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RESUMO 

A malária é uma doença infecciosa causada por parasitas do gênero Plasmodium que 

é transmitida ao homem por mosquitos do gênero Anopheles. Em 2019, o Brasil registrou 

cerca de 175 mil casos da doença, que é mais frequente na região Amazônica. Contudo, a 

região da Mata Atlântica, que é ser rica em bromélias, criadouro larval das espécies de 

anofelinos do subgênero Kerteszia, também apresenta casos da doença, por. Na Mata 

Atlântica, o principal mosquito vetor da malária de bromélias é o Anopheles (Kerteszia) 

cruzii, que também é incriminado como o único mosquito capaz de transmitir Plasmodium sp. 

de primatas não humanos ao homem. Devido à importância desse vetor, estudos de 

monitoramento da espécie em áreas preservadas são necessários para avaliar o risco de 

transmissão da malária nessas regiões. Portanto, este estudo tem como principal objetivo 

analisar, através de uma combinação de capturas em campo, identificações morfológicas e 

análises moleculares, como realização de PCR e sequenciamentos, a dinâmica da população 

de An. cruzii estabelecida na Unidade de Conservação do Desterro (UCAD) – Florianópolis, e 

detectar se esses anofelinos encontram-se infectados com Plasmodium, apresentando risco de 

transmissão da doença. Neste estudo, capturamos 229 anofelinos, sendo que a maioria foi 

identificada como An. cruzii. Ainda, observamos uma tendência ao predomínio de anofelinos 

em armadilhas instaladas na copa quando comparadas ao solo. Este fato pode ser relacionado 

ao comportamento acrodendrofílico de An. cruzii, e reforça a hipótese de que esse anofelino 

possui na transmissão de malária simiana. Além disso, coletamos maior número de anofelinos 

na primavera e no verão, confirmando o que já é descrito na literatura: que os mosquitos do 

subgênero Kerteszia são influenciados por fatores como clima e precipitação, ocorrendo nas 

estações mais quentes e chuvosas uma maior densidade populacional. Nas análises de 

infecção foi observada uma espécie de protozoário ciliado do gênero Tetrahymena infectando 

An. cruzii. Este achado surpreende, uma vez que nunca havia sido relatada a presença de 

Tetrahymena nesse anofelino. Ainda, observou-se que o fragmento analisado de Tetrahymena 

possui algumas semelhanças com Plasmodium, o que explica a amplificação deste protozoário 

ao usarmos primers que, a princípio, seriam específicos para Plasmodium. Apesar de 

instigante, a recente descoberta necessita de mais estudos, visando compreender melhor a 

influência da infecção por Tetrahymena em anofelinos. 

PALAVRAS-CHAVE: Anopheles (Kerteszia) spp., malária, protozoário, Mata Atlântica, 

Tetrahymena. 



 

 

ABSTRACT 

 

Malaria is an infectious disease caused by Plasmodium parasites that are transmitted 

to humans by mosquitos of the Anopheles genus. In 2019, Brazil registered around 175 

thousand cases of the disease, which is most common in the Amazon region. However, the 

Atlantic rainforest region also has malaria cases, since it is rich in bromeliads, the larval 

breeding grounds for Anopheles species from the Kerteszia subgenus. In the Atlantic 

rainforest, the main malaria vector is Anopheles (Kerteszia) cruzii, which also transmits 

Plasmodium spp. from primates to humans. Due to the importance of this vector, surveillance 

on this species in areas where vegetation is preserved is necessary to evaluate the risks of 

malaria transmission. Therefore, the main goal of this study is to analyze the population 

dynamics of An. cruzii at Unidade de Conservação do Desterro (UCAD – Florianopolis, 

