

de anofelinos.  
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2.1.2 Município de Peixe Boi  

 Peixe Boi pertence à Mesorregião do Nordeste Paraense, Microrregião 

Bragantina. Nesta cidade as capturas foram ralizadas na Fazenda Urucuri 

localizada a 3.949 metros da estrada que liga Peixe-Boi a Capanema, cujo 

acesso se dá pelo Ramal da Piçarreira (1° 9' 32'' S / 47° 17' 36'' W) (Figura 5).  

O município possui uma área de 451,34 km2 e sua população em 2007 

era de 7.679 habitantes. Limita-se ao Norte com o município de Santarém 

Novo, a leste com Primavera e Capanema, ao Sul com Bonito e a Oeste com 

Nova Timboteua. O principal rio da cidade é o Peixe-Boi, que nasce no 

município de Bonito indo desaguar no rio Maracanã (PARA, 2009). 

A cobertura original da cidade consiste de floresta densa de terra firme, 

porém se encontra devastada pela implantação de cultivos migratórios, 

permanentes e pastagens, com predomínio atual de vegetação secundário ou 

capoeira. A topografia varia de 13 a 64 metros, sendo caracterizada por colinas 

suaves (PARÁ, 2009). 

Segundo a classificação de Köppen, o clima da cidade é do tipo Am 

(tropical úmido de monção) e a temperatura média anual varia de 26 a 27º C. A 

umidade relativa anual é de 84%, podendo chegar em abril a 91%, caindo em 

setembro para 77%. Os meses de setembro, outubro e novembro são os mais 

secos com chuvas que não ultrapassam os 50 mm. O índice pluviométrico 

anual de 2.300 mm (PARÁ, 2009).  



 

 

 

Fig. 5. Localização da Fazenda Urucuri, Peixe-Boi, Pará, local de realização da coleta dos anofelinos. 



 

O IPA do município de Peixe-Boi no ano de 2009 foi 1, 2 (1 caso 

registro) e em 2010 nenhum  (BRASIL, SIVEP/MALÁRIA, 2010).  

 

2.2 COLETA DE MOSQUITOS  

A metodologia utilizada seguiu as orientações contidas na Portaria 

45/2007 e Nota Técnica 12/2007 da Secretaria de Vigilância em Saúde do 

Ministério da Saúde, pela equipe de técnicos em entomologia do Laboratório de 

Entomologia de Malária do Instituto Evandro Chagas (IEC) cuja técnica é rotina 

em suas atividades. 

Fêmeas adultas de An. albitarsis foram coletadas em capturas de doze 

horas, das 18:00 às 6:00 horas, com aspiradores de sucção (Aspirador de 

Castro) e atração humana protegida, no peridomicílio de cada uma das áreas 

selecionadas.  

As capturas foram realizadas em pontos de capturas devidamente 

selecionados, considerando os seguintes critérios: abundância de espécimes 

do complexo An. albitarsis, facilidade de acesso, autorização dos proprietários 

e  condições logísticas para a realização de trabalho noturno. Nesses locais, 

quatro técnicos de entomologia se revezavam em dupla a cada três horas. De 

hora em hora eram anotadas em ficha padronizada pelo Ministério da Saúde, 

informações sobre temperatura e umidade relativa do ar - URA. A cada coleta 

foram registrados ainda dados da presença de vento, chuvas, e a fase da lua.   

 Os exemplares coletados foram depositados em vasilhames telados 

(máximo de trinta), devidamente identificados por local e horário da captura, 



 

onde então recebiam água mineral embebida em algodão até o transporte para 

o laboratório em caixas de isopor. 

2.3 IDENTIFICAÇÃO MORFOLÓGICA 

No laboratório, e em condições básicas de biossegurança, os 

espécimes coletados foram levemente anestesiados com acetato de etila e 

identificados por caracteres morfológicos em lupa entomológica, conforme 

chave de Gorham et al. (1967) (modificada).  

2.4 DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE PICADA POR HOMEM E POR HORA 

(IPHH) 

 Indicador entomológico que estabelece a densidade populacional por 

horas de coleta, foi calculado dividindo-se o número de mosquitos coletados 

(N) em cada área pelo número de capturadores (NC) e número de horas da 

coleta (NH).  

                                 
 

 

2.5 ANÁLISE DOS OVÁRIOS E DETERINAÇÃO DA TAXA DE PARIDADE 

Foi realizada conforme Detinova (1962), cujas fêmeas nulíparas 

apresentam as extremidades das traquéolas ovarianas enoveladas, ao 

contrário das paridas ou oníparas cujas traquéolas se encontram distendidas. 

A dissecção dos ovários foi realizada em 10% das fêmeas, por horário 

coleta. Cada fêmea anestesiada foi colocada com o ventre voltado para cima 

sobre uma lâmina de vidro limpa. Com a ponta de um estilete fino, seu 

       N 
   NC x NH           IPHH = 
 

  



 

abdômen foi forçado firmemente para baixo, na região do 7º ou 8º segmento 

abdominal, e com um segundo estilete, feita a preensão e tração do tórax. Isto 

permitiu a dissecção das vísceras e extração dos ovários, os quais foram 

analisados numa gota de solução salina, sobre lamínula, em microscópio de 

luz, e aumento de 400x . 

A taxa de paridade foi calculada pela divisão do número de fêmeas 

paridas pelo total de dissecadas, multiplicada por 100. 

 

2.6 ANÁLISE MOLECULAR PARA IDENTIFICAÇÃO DAS ESPÉCIES DO 

COMPLEXO AN. ALBITARSIS  

2.6.1 Obtenção do DNA  

De cada espécime coletado, procedeu-se a extração do DNA genômico 

dos exemplares, a partir do abodomem inteiro ou segmentado (fêmeas que 

tiveram seus ovários dissecados), pernas e asas de cada espécime, utilizando 

o Kit Wizard® Genomic DNA Purification - CAT A1125, PROMEGA. Essa 

metodologia foi baseada em Brochero et al. (2007) e Birungi & Munstermann 

(2002), com pequenas modificações.  

Em um tubo tipo eppenforf de 1,5 mililitros (ml) foram adicionados 50 

microlitros (µl) da solução de lise e realizado o resfriamento em um recipiente 

com gelo. Após a adição do espécime, foi procedida a trituração utilizando uma 

ponteira estéril e adicionado mais 50 µl da solução de lise resfriada. O 

macerado obtido foi então homogeneizado por 10 segundos usando um 

homogeneizador de pequeno porte e incubado a 65°C por 15-30 minutos. Após 



 

a incubação, foram adicionados 3 µl de Solução de RNase ao lisado, procedido 

a homogeneização da amostra por inversão do tubo 2 a 5 vezes e a solução foi 

incubado durante 15-30 min a 37°C. Decorrido este tempo, a amostra foi 

esfriada por cinco minutos a temperatura ambiente (TA). A essa solução, foram 

adicionados 200 µl da solução de precipitação de proteínas agitando-a 

vigorosamente em alta velocidade por 20 segundos. Procedeu-se nova 

refrigeração em gelo por 5 minutos e centrifugação durante 4 minutos em 

13.000 -16.000×gravidade (g). O sobrenadante contendo o DNA foi 

cuidadosamente removido e transferido para um tubo de eppendorf de 1,5 ml 

contendo 100 µl de isopropanol, à TA, e homogeneizado por inversão até que o 

DNA formasse uma massa visível. Após nova centrifugação (1 minuto a 

13.000-16.000 × g à TA), o precipitado contendo o DNA pode ser visível. O 

sobrenadante foi então descartado e adicionados ao tubo 100 µl de etanol 

70%, a TA. Procedeu-se então uma inversão suave do tubo para permitir a 

lavagem do DNA e centrifugação durante 1 minuto a 13.000-16.000× g à TA.  

O etanol foi então cuidadosamente aspirado, e o tubo invertido sobre um papel 

absorvente limpo por 10-15 minutos. Foi adicionado ao tubo 25 µl de solução 

de reidratação de DNA e nova incubação a 65°C durante 1 hora. 

Periodicamente, a solução era homogeneizada.  

O DNA extraído foi armazenado em temperatura de 2-8 °C ou a - 20°C 

até uso. 

2.6.2 Amplificação da seqüência do ITS2 

A amplificação da sequência do ITS2 de An. albitarsis s.l.                                                            

por PCR foi baseada na metodologia descrita por Li & Wilkerson (2005) cujos 



 

iniciadores (primers) permitem a identificação das seguintes espécies: An. 

albitarsis s.s. (espécie A),  An. oryzalimnetes (espécie B) e An. marajoara 

(espécie C). Para a identificação do An. albitarsis F (espécie F) foram 

empregados iniciadores específicos, desenvolvidos por Brochero et al. (2007) 

(Quadro 2). O esquema de identificação das espécies foi empregado conforme 

detalhado na Figura 6. 

Os iniciadores específicos foram usados em conjunto com outros 

iniciadores universais abaixo discriminados, flanqueadores da região ITS2, que 

correspondem à sequência conservada dos genes ribossomais 5.8S e 28S do 

complexo An. quadrimaculatus, baseando-se no método de Cornel et al. 

(1996), cujo produto de ~490 pb funcionou como controle positivo: ITS2F: 5'-

TGTGAACTGCAGGACACATGAA-3' (Forward- F) e - ITS2R: 5'-

ATGCTTAAATTTAGGGGGTAGTC-3' (Reverso- R). 

Os produtos da PCR foram amplificados no termociclador Mastercycler® 

(Eppendorf) em uma reação de 25 µl usando tampão de PCR e Ampli Taq DNA 

polimerase (Invitrogen). A concentração final foi: 10 mM Tris-HCl, pH 8.3; 50 

mM KCl; 2,0 mM MgCl2; 1mg/ml BSA; 0,25 mM de cada dATP, dCTP, dGTP e 

dTTP. As concentrações dos iniciadores universais e espécie-específicos estão 

mostrados no Quadro 2, e utilizado 0,2 a 4,0 ng do DNA molde (1/100 do DNA 

do mosquito adulto inteiro) /reação; e 1,25 U de Amplitaq por reação.   

Foram utilizados ainda os parâmetros recomendados por Li & Wilkerson 

(2005) e Brochero et al. (2007), para fins de amplificação da região: 

desnaturação inicial a 95ºC por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 

desnaturação a 95º C por 30 segundos e temperatura de ligação por 30 



 

Quadro 2. Iniciadores específicos, temperatura de anelamento, fragmentos produzidos e concentrações de iniciadores utilizados 

para a identificação das espécies do complexo An. albitarsis (segundo Li & Wilkerson, 2005 e Brochero et al., 2007). 

 

INICIADOR/ 
ESPÉCIE SEQUÊNCIA (5'- 3') 

INICIADORES 
ESPECÍFICOS 
(pmol/25µL) 

TA (oC)  pb 
ITS2F  

 
(pmol/25µL) 

ITS2R 
  

(pmol/25µL) 
albCD 
(An.albitasis  C e 
D) 

AACTAGCGAGACCGTCGACC 
 10 56 ~390 5 10 

albB 
(An.albitasis  B) 

TTCCTCAAAACCAGCTTGAGCA 10 60,5 ~170 5 10 

albD 
(An.albitasis D) 

GAACCAACTAGCGAGACCGC 10 56 ~390 5 10 

albC 
(An.albitasis C) 
albF 
(An.albitasis F) 

CACAGTCCTTCAATGCTTGATT 
 
TGGCTTTGAGGAAGGTGGTATATC 10 62,5 194 10 5 

albA 
(An.albitasis A) 

AGACCGTCGAGAGGCGGT 10 56 ~390 5 10 

    
     albA: Anopheles albitarsis s.s; albB: An. oryzalimnetes; albC: An. marajoara; albD: An. deaneorum; albF: An. albitarsis F 
    pmol= picomol 
    pb = Pares de bases;   
    TA= Temperatura de anelamento 



 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Esquema de identificação das espécies de complexo albitarsis, rDNA (ISTS-2) (Li & Wilkerson, 2005, modificado).
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segundos, e alongamento a 72º C por 1 minuto, e extensão final a 72º C por 10 

minutos (Quadro 2). Os fragmentos obtidos foram fracionados em gel de agarose a 

1,5% em solução tampão TAE, utilizando a solução indicadora “blue-juice”. A 

eletroforese foi efetuada a aproximadamente 4V/cm, por 1 hora . O DNA foi corado 

com brometo de etídio (concentração final de 0,5 µg/ml) e os fragmentos 

amplificados visualizados e fotografados em transluminador de ultravioleta.  

A eletroforese de fragmento de DNA amplificados de algumas amostras, 

foram fracionados em eletroforese vertical em gel de poliacrilamida (Acrilamida 30% 

e bisacrilamida 0,8%) em concentração de 10%. Para isso, foi utilizada uma alíquota 

de 3 a 5µl do produto amplificado e 6,5 µl de solução corante indicadora. A 

eletroforese foi então realizada em tampão TBE e processada por cerca de 24 horas 

a 35V/cm. Os géis foram fixados em solução etanol/ácido acético (10% e 5%, 

respectivamente) por 10 a 15 minutos e corados com solução de nitrato de prata a 

20% por cerca de 15 minutos e posteriormente revelados em uma solução 

reveladora de NaOH (0,75 M de NaOH e 37% Formol) por 15 minutos ou até a 

revelação das bandas e posteriormente fotografados em máquina fotográfica digital. 

Como padrão de peso molecular foi utilizado o marcador da Invitrogen® e 

NEOBIO® de 100 pb. 

 

 

2.7 PESQUISA DA PROTEÍNA CS POR ENSAIO IMUNOENZIMÁTICO (ELISA) 



 

A detecção da infectividade natural das fêmeas de anofelinos coletadas nas 

áreas de estudo foi investigada para as seguintes espécies: P. falciparum e P. vivax 

e suas variantes genéticas (VK247 e VK210), empregando o método de ELISA 

descrito por Wirtz et al. (1985) e Wirtz et al. (1987). 

O antígeno utilizado foi preparado com a cabeça e o tórax dos mosquitos 

macerados individualmente em 50 µl de tampão bloqueador (BB) com Nonidet-NP-

40 e adicionados posteriormente 200 µl de tampão BB. Alíquotas de 50µl desse 

antígeno foram utilizadas para cada teste.  

As microplacas de 96 cavidades de fundo quadrado (Nunc-Imuno plate 

MaxiSorp) foram sensibilizadas com 50 µl de Anticorpos monoclonais (MoAbs) 

específicos (Quadro 3) e incubadas a TA por cerca de 12 horas.  

Quadro 3.  Material utilizado no teste ELISA para determinação da infecção natural.  

Material P. vivax 
VK 210 

P. vivax 
VK247 P. falciparum P. malariae 

Anticorpo de captura 
 

Pv-NSV3 Pv-247-1G12 Pf-2 a 10-725-49 Pm-93-10 

Conjugado 
 

PvNSV3* Pv-247-G12* Pf * Pm-93-10* 

Controle positivo Pv-210 VK 247 Pf Pm 
* Marcados com Peroxidase 

Após incubação o conteúdo de cada poço foi aspirado, adicionado-lhes 50µl 

do tampão BB e seguindo-se nova incubação à TA por 1hora. Após aspirado o 

conteúdo dos poços, foram adicionados 50µl do antígeno, além dos controles 

positivos e negativos nos seus respectivos poços. Seguiu-se então, outra incubação 

de 2 horas à TA, e duas lavagens com tampão fostato salina (PBS) -Tween-20 a 

0,05%. Foram adicionados, então, 50µl/poço dos conjugados (MoAbs específicos 



 

marcados com peroxidase), seguindo-se nova incubação por 1 hora à TA. Três 

novas lavagens com 200µl de PBS-Tween foram efetuadas e, depois adicionados 

50µl/poço da solução do substrato (ABTS + água oxigenada a 3% v/v), e nova 

incubação por 30 minutos, ao abrigo da luz. Após esta etapa a leitura foi feita num 

filtro de 405-414 nanômetros (nm) em leitor de ELISA (Titertex Multiskan Plus-MK 

II). 

 Os controles negativos utilizados foram mosquitos machos, e os positivos, 

obtidos de fabricante (Kiekegaard & Perry Laboratories - USA). O ponto de corte foi 

calculado multiplicando-se duas vezes a média dos controles negativos. 