Brazil) through the combination of field collection, morphological identification, and 

molecular analysis such as PCR and sequencing. It also aims to detect if those Anophelines 

are infected with Plasmodium, posing a risk to the transmission of the disease. In this study 

we collected 299 Anophelines, of which most were An. cruzii. Apart from that, we observed a 

tendency of anophelines to be predominant in the traps installed in the canopy in comparison 

to the ones installed on the ground. This fact may be related to the acrodendrophilic behavior 

of An. cruzii, and corroborates the hypothesis these anophelines have a role in transmitting 

simian malaria. Besides that, we were able to obtain a bigger number of anophelines 

collecting in the spring and summer than in other seasons, confirming what is found in the 

literature which says that mosquitoes from the Kerteszia subgenus are influenced by climate 

factors such as precipitation, occurring in bigger numbers in warmer and wetter seasons. In 

infection analysis, ciliate protozoans from the genus Tetrahymena were found infecting An. 

cruzii. This is a surprising find since the presence of Tetrahymena has never been documented 

in this anopheline. Moreover, it was possible to observe the Tetrahymena fragment analyzed 

has some genetic similarities with Plasmodium, which explains the amplification of this 

protozoan in primiers which were designed specifically for Plasmodium. In spite of being 

intriguing, this recent discovery requires more study in order to better comprehend the 

influence of the Tetrahymena infection in anophelines.  

KEYWORDS: Anopheles (Kerteszia) spp., malária, protozoário, Mata Atlântica, 

Tetrahymena. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1 MALÁRIA 

 

A malária é considerada um grave problema de saúde pública, uma vez que todos os 

anos acomete milhões de pessoas e é endêmica em 87 países (WHO, 2020; RBM, 2019). Esta 

é uma doença infecciosa causada por parasitas do gênero Plasmodium, que são transmitidos 

ao homem por meio da picada de mosquitos do gênero Anopheles (WHO, 2018). Apenas em 

2019, estima-se que ocorreram cerca de 229 milhões de casos e 409 mil óbitos em decorrência 

da doença (WHO, 2020). De acordo com a OMS, em 2019 o Brasil, junto com a Venezuela e 

a Colômbia, representaram mais de 86% dos casos de malária na região das Américas (WHO, 

2020).  

A febre é o principal sintoma inicial da doença, podendo estar associado à sudorese, 

calafrios, tremores e dores de cabeça. Todavia, ela também apresenta sintomas de difícil 

reconhecimento, sendo muitas vezes confundida com outras doenças febris (OLIVEIRA-

FERREIRA et al., 2010; ALVARENGA et al., 2016). Se a malária não for tratada no início, 

pode evoluir e se agravar, podendo levar o indivíduo à morte. Os grupos mais afetados pela 

doença são mulheres grávidas e crianças com menos de cinco anos de idade (WHO, 2018). 

 

1.2 MOSQUITOS DO GÊNERO ANOPHELES 

 

O gênero Anopheles foi assim categorizado em 1818 pelo entomologista Johann 

Wilhem Meigem e, atualmente conta com 465 espécies distribuídas pelos subgêneros 

Anopheles, Baimaia, Cellia, Kerteszia, Lophopodomyia, Nyssorhynchus e Stethomyia, sendo 

apenas Anopheles, Cellia, Kerteszia e Nyssorhynchus considerados vetores dos parasitas que 

infectam humanos (HARBACH, 2013). Segundo Portes et al. (2010), cinco espécies de 

anofelinos têm maior envolvimento na transmissão de malária para humanos no Brasil: 

Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi, Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis, Anopheles 

(Nyssorhynchus) albitarsis, Anopheles (Kerteszia) cruzii e Anopheles (Kerteszia) bellator.  
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1.3 SUBGÊNERO KERTESZIA NO BRASIL 

 

O subgênero Kerteszia é distribuído do México ao Sul do Brasil, estando ausente no 

Chile, Uruguai e todas as ilhas do Caribe, com exceção de Trindade (COLLUCCI; SALLUM, 

2003). Quanto à distribuição das espécies deste subgênero no Brasil, pode-se encontrar An. 

cruzii do Estado de Sergipe até a região Sul do país. Já An. bellator pode ser observado ao 

longo da costa do Nordeste, até o Amapá, An. homunculus em Santa Catarina, Paraná, São 

Paulo e Espírito Santo, An. bambusicolus em Santa Catarina e Paraná e An. laneanus em 

grandes altitudes nos estados de São Paulo e Rio de Janeiro. Outras duas espécies de 

Kerteszia também já foram registradas no território brasileiro: An. neivai, na região 

Amazônica, e Anopheles boliviensis, que se encontra com registros desatualizados 

(MARRELLI et al., 2007).  

Dentre as espécies de Kerteszia, An. cruzii, An. bellator e An. homunculus, são 

consideradas os principais vetores da malária em regiões de Mata Atlântica como, no sul e 

sudeste do Brasil (MARRELLI et al., 2007). Ademais, An. cruzii merece destaque por ser o 

único anofelino que já foi encontrado naturalmente infectado com as três espécies de 

Plasmodium (P. vivax, P. falciparum e P. malariae), sendo também o único responsável pela 

transmissão dos plasmódios de macacos (P. brasilianum e P. simium) aos humanos (Deane et 

al., 1970), provavelmente devido a sua atividade hematofágica versátil e mobilidade vertical 

(UENO et al., 2007; CARLOS et al., 2019). 

Segundo Consoli e Lourenço-de-Oliveira (1994), as fêmeas de An. cruzii alimentam-se 

preferencialmente durante o período crepuscular. Suas fontes de alimentação sanguínea 

podem ser diversas, picando aves, humanos, e outros mamíferos. As fêmeas alimentam-se no 

ambiente silvestre e também adentram residências em busca de sangue humano (DEANE, 

1986), sendo então consideradas antropofílicas. Elas possuem grande mobilidade entre o solo 

e a copa das árvores, realizando hematofagia em níveis mais elevados de florestas, tornando 

possível a infecção humana por Plasmodium de macacos em áreas de ocorrência de malária 

simiana (UENO et al., 2007). Ainda, An. cruzii é considerada uma espécie eurigâmica, ou 

seja, possui a necessidade de formação de enxames para copular. Segundo Bates (1949), os 

enxames podem ser influenciados pelo estado fisiológico dos mosquitos, associação de 

espécies, presença de luz, correntes de ar, temperatura e umidade.   
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1.4 A MALÁRIA NO BRASIL 

 

Em 2019, o Brasil registrou cerca de 175 mil casos de malária (WHO, 2020). Mais de 

90% dos casos de malária no Brasil ocorrem na região Amazônica, tendo An. darlingi como o 

principal vetor (CARLOS et al., 2019). Apesar de grande parte dos casos se concentrarem na 

região amazônica, o Brasil também apresenta casos de malária associados à Mata Atlântica. 

Esta é uma região rica em bromélias, que são criadouros de larvas das principais espécies 

vetoras da doença nessas regiões – os anofelinos do subgênero Kerteszia (MARRELLI et al., 

2007; KIRCHGATTER et al., 2014).  

A região onde originalmente existia Mata Atlântica abrange aproximadamente 15% do 

território brasileiro e possui mais de 72% de toda a população do país. Combinado com a alta 

incidência de casos importados da região Amazônica e da África, isso representa um alto risco 

de reintrodução da doença e de epidemias sazonais, como a que aconteceu há poucos anos no 

estado do Rio de Janeiro. De fato, o Brasil tem uma história centenária de combate à malária 

na Mata Atlântica, que era um grave problema de saúde pública, principalmente entre as 

décadas de 1940 e 1960, atingindo cerca de 40 mil casos por ano (DEANE 1986; 1988). 

Medidas de controle de vetores, incluindo remoção de bromélias e desmatamento, foram 

altamente eficazes na redução de casos de malária (DEANE, 1988). No entanto, a transmissão 

ainda ocorre dentro ou perto de florestas onde An. cruzii é encontrado. Além de ser um vetor 

da malária humana, An. cruzii também é um vetor natural de parasitas da malária simiana para 

humanos (DEANE et al., 1970; 1971; BRASIL et al., 2017). 