 

2.8 ASPECTOS ÉTICOS 

 O projeto em epígrafe é um subprojeto do projeto intitulado “Vetores de 

malária no Brasil: genética e ecologia” devidamente aprovado pelo Comitê de Ética 

em pesquisa do IEC, protocolo 079/2003 (Anexo 1) e autorizado junto ao Instituto 

Brasileiro do Meio ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis – IBAMA, número 

19933-1, de 21/07/2009 (Anexo 2). 

 

 

 

 

 



 

3 RESULTADOS 

3.1 MUNICÍPIO DE MACAPÁ, AP 

3.1.1 Capturas 

 Foram realizadas seis capturas de 12 horas na Chácara Kerginaldo, 

comunidade Lagoa dos índios, Macapá, duas no período menos chuvoso: 21 e 

23/09/09, e, quatro na estação mais chuvosa : 01 e 03/02 e 05 e 07/04/10.   

A temperatura e URA da localidade, mensurada durante as coletas variou de 

27,7º C a 29,7ºC e de 83,3% a 100%, respectivamente. Informações meteorológicas 

(Instituto Nacional de Meteorologia - INMET, 2010) e número de casos de malária, 

por mês, referentes ao período de estudo no município (janeiro de 2009 a abril 

2010), constam nas Figs. 7 e 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Casos de malária, precipitação total e, médias da umidade relativa do ar de 
Macapá, AP, no período de janeiro a dezembro de 2009. Notar o aumento de 
número de casos da doença, inclusive os autóctones, a partir de agosto, coincidindo 
com a diminuição da precipitação total (Fonte: INMET, 2010 e SIVEP-MALÁRIA, 
2010). 
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Fig. 8. Casos de malária, precipitação total e médias da umidade relativa do ar de 

Macapá, AP, no período de janeiro a abril de 2010. Notar o decréscimo do número 

de casos da doença, inclusive os autóctones, coincidindo com o aumento da 

precipitação total (Fonte: INMET, 2010 e SIVEP-MALÁRIA, 2010). 

 

3.1.2 Anofelinos coletados 

 Foram capturados 584 anofelinos. An. albitarsis s.l, foi a espécie mais 

prevalente com 366 espécimes (62,7%), seguida do An. darlingi com 167 (28,6%), 

An. triannulatus s.l com 33 (5,6%), An. braziliensis com 15 (2,6%) e An. nuneztovari 

com 3 (0,5%) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Anofelinos coletados na Comunidade Lagoa dos índios, Macapá, em 

captura de 12 horas, no peridomicílio, nos dias 21 e 23/09/09, 01 e 03/02/10 e 5 e 

7/04/10. 

  

 

Mesmo com o número menor de coletas realizadas na estação menos 

chuvosa, a densidade anofélica foi superior daquela obtida na estação mais chuvosa 

(297 e 287 respectivamente).  

Horário 
Espécies 18/ 

19 
19/ 
20 

20/ 
21 

21/ 
22 

22/ 
23 

23/ 
24 

24/ 
1 

1/ 
2 

2/ 
3 

3/ 
4 

4/ 
5 

5/ 
6 

Total 

Coleta dias 21 e 23/09/09  
An. albitarsis s.l 24 27   16  2   7 1 1 11 1   2   0   3   95 
An. darlingi 15 29 26  12   10 9 4 7 2 23 14 14 165 
An.triannulatus s.l   11   6   2  0   1 0 0 1 2   0   0   2     8 
An.braziliensis   0   7   0 2   1 0 1 0 1   0   0   0     12 
Total 1a excursão 50 69 44 16 19 10 6 19 6 25 14 19   297 

Coleta dias 01 e 3/02/10  
An. albitarsis s.l 2 26  10  4 17 21 29  11  7 4 24  5 160 
An. darlingi 0   0  0  0   0   0 1  0  0  0   0  0   1 
An.triannulatus  s.l 0   0  0  4   0   0 0  0  0  0   0  1   5 
An.braziliensis 0   0  0  0   0   0 0  0  0  3   0  0   3 
An.nuneztovari 0   0  2  0   0   0 0  0 0  0   1  0   3 
Total 2ª excursão 2 26 12 8 17 21 30 11 7 7 25 6 172 

Coleta dias 05 e 7/04/10  
An. albitarsis s.l 4 29  9  10   5   9   9   5  4  10 14  3 111 
An. darlingi 0   0  0    1   0   0   0   0  0   0   0  0   1 
n.triannulatus  s.l 2   0  1    0   0   0   0   0  0   0   0  0   3 
Total 3ª excursão 6 29 10 11  5   9   9   5  4 10 14  3 115 
Total geral 58 124 66 35 41 40 45 35 17 42 53 28 584 



 

O An. darlingi  foi mais prevalente (165 espécimes) que o An. albitarsis (95 

espécimes) no período após as chuvas e praticamente não foi coletado na estação 

mais chuvosa (2 exemplares) quando então a densidade desta última aumentou 

(271 espécimes) (Figs.9 e 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9. Anofelinos coletados na comunidade Lagoa dos índios, Macapá, AP, por 

horário, no período menos chuvoso (dias 21 e 23/9/09). Observar que An. darlingi 

além ser a espécie mais prevalente foi a única coletada em todas as 12 horas de 

coleta, inclusive no horário das 5:00 às 6:00 horas. 
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Fig. 10. Anofelinos coletados na Comunidade Lagoa dos Índios, Macapá, no período 

mais chuvoso (dias 01 e 3/2 e 5 e 7/4/10). Observar que An. marajoara além ser a 

espécie mais prevalente foi a única coletada em todas as 12 horas de coleta, 

inclusive no horário das 5:00 às 6:00 horas. Apenas dois espécimes de An. darlingi 

foram capturadas nesta estação. 

 

O IPHH foi variável entre as duas estações do ano para as duas espécies mais 

prevalentes na área. Assim para o An. albitarsis s.l, este índice foi calculado em 3,96 

e 11,29, respectivamente para a estação menos e mais chuvosa, enquanto para o 

An. darlingi em 6,87 e 0,083 (Fig. 11). 
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Fig. 11. Índice de Picada homem hora (IPHH) das espécies capturadas na 

Comunidade Lagoa dos índios, Macapá, AP, nos períodos menos chuvoso (21 e 

23/09) e mais chuvoso (01 e 3/2/10 e 05 e 07/04/10). Observar que o IPHH das 

espécies muda com regime das chuvas da região.  

 

3.1.3 Análise dos ovários e determinação da taxa de paridade 

Dos 366 An. albitarsis s.l. coletados, foram dissecados e analisados apenas os 

ovários de 89 fêmeas desta espécie, com fins a determinação da taxa de paridade. 

Destes, 24 (27,0 %) foram identificados como de fêmeas nulíparas e 65 (73,0 %) de 

paridas (Fig. 12).   
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Fig. 12. Microscopia de luz de ovários de fêmeas de An. marajoara coletadas na 

comunidade Lagoa dos Índios, Macapá, AP. Observar as extremidades das 

traquéolas ovarianas enoveladas em fêmeas nulíparas (A) e distendidas em fêmeas 

paridas (B) (aumento 400x).  
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Fêmeas paridas de An. marajoara foram coletadas em quase todos os 

horários trabalhados (exceto 2:00 h às 3:00 e de 4:00 às 5:00 h). A taxa de paridade 

variou de 0,0 a 100 na estação menos chuvosa e de 42,8 a 100,00 na mais chuvosa 

da região (Fig. 13). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. Paridade de An. marajoara coletado na comunidade Lagoa dos Índios, 

Macapá, AP, por horário, nos períodos menos chuvoso (dias 21 e 23/09) e mais 

chuvoso (dias 01 e 3/02 e 5 e 7/04/10). Observar que fêmeas paridas são coletadas 

em quase todos os horários de coleta (exceto 2:00 às 3:00 e de 4:00 às 5:00 h). 

 

3.1.4 Análise molecular para a identificação das espécies do complexo An. 

albitarsis  

3.1.4.1 Iniciador AlbCD 

Este iniciador foi utilizado em 366 espécimes, sendo que não houve 

uniformidade no padrão de bandas observado no gel de agarose. Assim, em 36 
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amostras visualizamos apenas uma banda de ~390 pb, enquanto que nas demais 

(257), havia além desta uma banda de ~490 pb. A presença da banda de ~390pb 

nos 293 exemplares, sugeria a identificação de An. marajoara e/ou An. deaneorum  

(Fig. 14). 