Esses casos de paludismo que ocorrem nas regiões extra-amazônicas costumam ter um 

diagnóstico mais difícil, pois devido à baixa incidência da doença nessas áreas, faltam 

profissionais treinados no reconhecimento da doença e capazes de fazer diagnósticos clínicos 

e laboratoriais precisos. Por esse motivo, apenas 19% dos casos são diagnosticados e tratados 

nas primeiras 48 horas após o início dos sintomas. Portanto, a taxa da letalidade por malária é 

muito maior na região extra-amazônica do que na Amazônia. Isso indica que a chance de 

morrer devido a malária é dez vezes maior se a doença for diagnosticada na região extra-

amazônica, mesmo em Estados que possuem recursos tecnológicos e médicos muito mais 

avançados (PINA-COSTA et al., 2014). Recentemente, o caso da atriz Camila Pitanga ganhou 

notoriedade na mídia, quando foi revelado que após ficar em isolamento social devido à 



18 

 

 

Covid-19 em uma região de Mata Atlântica, no litoral de São Paulo, a atriz e sua filha 

estariam com picos de febre, sendo diagnosticadas com malária dez dias após início dos 

sintomas. A atriz ainda ressaltou a importância da doença, destacando que ela existe, é 

curável, mas que necessita de cuidados (G1, 2020). De fato, esse caso não pode ser tratado 

como um caso isolado desta região, uma vez que ainda ocorrem casos extra-amazônicos em 

diferentes locais, como no Estado do Rio de Janeiro, onde, entre 2015 e 2016, foram 

notificados 49 casos de malária (BRASIL et al., 2017). Essas notificações reforçam a 

importância do monitoramento da doença na região da Mata Atlântica. 

 

1.5 INFECÇÃO PLASMODIAL 

 

Cinco espécies de parasitas do gênero Plasmodium são capazes de causar malária em 

humanos: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi (JOHNSTON 

et al., 2006; COX-SINGH et al., 2008). Porém, apenas três espécies são encontradas no 

Brasil: P. vivax, P. malariae e P. falciparum, sendo a maioria dos casos registrados causados 

por P. vivax (PINA-COSTA et al, 2010).  Além disso, Brasil et al. (2017) relataram infecções 

por P. simium, um plasmódio de macacos, em pacientes acometidos por malária no estado do 

Rio de Janeiro, levantando assim a possibilidade de ocorrência de malária zoonótica 

ocasionada por esse parasita. 

An. cruzii já foi encontrado naturalmente infectado com as três espécies de 

Plasmodium encontradas no Brasil, sendo também responsável pela transmissão dos 

plasmódios de macacos (P. brasilianum e P. simium) ao homem (Deane et al., 1970), 

provavelmente devido a sua atividade hematofágica versátil e mobilidade vertical (UENO et 

al., 2007; CARLOS et al., 2019). 

Kirchgatter et al. (2014) utilizaram a técnica de PCR como método de detecção 

plasmodial em anofelinos capturados na cidade de Juquitiba, no estado de São Paulo. Nesse 

estudo, foram confirmadas infecções por P. vivax e P. malariae em An. cruzii. Além disso, os 

mosquitos foram testados para identificar a fonte de alimentação de sangue e todos os 

resultados foram identificados como DNA de sangue humano. Segundo os autores, o fato de 

sangue de macaco não ter sido detectado nesses anofelinos não corrobora a hipótese de a 
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malária ser uma zoonose; o que os dados obtidos sugerem é que portadores humanos de 

malária assintomática são a principal fonte de infecção e manutenção dos parasitas em 

ambiente peridomiciliar. 

Em um estudo mais recente sobre detecção plasmodial, Buery et al. (2018) atestaram a 

presença de P. vivax e P. simium em 13 pools anofelinos coletados em Santa Tereza, no 

estado do Espírito Santo, sendo 10 identificados como An. cruzii, mantendo então a espécie 

como principal vetor encontrado na área estudada. Além disso, os autores sugerem que a 

presença de P. vivax / P. simium se deve ao fato de que esses anofelinos se alimentam também 

do sangue de animais que vivem na copa das árvores. 