 

 

Fig. 14. Perfil de amplificação do fragmento do ITS2 pelo iniciador AlbCD em 

combinação com ITS2F e ITS2R, em gel de agarose a 1,5%.; 1 a 17 An. albitarsis 

s.l. Observar amplificação de uma única banda de ~490 pb da amostra 2 e de uma 

de ~390 pb da amostra 9. Amostra 6 considerada negativa. PM – Ladder 100pb 

(NEOBIO) 

Em 40 espécimes, entretanto havia somente uma banda de ~490pb. A 

presença desta única banda excluía a possibilidade de identificação de An. 

marajoara e/ou An. deaneorum nesta amostragem (Fig. 13). 

Com o objetivo de confirmar a presença da banda única de ~490 pb nesses 

40 mosquitos, realizamos nova amplificação do DNA extraído em 14 desses 
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espécimes mas com visualização em gel de poliacrilamida. Em oito amostras, 

apareceu então a banda adicional de ~390 pb específica de An. marajoara (Fig. 15).  

Trinta e três amostras testadas não revelaram amplificação de nenhuma 

banda, sendo consideradas negativas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. Perfil de amplificação do fragmento do ITS2 pelo iniciador AlbCD em 

combinação com ITS2F e ITS2R, em gel de poliacrilamida. 1 a 11 An. albitarsis s.l. 

Notar a amplificação de apenas um fragmento de ~490pb na amostra 5. PM – 

Ladder 100pb (NEOBIO).  

 

3.1.4.2 Iniciador AlbC e F 
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 Este iniciador foi utilizado para confirmar a identificação dos An. marajoara, 

An. deaneorum e An. albitarsis F naqueles espécimes que apresentaram a banda de 

~390pb (isolada ou em conjunto com a de ~490 pb) no iniciador AlbCD.   

 No gel de agarose foi possível visualizar também diferentes padrões de 

bandas nos mosquitos testados para estes iniciadores em combinação com o ITS2F 

e ITS2R (Fig. 16).  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16. Perfil de amplificação do fragmento do ITS2 pelo iniciador AlbC e AlbF em 

combinação com ITS2F e ITS2R, em gel de agarose a 1,5%. 1 a 17 An. albitarsis 

s.l., C- Controle negativo. Notar amplificação do fragmento de ~194pb, específico de 

An. marajoara. PM – Ladder 100pb (NEOBIO). 

Em razão da visualização da banda sugestiva de An. marajoara, em parte das 

amostras reveladas pelo gel de poliacrilamida (de um total de 40 que apresentaram 

apenas a banda de ~490 pb no gel de agarose pelo iniciador AlbCD), optamos por 
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testa-las também por este iniciador. Assim, em apenas 27 amostras foi possível 

visualizar a banda de ~194 pb específica para An. marajoara. 

Em resumo: das 333 amostras testadas, 153 apresentaram banda específica 

do An. marajoara (~194 pb); 52 apresentaram banda dupla de (~490 pb e ~194 pb), 

115 apresentaram bandas múltiplas além da de ~194 pb e ~490 pb e 13 apenas 

uma banda de ~490 pb. 

 

5.1.4.3 Iniciador AlbB 

Foram testados os 13 espécimes não identificados pelo iniciador AlbC e AlbF 

como An. marajoara. Todos exibiram apenas um fragmento amplificado de ~490 pb 

no gel de agarose (Fig. 17). 

 

 

 

 

 

Fig. 17. Perfil de amplificação do fragmento do ITS2 pelo iniciador AlbB em 

combinação com ITS2F e ITS2R, em gel de agarose a 1,5%. 1 a 13 An. albitarsis s.l. 

PB- mosquitos de Peixe- Boi. Observar ausência de fragmento de 172pb nas 

amostras de Macapá. PMI – Ladder 100pb (MBI-Fermentas); PMII – Ladder (Hae 

III). 
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3.1.4.4 Iniciador AlbA 

Com a finalidade de confirmar a identificação de An. albitarsis A, testou-se os 

13 espécimes positivos que apresentaram a banda de ~490 pb tanto no iniciador 

AlbCD quanto no AlbB. Visualizou-se também apenas a banda de ~490 pb (Fig. 18). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18. Perfil de amplificação do fragmento do ITS2 pelo iniciador AlbA em 

combinação com ITS2F e ITS2R, em gel de agarose a 1,5%. 1 a 13 An. albitarsis s.l. 

Notar amplificação apenas de fragmentos de ~490pb em todas as amostras. PM – 

Ladder (Hae III).  

 

3.1.5 Pesquisa da proteína CS por ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 Todos os 366 An. albitarsis s.l coletados foram analisados individualmente 

pelo teste ELISA. Destes, 11 espécimes estavam positivos para plasmódios 

humanos testados. Como um espécime positivo para o P. falciparum não foi 
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identificado como An. marajoara, calculamos uma taxa de infecção natural para a 

espécie em 3,1%.  

Dos An. marajoara testados, 7 foram positivos para P.vivax 210, 1 para P.vivax 

247 e 2 para P.falciparum (Tabela  2).  

 

Tabela 2. Espécimes de An. marajoara coletados na Comunidade Lagoa dos Índios, 

Macapá, AP, positivas no teste ELISA para espécies/variantes de plasmódios 

humanos, com resultado da análise dos ovários, por data e horário de coleta.  

Espécie 
identificada 

PCR  

Data da 
coleta 

Horário 
Infecção por 

Plasmódio/variante 
Ovário 

Período menos chuvoso 
An.marajoara 21/9/09 18/19 h P.vivax 210 Parida 

Negativo  21/9/09 19/20 h P.falciparum NR 
An.marajoara 23/9/09 20/21h P.falciparum Parida 

Período mais chuvoso 
An.marajoara 1/2/10 19/20 h P.vivax 210 NR 
An.marajoara 1/2/10 19/20 h P.vivax 210 NR 
An.marajoara 1/2/10 19/20 h P.vivax 210 NR 
An.marajoara 1/2/10 20/21h P.vivax 210 NR 
An.marajoara 1/2/10 20/21h P.vivax 210 NR 
An.marajoara 3/2/10 3/4h P.falciparum Parida 
An.marajoara 5/4/10 22/23h P.vivax 247 NR 
An.marajoara 5/4/10 5/6 h P.vivax 210 Parida 

              NR= Não realizado 

3.2 MUNICÍPIO DE PEIXE BOI, PA.  

3.2.1 Capturas 



 

Foram realizadas duas capturas de 12 horas na Fazenda Urucuri, Peixe-Boi, 

PA.  A temperatura ambiental mensurada durante as coletas variou de 25º a 28º C, e 

a URA de 78% a 94%. 

Informações meteorológicas (INMET, 2010) e número de casos de malária, 

por mês, referentes ao período de estudo no município (janeiro de 2009 a abril 

2010), constam na Fig. 19. 

Fig. 19. Precipitação total e, médias da umidade relativa do ar da estação de 

Tracuateua, Pará, no período de janeiro de 2009 a abril de 2010. Observar que a 

partir do mês de agosto diminuiu a precipitação na região no ano de 2009 (Fonte: 

INMET, 2010 e SIVEP-MALÁRIA, 2010). 

 

3.2.2 Anofelinos coletados 
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Foi capturado um total de 43 anofelinos pertencentes a quatro espécies. An. 

triannulatus s.l  foi a espécie mais prevalente com 20 espécimes coletados (46,5 %), 

seguida do An. albitarsis s.l. com 13 (30,2 %), do An. darlingi com 8 (18,6 %),  e do 

An. nuneztovari com 2 (4,7 %) (Tabela 4). 

Mesmo com o baixo número de coletas realizadas no local, observa-se maior 

densidade anofélica na estação mais chuvosa do ano.  

Tabela 4. Anofelinos coletados na Fazenda Urucuri, Peixe-Boi, no dia 26/06/09, e 

22/03/10, por horário. 

 

 

 

 

 

 

O IPHH do An. albitarsis B variou de 0,0 a 0,08 na coleta realizada no dia 

26/06/09 e de 0,00 a 0,2 na captura do dia 22/03/10. 