No Espírito Santo e em outros estados como Santa Catarina, São Paulo e Rio de 

Janeiro, onde são reportados casos importados e autóctones da doença todos os anos (SINAN, 

2011; DIVE, 2014), An. cruzii é considerado o principal vetor de malária (MARRELLI et al., 

2007). Mesmo com a presença abundante desses mosquitos nessas regiões, atualmente tais 

insetos não são alvo de vigilância entomológica. A persistência da transmissão de malária 

autóctone e o aumento do ecoturismo nesses locais justificam a necessidade de 

monitoramento dessa espécie, que é característica de áreas preservadas (UENO et al., 2007). 

Recentemente foi realizado um levantamento sobre a situação da malária no estado de 

Santa Catarina onde foi observado que foram notificados mais de 250 casos da doença no 

estado no período de 2008 a 2018. Ainda nesse estudo, foi observado que 2% desses casos são 

autóctones, ou seja, provavelmente a infecção ocorreu em Santa Catarina e, como reforça a 

autora, é possível que os casos autóctones sejam causados por P. simium, com macacos 

atuando como reservatório de Plasmodium. Os demais casos são provenientes das regiões 

Norte, Nordeste, Centro-Oeste e de fora do país. Em relação aos parasitas, destaca-se a 

maioria dos casos em Santa Catarina ocasionados por P. vivax, seguido por P. falciparum e 

coinfecções das duas espécies. Um caso foi registrado causado por P. malariae, advindo da 

África do Sul. (MADALENA, 2019). 

Pouco se sabe sobre os casos de malária autóctones extra-amazônicos, distribuídos 

nas regiões da Mata Atlântica (em especial no estado de Santa Catarina), e sobre os fatores 

envolvidos na cadeia de transmissão da malária nesse bioma. Nesse cenário, os estudos que 

visam compreender os anofelinos vetores de regiões extra-amazônicas tendem a contribuir 
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para a avaliação do risco de transmissão da malária. Não é bem compreendido o possível 

efeito da coexistência de anofelinos, primatas não-humanos e os seres humanos na 

transmissão de malária nesse bioma. Acredita-se, entretanto, que a transmissão da doença na 

Mata Atlântica seja diferente daquela que ocorre na Amazônia, uma vez que a natureza da 

paisagem local e as espécies de anofelinos ali encontrados são distintas (CARLOS et al., 

2019). Assim, estudos que visam à correta identificação das espécies de possíveis vetores e o 

conhecimento da epidemiologia da malária no estado de Santa Catarina são importantes para 

o sistema público de saúde, pois eles podem fornecer a base para futuras medidas de 

vigilância e prevenção, e os resultados obtidos podem ser extrapolados para outras regiões 

cobertas pela Mata Atlântica em diferentes estados do Sul e Sudeste do Brasil. 

 

1.6 PRESENÇA DE TETRAHYMENA 

 

Além de Plasmodium spp., outros protozoários podem ser encontrados em 

mosquitos, como Tetrahymena spp.  Esses são ciliados, que podem ser de vida livre e ainda 

ocupar uma diversidade de habitats, podendo ser encontrados em criadouros larvais e até 

mesmo em mosquitos adultos (CORLISS, 1961). Já foram observadas espécies de 

Tetrahymena em diversos gêneros de mosquitos, como Culex, Aedes e Anopheles 

(GRASSMICK; ROWLEY, 1973; WASHBURN et al.,1989). Dentre as espécies de 

Anopheles pode-se citar: Anopheles albitarsis, Anopheles strodei, Anopheles mattogrossensis, 

Anopheles darlingi e Anopheles oswaldoi (CORLISS, 1961;WASHBURN et al., 1989 

BARROS et al., 2006). Estudos sugerem que esse protozoário possa causar esterilidade em 

mosquitos adultos (WASHBURN et al., 1989), o que pode sugerir potencial para o controle 

de mosquitos vetores, merecendo assim maiores estudos para averiguar a influência de 

Tetrahymena em populações de Anopheles e sobre a interação de indivíduos desse gênero com 

Plasmodium. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Dado a importância de An. cruzii como vetor de malária na região de Mata Atlântica, 

o presente estudo tem o intuito de investigar a presença de protozoários do gênero 

Plasmodium na população de An. cruzii da Unidade de Conservação Ambiental do Desterro 

(UCAD) e realizar uma correlação da sazonalidade e densidade dessas amostras com as 

influências climáticas, como precipitação, temperatura, força do vento e umidade. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Realizar um estudo ecológico da fauna de anofelinos da UCAD, correlacionando padrões 

de distribuição sazonal e densidade populacional com fatores climáticos, como 

temperatura, umidade, força do vento e precipitação;  

- Verificar a presença de protozoários nos anofelinos coletados; 

- Identificar as espécies de protozoário infectantes. 
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3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 LOCAL E MÉTODO DE COLETA: 

 

As coletas foram realizadas na Unidade de Conservação Ambiental Desterro – UCAD 

(-27.5254824, -48.5109176), município de Florianópolis, Santa Catarina (Figura 1). 

 

Figura 1: Localização da UCAD (B) no município de Florianópolis (A).  

 

Fonte: Modificado de http://geo.pmf.sc.gov.br 

 

As coletas foram realizas de agosto de 2019 a novembro de 2020, durante a segunda 

quinzena de cada mês utilizando armadilhas luminosas do tipo CDC com cilindro de CO2 

(Figura 2). Duas armadilhas foram instaladas simultaneamente na mesma área dentro da mata, 

sendo uma delas na copa de uma árvore (em torno de 10 metros de altura) e a outra no nível 

do solo. As coletas tiveram a duração se 14 horas e as armadilhas foram instaladas cerca de 

uma hora antes do pôr do sol e retiradas pela manhã, de forma a contemplar o horário 
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preferencial de repasto sanguíneo das fêmeas de An. cruzii (CONSOLI; LOURENÇO-DE-

OLIVEIRA, 1994),  

Figura 2: Armadilha luminosa de CDC com alimentação de CO2 utilizada nas coletas. 

 

 

3.2 IDENTIFICAÇÃO DOS ANOFELINOS 

 

No laboratório foi realizada a triagem dos insetos coletados e os anofelinos foram 

identificados com base na chave para identificação de adultos de Anopheles que ocorrem no 

Brasil, disponível em Consoli e Lourenço-de-Oliveira (1994). Após a identificação da 

morfologia externa, os mosquitos foram conservados em etanol absoluto a -20oC para análise 

molecular de presença de protozoários.  

 

3.3 EXTRAÇÃO DE DNA 

 

Todos os mosquitos identificados como An. cruzii coletados no decorrer do projeto 

tiveram o DNA genômico extraído segundo Jowett (1998), por meio de um método de 

extração rápida utilizando o SQ buffer feito com os seguintes reagentes: 
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Quadro 1: Reagentes para preparo de SQ buffer 

Reagente Volume 

Água destilada 24,6 ml 

EDTA (0,5M) 100 ul 

Tris-HCl (1M) 250 ul 

Triton absoluto 50 ul 

  

Os mosquitos foram separados em duas partes distintas: cabeça + tórax (T) e abdômen 

(A), que tiveram seu DNA genômico extraídas individualmente. A extração foi realizada desta 

forma para saber se havia probabilidade de os protozoários encontrados estarem presentes nas 

glândulas salivares, uma vez que se o Plamodium chega à glândula em sua forma infecciosa, o 

mesmo está apto para ser transmitido.    

Após esse processo de divisão das partes, foi adicionado em cada tubo de amostra 

individual, 20ul de SQ buffer e as partes de cada mosquitos foram maceradas 

individualmente. Então, foi adicionado mais 80 ul de SQ buffer, e 1 ul de proteinase K 

(20mg/ml). Essa solução foi incubada em banho seco a 37oC por 1 hora, e posteriormente 

incubada a 100oC por 10 minutos para inativação da proteinase K. 