3.2.3 Análise dos ovários e determinação da taxa de paridade 

Foram dissecados os ovários de todas as 13 fêmeas de An. albitarsis s.l. 

coletadas na Fazenda Urucuri, Peixe-Boi. Destes, 2 (15,4%) eram de fêmeas 

nulíparas e 11 (84,6%) de paridas. A taxa de paridade coletada para as fêmeas 

coletadas foi de 33,33% para a primeira excursão e 100% para a segunda excursão.  

Horário 
Espécies 18/ 

19 
19/ 
20 

20/ 
21 

21/ 
22 

22/ 
23 

23/ 
24 

24/ 
1 

1/ 
2 

2/ 
3 

3/ 
4 

4/ 
5 

5/ 
6 

Total 

Coleta dia 26/06/09  
An. albitarsis s.l 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 
Total 1a excursão 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1  3 

Coleta dia 22/03/10  
An. albitarsis s.l 1 0 2 5 0 0 0 2 0 0 0 0 10 
An. darlingi 0 1 1 6 0 0 0 0 0 0 0 0 8 
An.triannulatus  s.l 0 3 0 14 2 0 0 0 1 0 0 0 20 
An.nuneztovari 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 
Total 2ª excursão 1 4 3 27 2 0 0 2 1 0 0 0 40 
Total geral 3 4 3 27 2 0 0 2 1 0 0 1 43 



 

3.2.4 Pesquisa da proteína CS por ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 Todos os 13 An. albitarsis s.l coletados foram analisados individualmente pelo 

teste ELISA, sendo todos negativos para as espécies/variantes de plasmódio 

testadas (P. vivax 210, P. vivax 247 e P. falciparum ). 

3.2.5 Análise molecular para a identificação das espécies do complexo An. 

albitarsis.  

3.2.5.1 Iniciador AlbCD 

Todos 13 An. albitarsis s.l. testados individualmente para este iniciador 

apresentaram uma banda única de ~490 pb, sendo portando sugestiva de An. 

albitarsis s.s (espécie A ) ou An. oryzalimnetes (espécie B) (Fig. 20). 

 

 

 

 

 

Fig. 20. Perfil de amplificação do fragmento do ITS2 pelo iniciador AlbCD em 

combinação com ITS2F e ITS2R, em gel de agarose a 1,5%. 1 a 8 An. albitarsis s.l., 

C- = controle negativo. Notar amplificação de fragmentos de ~490pb. PM – Ladder 

100pb (NEOBIO). 
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3.2.5.2 Iniciador albB 

 Os 13 mosquitos testados amplificaram uma banda de ~490 pb e outra de 

~172 pb, o que caracteriza o An. oryzalimnetes. Estes resultados foram também 

confirmados pelo gel de poliacrilamida (Fig. 21 e 22). 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Fig. 21. Perfil de amplificação do fragmento do ITS2 pelo iniciador AlbB em 

combinação com ITS2F e ITS2R, em gel de agarose a 1,5%. Notar amplificação de 

fragmento de 172 pb, específico de An. oryzalimnetes; PM – Ladder 100pb 

(NEOBIO); 1 a 13 An. oryzalimnetes; MP: mosquitos de Macapá; C- Controle 

negativo. 
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Fig. 22. Perfil de amplificação do fragmento ITS2 pelo iniciador AlbB em 

combinação com ITS2F e ITS2R, em gel de poliacrilamida Notar amplificação de 

fragmento de 172 pb, específico de An. oryzalimnetes; PM – Ladder 100pb 

(NEOBIO); 10 a 22 An. oryzalimnetes. 

 

3.2.6 Pesquisa da proteína CS por ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 Todos os 13 An. albitarsis s.l coletados foram analisados individualmente pelo 

teste, sendo todos negativo para as espécies de plasmódio testadas. 
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4 DISCUSSÃO 

4.1 ANOFELINOS DE MACAPÁ 

Os resultados de seis coletas de anofelinos com atração humana realizada por 

12 horas consecutivas, demonstraram que na Comunidade Lagoas dos índios em 

Macapá, AP, ocorrem cinco espécies de anofelinos: An. marajoara, An. darlingi, An. 

braziliensis, An. triannulatus e An. nuneztovari. A similaridade entre essa 

composição faunística e àquela obtida por Segura (1998) e Galardo (2010), exceto 

pelo achado de An. peryassui por esse último autor, revela que nos últimos 15 anos 

houve pouca ou nenhuma mudança na fauna anofélica da área.  

Outros anofelinos têm sido identificados no município, tanto por caracteres 

morfológicos (Galardo et al., 2009, Bergo et al., 2007) quanto por moleculares 

(Mackeon et al., 2010). Análises de DNA mitocondrial e região ITS2 de espécimes 

do complexo An. albitarsis realizadas por Mackeon et al. (2010), permitiram pela 

primeira vez detectar a ocorrência do An. oryzalimnetes em Macapá.  

 Em nosso trabalho, a densidade de mosquitos variou segundo a estação do 

ano. Assim, em setembro de 2009, mês cuja precipitação pluviométrica e umidade 

relativa do ar foram uma das mais baixas registradas no ano (1,1 mm e 68, 

respectivamente), a proporção de mosquitos coletados foi ligeiramente superior 

(50,8%) a calculada para a estação mais chuvosa da região.  

Galardo (2010) e Segura (1998), também detectaram diferenças na 

densidade dos anofelinos em relação ao regime de chuvas, mas observaram maior 

prevalência das espécies na época mais chuvosa da região. 



 

Segundo Forattini (1987), variações na densidade de mosquitos relacionadas 

a precipitação pluviométrica são esperadas, uma vez que a chuva, o vento e a 

topografia do terreno, constituem fatores de natureza exógena que influenciam 

diretamente na população dos culicídeos. Segundo ainda este autor, a densidade de 

mosquitos de uma região tende a aumentar nas épocas de maior precipitação 

pluviométrica.  

Deste modo, nossos resultados podem ter sido influenciados pelas poucas 

coletas realizadas no local, e pelo baixo tamanho amostral (584 espécimes), quando 

comparados aos levantamentos periódicos e maior número de mosquitos capturados 

por Segura (1998) e Galardo (2010) e (9.102 e 4.601 anofelinos, respectivamente).  

Por outro lado, nossos dados se assemelham a um estudo conduzido na 

Serra do Navio, Estado do Amapá por Póvoa et al. (2001), cujas coletas resultaram 

em 3.053 espécimes, com maior densidade anofélica (77,2%) também no período de 

menor precipitação pluviométrica. 

A pluviosidade da região influenciou ainda a relação de espécies capturadas 

em cada estação do ano, destacando-se a variação sazonal observada para as mais 

prevalentes da área. Assim, maior proporção de espécimes do An. marajoara, foi 

detectada na estação mais chuvosa (94,4%), e menor na menos chuvosa (32%). A 

relação entre aumento do regime de chuvas e densidade populacional, deste 

anofelino, foi também observada por Segura (1998) e Galardo (2010). Essa 

influência positiva da precipitação pluviométrica sobre a população de An. marajoara 

pode ser explicada pelos hábitos ecléticos deste anofelino, que sem preferência por 

criadouros, se aproveita da abundância das chuvas e consequente ampliação de 



 

sítios de procriação de mosquitos, para se desenvolver numa grande variedade de 

coleções hídricas temporárias ou definitivas, naturais ou artificiais, expostas à luz ou 

sombreadas (Consoli & Oliveira, 1994).  

Observamos também que o aumento da pluviosidade diminuiu a população 

do An. darlingi. Desta forma, No período mais seco da região (setembro) a 

proporção desta espécie em relação às demais foi de 55,5%, caindo para 0,7% nos 

meses mais chuvosos. Esta redução populacional é concordante às observações do 

comportamento desta espécie no Brasil, realizadas por Charlwood (1996), 

demonstrando que a redução da mortalidade de larvas e pupas se dá na estação de 

baixa precipitação pluviométrica. 

Foi no início do período menos chuvoso em Macapá, AP, que coincidiu a alta 

do An. darlingi com o aumento dos registros de casos de malária no ano de 2009. 

Nossa análise foi baseada em duas coletas realizadas nesse período (setembro). 

Todavia, acreditamos que seja consistente, uma vez que concordam com os obtidos 

em monitoramento mensal da fauna anofélica realizada por Galardo et al. (2009) em 

três comunidades do Estado do Amapá, entre 2003 e 2005, e que revelam forte 

correlação positiva entre a abundância desta espécie, escassez de chuvas e 

incremento dos casos de malária nesses locais.  Galardo et al. (2009) sugerem que 

o conhecimento desse tipo de associação é de grande importância para implantação 

de medidas de controle da malária, principalmente em áreas endêmicas onde a 

transmissão está associada a presença dos An. darlingi e An. marajoara. 

A baixa densidade do An. darlingi na estação mais chuvosa (2 exemplares 

coletados), não diminui sua importância epidemiológica nesse período, uma vez que, 



 

de acordo com Deane (1948), na região amazônica esta espécie é vetora primária 

de malária, altamente susceptível aos plasmódios humanos, sendo capaz de 

transmiti-los dentro e fora das casas mesmo quando sua densidade está baixa.  

 Análise das Informações de notificações de malária em Macapá, AP, entre 

janeiro de 2009 e abril de 2010, incluindo os 709 casos autóctones, revelam 

ocorrência ininterrupta da doença no período de nosso estudo (BRASIL, SIVEP-

MALÁRIA 2010). Possivelmente, grande parte desses casos tenha sido transmitida 

pelos An. darlingi e An. marajoara, ambas as espécies já encontradas naturalmente 

infectadas na localidade estudada por (Segura (1998) e Galardo (2010) e em outras 

áreas do Estado por Segura (1998) e  Póvoa et al. (2001). Estes anofelinos, mesmo 

exibindo variação sazonal, foram os mais prevalentes em todas as capturas por nós 

realizadas na localidade estudada, representando juntas 91,3% da fauna anofélica 

local.  

Vale ressaltar que, os demais anofelinos capturados na área também já foram 

encontrados naturalmente infectados no nosso país, conforme registros de Burkot et 

al. (1984), Arruda et al. (1986), Deane (1986) e Tadei & Thatcher (2000). 

Os resultados do teste ELISA para detecção de infecção do An. marajoara, 

representam elemento a mais para ratificar a importância desta espécie na 

epidemiologia local da malária, pois detectamos 10 espécimes infectados por P. 

vivax ou por P. falciparum (além de um An. albitarsis s.l. não identificado pela ITS2) 

em cinco das seis capturadas realizadas na comunidade Lagoa dos Índios.  



 

Curiosamente, apesar dos achados de infecção natural para o An. marajoara, 

no período de nosso trabalho, somente em 2009 houve registro de casos de malária 

nesta localidade (3 casos): 1 caso em cada mês, janeiro, fevereiro e abril (BRASIL, 

SIVEP/MALÁRIA 2010).  

Segundo Coura et al. (2006), no Brasil, ainda não há consenso sobre o 

conceito de malária assintomática, cujo perfil epidemiológico é de baixa 

endemicidade. Todavia, não podemos descartar a possibilidade de sua ocorrência 

na comunidade estudada, pois estudos conduzidos por Camargo et al. (1999), Alves 

et al. (2002), Suarez-Mutis et al. (2007) e Hinke (2009), em outras áreas da 

Amazônia brasileira detectaram a presença de portadores do parasito da malária 

inclusive como potenciais reservatórios de P. vivax, diagnosticados pela PCR 

capazes inclusive de infectar experimentalmente espécimes de An. darlingi  (Alves et 

al., 2005). 

Além disso, observamos que os moradores e trabalhadores da região estavam 

frequentemente expostos a picada dos mosquitos, e pareciam não se preocupar 

com o risco de transmissão da malária. Assim, não utilizarem medidas de proteção 

individual como repelentes, se reuniam frequentemente à noite para conversar foras 

das casas. Medidas de proteção coletiva, também não foram observadas, pois nas 

casas não havia telas em portas e janelas, e muitos dormiam em redes sem 

mosquiteiros amarradas em locais abertos como pátios e varandas.  

Outro fator de risco importante a ser considerado na epidemiologia local da 

malária diz respeito à atividade hematofágica de anofelinos durante a escotofase. 

Nossos dados demonstram que as espécies procuraram por repasto sanguíneo em 



 

todos os horários da noite, tanto no período mais seco quanto no mais chuvoso da 

região, dados estes concordantes aos de Segura (1998) e Galardo (2010).  

Ao analisarmos isoladamente as duas espécies mais prevalentes da 

localidade, únicas a apresentarem atividade hematofágica durante toda a noite, 

constatamos que exibem picos de densidade diferenciados segundo o período de 

maior e menor abundancia de chuvas. O An. marajoara apresentou um pico 

importante no início da noite (19:00h  às 20:00h), e dois secundários. Estes últimos 

das 22:00h as 23:00h e de 1:00h às 2 horas da manhã no período menos chuvoso e 

das 24:00h à 1:00h e das 4:00h às 5:00 horas da manhã no mais chuvoso. Galardo 

(2010) observou que o horário de maior atividade desta espécie no peridomicílio 

ocorreu até às 20 horas, não exibindo picos secundários para realização de repasto 

sanguíneo.  

Em relação ao An. darlingi, detectamos maior atividade apenas para o 

período menos chuvoso, nos primeiros horários da noite (19 às 20) e de 1 às 2 e 3 

às 4 horas da manhã. Na época mais chuvosa, coletamos apenas dois espécimes 

deste anofelino em dois horários (21 as 22 e 24 á 1 hora da manhã). Os dados de 

Galardo (2010) não revelam um horário definido de maior atividade hematofágica 

para esta espécie. 

Segundo Tadei & Thatcher (2000), entre os anofelinos, a procura pelo repasto 

sanguíneo pode ser influenciada pelo local onde os mosquitos ocorrem (área urbana 

ou rural), pela sua densidade em relação aos outros culicídeos, pela estação do ano 

(seca ou chuvosa), pela distância de floretas e moradias e ainda pela presença de 

outros hospedeiros na região, fatores esses, comuns a mesma área trabalhada por 



 

nós e Galardo (2010). Assim, estudos periódicos no local podem esclarecer melhor a 

biologia e comportamento dos vetores da área.  

Ressaltamos que levantamentos entomológicos preliminares à implantação 

de medidas de controle da malária em determinada região, são essenciais, uma vez 

que segundo Tadei & Thatcher (2000), ao longo do tempo os anofelinos podem 

alterar seus hábitos e se adaptar a mudanças ambientais. 

Desta forma, estudos da dinâmica populacional de vetores de malária e de 

parâmetros entomológicos como a longevidade, são particularmente interessantes 

para a análise da capacidade vetorial (Kakitani & Forattini, 2000). Assim, quanto 

maior a sobrevivência de uma espécie, maior será a probabilidade de vir a se 

infectar e de transmitir o plasmódio (Fernandez & Forattini, 2003).  

Apesar de não termos avaliado a idade fisiológica das fêmeas, nossos dados 

revelam uma população mais velha de An. marajoara circulando na Comunidade 

Lagoa dos Índios, pois no período estudado 73% dos espécimes dissecados eram 

fêmeas paridas. Jensen et al. (1998) relatam que elevada taxa de paridade sugere 

maior longevidade da população.  

Quando analisamos separadamente os períodos de menor ou maior 

precipitação pluviométrica, a proporção de fêmeas paridas permanece superior em 

ambas as estações, alcançando no período mais seco, um valor de 90%, período 

este que coincide com o aumento da densidade populacional do An. darlingi, 

espécie esta, de acordo com Deane (1948) com alta capacidade vetorial, e capaz de 

manter a doença de forma endêmica na região Amazônica. 



 

Além disso, no período chuvoso a proporção de nulíparas foi maior (35,6%) 

do que no período menos chuvoso (10%), dado que corrobora com o aumento da 

densidade populacional do An. marajoara observado na época de maior abundância 

de chuvas. De acordo com Bona (2008), proporções elevadas de nulíparas podem 

ser explicadas pela contínua emergência de adultos dos criadouros de mosquitos ou 

por alta taxa de mortalidade de fêmeas paridas. Apesar de não termos 

acompanhado a dinâmica da população desta espécie, não acreditamos na 

influência deste último fator, pois a população de paridas se manteve alta nos meses 

de maior precipitação pluviométrica.   