 

3.4 ANÁLISE MOLECULAR 

 

Para a padronização da PCR de detecção plasmodial foram utilizadas amostras de 

DNA extraído de P. vivax e P. falciparum (PV1 FAS 1/11 e PF1 SAD 5/11, respectivamente) 

doados gentilmente pelo Prof. Dr. Marcelo Urbano Ferreira da USP. A técnica utilizada foi 

Nested-PCR baseada no protocolo descrito por Kimura et al. (1997) e modificado por Win et 

al. (2002). O fragmento de DNA alvo foi a unidade ribossomal 18S DNAr (ALENCAR et al., 

2017) (Quadro 2). Basicamente, a técnica consiste em duas rodadas de PCR, onde a segunda 

utiliza o produto de PCR da primeira reação com um par de primers internos.  
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Quadro 2: Sequência dos primers utilizados para detecção de Plasmodium spp. 

Primer Sequência (5’ – 3’) 

P1UP TCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAG 

P2 GAACCCAAAGACTTTGATTTCTCAT 

P1 ACGATCAGATACCGTCGTAATCTT 

V1 CAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAA 

F1 CAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATG 

 

Na primeira reação da Nested-PCR (gênero-específica) as amostras foram agrupadas 

em pools com até 10 amostras, separados em pools de DNA extraído de tórax e abdômen. Os 

pools que apresentaram amplificação positiva foram posteriormente analisados 

individualmente, a fim de saber exatamente quantos anofelinos estavam infectados. A reação 

para gênero foi realizada para um volume final de 20ul, utilizando os reagentes conforme 

descrito no quadro 3: 

 

Quadro 3: Reagentes para a primeira reação (gênero) da Nested-PCR 

Reagente Quantidade 1x 

H2O MiliQ 10,5 ul 

Buffer 5x 4 ul 

MgCl2 25mM 2 ul 

DNTP (10uM) 0,40 ul 

Primer P1UP (10uM) 1 ul 

Primer P2 (10uM) 1 ul 

Go Taq 0,1 ul 
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DNA 1 ul 

 

A reação foi realizada nas seguintes condições: um ciclo de 95oC por 9 minutos, 40 

ciclos de: 95oC por 30 segundos, 54oC por 45 segundos, 72oC por 45 segundos, e para 

finalizar um ciclo de 72oC por 7 minutos. 

Na segunda reação da Nested-PCR (espécie-específica), foram testadas apenas as 

amostras individuais que obtiveram resultados positivos na reação gênero-específica. Para um 

volume final de 20ul, foram utilizados reagentes conforme descrito no quadro 4: 

 

Quadro 4: Reagentes para a segunda reação (espécie) da Nested-PCR 

Reagente Quantidade 1x 

H2O MiliQ 10,5 ul 

Buffer 5x 4 ul 

MgCl2 25mM 2 ul 

DNTP (10uM) 0,40 ul 

Primer P1 (10uM) 1 ul 

Primer V1 (ou F1) 

(10uM) 

1 ul 

Go Taq 0,1 ul 

DNA 1 ul 

 

A reação foi realizada nas seguintes condições: um ciclo de 95oC por 9 minutos, 40 

ciclos de: 95oC por 30 segundos, 56oC por 45 segundos, 72oC por 45 segundos, e para 

finalizar um ciclo de 72oC por 7 minutos. A segunda reação contém dois pares de primers, 

sendo a princípio desenhados para obtenção de especificidade de diferentes espécies de 

Plasmodium. Portanto, ao realizar a segunda reação, foram realizados dois mix de PCR, um 

para cada par de primer, P1 e V1 para P. vivax e P1 e F1 para P. falciparum (quadro 2). 
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Em todas as reações foram utilizados controles negativos, com todos os reagentes com 

exceção de DNA, que foi substituído por H2O MiliQ. A confirmação das reações de PCR foi 

realizada por meio de eletroforese em gel de agarose seguindo o seguinte protocolo: 0,3g de 

agarose; 30ml de TAE 1x; 1,5 ul de unisafe dye. Os géis foram revelados com utilização de 

luz ultravioleta. 