Concluímos, portanto, que as seguintes características biológicas dos An. 

darlingi e An. marajoara descritas, como: presença das espécies nas seis coletas 

realizadas, (inclusive nas estações menos e mais chuvosa da região); atividade 

hematofágica nas 12 horas da ecostofase; maior prevalência do que os outros 

anofelinos presentes na localizada, e infecção natural de espécimes de An. 

marajoara, ratificam a importância desses anofelinos como vetores de malária no 

município de Macapá, AP,particularmente na comunidade Lagoa dos Índios. 

 

4.2 ANOFELINOS DE PEIXE BOI, PA 

Nossos resultados revelam que na Fazenda Urucuri, Peixe Boi, PA, ocorrem 

quatro espécies de anofelinos, em ordem de maior prevalência no período estudado: 

An. triannulatus s.l., An. oryzalimnetes, An. darlingi e An.nuneztovari.  



 

Uma amostragem pequena de anofelinos (43 espécimes), obtida em apenas 

uma localidade, não nos parece ser representativa do município. Somado a isto, 

resultados de estudos ali conduzidos discordam dos nossos, quanto ao número de 

espécies coletadas: Deane (1947) relata a ocorrência de três anofelinos (An. 

albitarsis s.l., An. braziliensis e An. nuneztovari), Xavier & Mattos (1975) de apenas 

dois (An. albitarsis e An. nuneztovari), e mais recentemente Santos et al. (2007) 

identificaram sete espécies no município (An. darlingi, An. albitarsis s.l, An. 

aquasalis, An. nuneztovari, An. triannulattus s.l., An. oswaldoi s.l e An. argyritarsis).  

 Vale salientar que, variação temporal na fauna de anofélica tem sido 

registrada em locais como em Belém por Póvoa et al. (2003) e Silva et al (2006, 

Fauna anofélica da cidade...) e influenciada dentre outros fatores, pela expansão 

urbana e consequente destruição de criadouros, levando a manutenção desses 

mosquitos nas poucas áreas de mata da cidade. Neste cenário, Peixe-Boi, PA, 

segundo Donato et al. (2010), representa uma das últimas áreas da região 

Bragantina com importantes fragmentos florestais bastante vulnerável a expansão 

das atividades agropecuárias, portanto levantamentos periódicos e em vários locais 

da cidade, podem revelar com mais precisão as espécies componentes da fauna 

anofélica do município.  

Segundo Santos et al. (2007), a densidade de anofelinos é alta no município e 

se mantém assim durante todo o ano. Obtivemos, entretanto, um número muito 

baixo de mosquitos nas coletas de 12 horas realizadas na localidade, principalmente 

na primeira excursão em junho de 2009 (apenas 3 espécimes). Análise dos dados 

de precipitação pluviométrica obtidos da estação meteorológica mais próxima 



 

(Tracuateua, PA) indica que tanto as chuvas quanto a umidade relativa do ar foram 

relativamente altas no período de estudo não tendo influenciado, a nosso ver, nessa 

baixa densidade populacional encontrada. Descartamos também a interferência de 

ações de controle vetorial na população de anofelinos da cidade, pois Peixe-Boi, PA, 

segundo Santos et al. (2007) é considerada área de baixo risco de transmissão de 

malária, inexistindo ali atividades de combate a seus transmissores.  

Service (1980) admite que condições meteorológicas como temperatura, e 

vento possam exercer influência sobre a densidade, ecologia e comportamento dos 

mosquitos. Desta forma, capturas periódicas no local com monitoramento desses e 

outros fatores podem, segundo Tadei & Thacher (2000), trazer informações sobre a 

flutuação da população de anofelinos da área. 

Os resultados do ELISA demonstram que nenhum An. oryzalimnetes coletado 

na localidade trabalhada estava infectado com as espécies testadas de plasmódio. 

Li & Wilkerson (2007) destacam que a capacidade vetorial deste anofelino ainda não 

está devidamente esclarecida.  

Nossa pequena amostragem não nos possibilita concluir que o An. 

oryzalimnetes seja capaz de se infectar com o plasmódio. Resultados de testes de 

infectividade natural (ELISA) realizados pelo Laboratório de Entomologia de Malária 

do Instituto Evandro Chagas, não demonstram infecção natural para este anofelino 

(Povoa, comunicação pessoal). Informações do BRASIL, SIVEP- MALÁRIA (2010) 

revelam também que no período de 2003 a 2010, a casuística da doença tendeu ao 

declínio durante os anos avaliados, com a ocorrência de um surto importante em 



 

2003 (220 casos, 210 autóctones), inclusive com notificações na localidade 

estudada. 

Vale salientar, que há circulação do plasmódio na mesorregião do Nordeste 

paraense. Oliveira-Filho & Martinelli (2009) destacam que entre 1998 e 2006, nove 

municípios apresentaram IPA ≥ 50 (alto risco de transmissão da doença): Augusto 

Corrêa, Aurora do Pará, Ipixuna do Pará, Nova Esperança do Piriá, Tailândia, 

Tracuateua, Viseu, Cachoeira do Piriá e Santarém Novo). Este último distante 

apenas 37 Quilômetros de Peixe-Boi.  

Nossos dados sobre a ocorrência de anofelinos em Peixe-Boi, PA, inclusive 

do An. darlingi, espécie segundo Deane (1986), de alta susceptibilidade a infecção 

malárica, somados ao encontro de grande proporção de fêmeas de An. albitarsis B 

velhas (paridas) (84,6 %), e portanto com melhores chances de infecção e 

transmissão do plasmódio, além da possibilidade de migração humana de outras 

cidades onde ocorre transmissão de malária, atraídas principalmente pelos rios e 

igarapés da cidade, são fatores a serem considerados no estabelecimento de 

medidas de vigilância epidemiológica da doença no município de Peixe-Boi, PA. 

 

4.3 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR do An. albitarsis s.l DE MACAPÁ, AP.  

De acordo com Merritt et al. (2005), estudos de identificação taxonômica de 

espécies crípticas são mais do que atividades acadêmicas quando suas espécies se 

comportam como vetores de doenças em humanos.  



 

Por análises morfométricas, Motoki et al. (2009), separaram as cinco espécies 

do complexo An. albitarsis (com exceção do An. albitarsis F). Mas a identificação 

morfológica em chaves dicotômicas nem sempre é possível, principalmente quando 

as espécies ocorrem de forma simpátrica. Por exemplo, segundo Forattini (2002), na 

fase larvária, os An. marajoara e An. albitarsis s.s são idênticos, e se distinguem do 

An. deaneorum pelo aspecto distalmente penado da cerda 3-C. Já na fase adulta, as 

duas primeiras espécies continuam morfologicamente semelhantes, porém no An. 

deaneorum os tufos póstero-laterais de escamas surgem a partir do IV ou V 

segmento abdominal.  

Assim, de acordo com Forattini (2002), a análise da genitália masculina, seria 

uma possibilidade de distinção entre os An. marajoara e An. albitarsis s.s., pois 

apenas a primeira espécie apresenta o claspete ventral com ápice truncado e 

contorno trapezoidal. Esta estrutura, entretanto é igual nos An. albitarsis s.s e An. 

deaneorum, cujo ápice é arredondado conferindo aspecto triangular ou cônico.  

Wilkerson, Gaffigan & Lima (1995) salientam que a identificação específica, 

representa informação chave em estudos que avaliem o papel de anofelinos de 

determinada região, em transmitir malária. Desta forma, a biologia molecular pode 

ser uma ferramenta adicional a estudos de fauna anofélica de determinada região, 

em especial onde ocorrem complexos de espécies crípticas, como o An. albitarsis 

s.l., em áreas endêmicas de malária.  

Nossos resultados confirmam que o rDNA - ITS2 é útil para a identificação de 

espécies do complexo An. albitarsis, marcador este empregado também em outros 

trabalhos taxonômicos, como os de Li & Wilkerson (2005), Brochero et al. (2007) e 



 

Neves (2008). Os iniciadores desenhados por Li & Wilkerson (2005) e Brochero et 

al. (2007), baseados nesta região do genoma, foram utilizados na mesma ordem 

sugerida por esses autores em anofelinos encontrados nos municípios de Macapá, 

AP, e Peixe-Boi, PA, duas cidades com perfis epidemiológicos diferentes de 

transmissão de malária. Uma vez identificadas as espécies, calculamos a taxa de 

infecção natural a plasmódios humanos, e analisamos o perfil vetorial destes 

anofelinos nas localidades estudadas.  

O primeiro iniciador a ser testado, designado como AlbCD, em combinação 

com os ITS2 F e ITS2 R, permitiu a amplificação de um fragmento específico para 

An. marajoara e An. deaneorum de ~390pb, ou um de ~490pb para o amplicom 

inteiro de ITS2 sugestivo de An. albitarsis A ou An. albitarsis B.  

Dos 366 mosquitos analisados, em 333 foi possível visualizar estes 

fragmentos em gel de agarose. De acordo com Li & Wilkerson (2005) ausência de 

bandas indica falta ou degradação do DNA nas amostras. Acreditamos na 

possibilidade de perda de partes (pernas, carcaça, asas) desses 33 mosquitos 

considerados negativos, durante o processo de maceração (fase de extração), mas 

descartamos a possibilidade de degradação do DNA, uma vez que todos os 

mosquitos foram conservados da mesma maneira: mantidos em álcool a 90% e 

posteriormente congelados em freezer a -20oC.  

O padrão diferenciado de bandas observado, em gel de agarose, nas 293 

amostras sugestivas de An. marajora ou An. deaneorum (banda única de ~390pb ou 

dupla de ~390pb e ~490pb), é esperado, conforme relatam Li & Wilkerson (2005), 



 

tendo em vista a competição dos três iniciadores na reação e/ou a baixa quantidade 

de DNA extraído dos espécimes.  

Nossos resultados não confirmaram a identificação morfológica de 13 

espécimes de An. albitarsis s.l. coletados na área de estudo. Segundo Li & 

Wilkerson (2005), a banda completa da região ITS2 pode se produzida também pela 

amplificação desta região em outros mosquitos do Subgênero Nyssorhynchus. Vale 

destacar, que o An. braziliensis na fase adulta, apresenta características 

morfológicas muito próximas do An. albitarsis s.l., com ambas as espécies 

apresentando fileiras de escamas brancas no I esternito abdominal. No complexo 

An. albitarsis entretanto, o II tergito abdominal não apresenta tufos póstero - laterais 

de escamas escuras, estrutura esta presente no An. braziliensis (Consoli & Oliveira, 

1994). Portanto, espécimes desse último anofelino, também presente na localidade, 

poderiam ter sido identificados como An. albitarsis s.l. É interessante observar que 

quando analisamos o produto da amplificação do iniciador AlbB desses 13 

exemplares, verificamos que as bandas possuem tamanhos diferentes. Assim, como 

a variação da ITS2 é baixa dentro de uma única espécie, estas diferenças poderiam 

representar variações interespecíficas desta região observadas em outros 

Nyssorrinchus por Marrelli et al. (2006).   

Trabalhos de sequenciamento da região estudada com posterior comparação 

com seqüências conhecidas de outros Nyssorrinchus poderão esclarecer a origem 

dessas 13 amostras não identificadas pela amplificação dos iniciadores aqui 

testados.     



 

Lembramos ainda, que linhagens do An. marajoara tem sido identificadas por 

Mckeon et al. (2010), inclusive no estado do Amapá, baseadas em diferenças 

encontradas no genoma mitocondrial desta espécie (seqüenciamento do gene COI e 

da região ITS2), sugerindo especiação recente deste anofelino na Amazônia 

brasileira. Os autores propõem inclusive a existência de uma nova espécie deste 

complexo  

Tadei & Thacher (2000), destacam que a grande diversidade de habitats nos 

variados ecossistemas da Amazônia, dificulta fazer generalizações sobre a 

distribuição geográfica das espécies. Nosso trabalho, primeira investigação do An. 

albitarsis F na Região amazônica brasileira, revela contudo, que esta espécie do 

complexo An. albitarsis não é encontrada no Brasil, confirmando sua ocorrência até 

o momento apenas no norte da Colômbia feita por Brochero et al. (2007).  

Concluímos, portanto que nossos resultados concordam com estudos 

realizados utilizando outras metodologias de identificação específica do An. albitarsis 

s.l: RAPD-PCR (Segura, 1998) e dissecção de genitália masculina (Galardo, 2010), 

demonstrando ser o An. marajoara a única espécie do complexo An. albitarsis s.l. 

presente em Macapá, mas discordam dos resultado de Mckeon et al (2010) que 

identificaram também o An. oryzalimnetes na cidade.  

 

4.4 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DOS An. albitarsis s.l  DE PEIXE BOI, PA. 

Nosso trabalho relata pela primeira vez a identificação molecular específica de 

mosquitos do complexo An. albitarsis presentes nesta localidade, cujos iniciadores 



 

utilizados, resultaram na amplificação de um fragmento de 172pb, específico de An. 

oryzalimnetes. 

A pequena amostragem de anofelinos coletados numa única localidade do 

município, não nos permite afirmar se o An. oryzalimnetes representa o único 

membro do complexo An. albitarsis presente em Peixe Boi, PA, uma vez que esta 

espécie pode ocorrer em simpatria, como se observa no sul do Brasil associado ao 

An. albitarsis s.s. (Conn & Mirabello, 2007) e em Macapá com o An. marajoara 

(Mckeon et al., 2010). 

Assim, nossos resultados contribuem para o entendimento da epidemiologia 

da malária na região Amazônica brasileira, e sugere a realização de estudos 

entomológicos e moleculares mais abrangentes que analisem a distribuição e o 

papel na transmissão da doença, das espécies do complexo An. albitarsis nas áreas 

onde ocorrem. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5 CONCLUSÕES 

 Por critérios morfológicos foram identificadas as seguintes espécies de 

anofelinos em Macapá: An. albitarsis s.l, An. darlingi, An. triannulatus s.l.,An. 

braziliensis e An. nuneztovari e em Peixe-Boi An. triannulatus s.l.,  An. albitarsis s.l., 

An. darlingi e An. nuneztovari; 

 Identificação molecular baseada na análise do ITS2, de espécimes de An. 

albitarsis s.l. coletados na comunidade Lagoa dos índios em Macapá, mostrou que o 

An. marajoara é a única espécie deste complexo que ocorre na localidade; 

 Treze espécimes de An. albitarsis s.l. de Macapá, não foram identificados a 

nível específico pelos iniciadores utilizados. 

 Todos os An. albitarsis s.l. coletados na Fazenda Urucuri em Peixe-Boi, foram 

identificados pela região ITS 2 como An. oryzalimnetes;  

 O An. marajoara apresenta características biológicas e comportamentais que 

ratificam sua importância epidemiológica na transmissão de malária em Macapá, tais 

como: espécie mais prevalente, ocorrência tanto na estação menos quanto na mais 

chuvosa, maior densidade populacional na época de maior precipitação 

pluviométrica da região e atividade hematofágica durante toda a ecostofase; 

 Espécimes de An. marajoara foram encontrados naturalmente infectados em 

Macapá tanto pelo P. falciparum quanto pelo P. vivax (VK210 e VK247), (taxa de 

infecção natural de 3,1%), elemento a mais que comprova sua importância como 

vetor de malária nesta cidade;   



 

 Nenhum espécime de An. oryzalimnetes coletado em Peixe-Boi foi 

encontrado naturalmente infectado pelos plasmódios testados;     

 A baixa quantidade de espécimes de An. oryzalimnetes coletados na Fazenda 

Urucuri em Peixe-Boi não nos permite concluir sobre a importância desta espécie na 

transmissão local de malária; 

 Maior proporção de An. marajoara coletados em Macapá na Comunidade 

Lagos dos Índios era de fêmeas paridas, com a taxa de paridade variando de 0,0 a 

100 na estação menos chuvosa e de 42,8 a 100,00 na mais chuvosa da região; 

 Maior proporção de An. oryzalimnetes coletados na Fazenda Urucuri em 

Peixe-Boi, PA, era de fêmeas paridas, com a taxa de paridade calculada em 33,33% 

para a primeira excursão e em 100% para a segunda excursão;  

 O An. albitarsis F não foi identificado nas duas áreas estudadas. 

 São necessários estudos entomológicos e moleculares mais abrangentes, 

que analisem a distribuição e o papel na transmissão de malária, das espécies do 

complexo An. albitarsis nas áreas onde ocorrem.  
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