 

3.5 SEQUENCIAMENTO DAS AMOSTRAS 

 

Foram utilizadas sete amostras individuais de tórax dos mosquitos positivos na 

primeira reação de PCR (gênero específica). As amostras de PCR foram purificadas utilizando 

o Kit Qiaquick PCR Purification Qiagen, seguindo as instruções do fabricante. 

Posteriormente, as amostras foram submetidas à quantificação de DNA utilizando NanoDrop® 

Spectrophotometer. 

As reações de sequenciamento foram realizadas seguindo o seguinte protocolo: 1 ul do 

produto de PCR da amostra a ser sequenciada; 2,5 ul do primer (P1UP para amostras foward e 

P2 para amostras reverse) e 4 ul de H2O miliq. 

As amostras foram enviadas para a Fiocruz – RJ, que realizou o sequenciamento do 

DNA presente nas amostras. As amostras foram sequenciadas pelo método de Sanger, 

utilizando o aparelho Applied Biosystem 3130xl DNA sequencer. 

O alinhamento das sequências obtidas foi realizado utilizando o software ClustalO, 

com as sequências obtidas e sequências disponibilizadas no GenBank (seq. ID MN994471.1). 

 

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para as análises estatísticas correlacionando variáveis climáticas, os dados de 

precipitação, temperatura, vento e umidade foram gentilmente disponibilizados pela Empresa 

de Pesquisa Agropecuária e Extensão Rural de Santa Catarina (EPAGRI), para os dias e 

período em que foram realizadas coletas. 

Primeiramente foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para determinar se a população 
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possuía distribuição normal, ou se os valores de captura obtidos foram aleatórios. Para avaliar 

a correlação entre as variáveis climáticas e abundância de mosquitos, foi empregada a análise 

de correlação de Spearman. O teste Mann Whitney foi utilizado para verificar se o número de 

mosquitos capturados na copa e no solo era significativamente diferente. Esse teste substitui o 

t-Test e é comumente utilizado em amostras independentes e não paramétricas. Utilizou-se a 

análise de variância (ANOVA) para verificar a incidência de mosquitos em relação às estações 

do ano. Para verificar se o nível de infecção em anofelinos foi significativo, empregamos o 

teste de Wilcoxon. 

Todas as análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6. 
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4  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 COLETAS E CORRELAÇÃO COM VARIÁVEIS CLIMÁTICAS 

 

No total, 229 anofelinos foram capturados de agosto de 2019 a novembro de 2020, em 

20 coletas diferentes. A maioria dos mosquitos coletados foi identificada como An. cruzii 

(226), no entanto três insetos foram classificados como An. neivai (2) e An. homunculus (1). 

Nos meses agosto, setembro, outubro (2019) e março (2020) foram necessários realizar mais 

de uma coleta, devido a problemas encontrados, como a falta de bateria nas armadilhas ou o 

cabo de alimentação de CO2 ter desconectado durante coleta. 

Neste estudo, foi observado predomínio de An. cruzii coletado na armadilha da copa 

(cerca de 65,1%) em relação ao solo (34,9%) – conforme mostrado na tabela 1 e figura 3. A 

predominância de An. cruzii nas partes mais altas da mata pode ser devido ao fato desses 

mosquitos se atraírem pela presença de símios, ou seja, a preferência alimentar deste 

anofelino é considerada eclética e a espécie possui grande mobilidade entre o solo e a copa 

das árvores (UENO et al., 2007). Ainda, a característica acrodendrofilica da espécie, reforça a 

hipótese que esse anofelino possui um importante papel na transmissão de malária simiana, 

tornando possível a infecção humana por Plasmodium de macacos, conforme relatado por 

Brasil et al., (2017). Apesar disso, alguns espécimes foram coletados no nível do solo, o que 

reforça o aspecto eclético destes vetores, que podem ser atraídos por diferentes fontes de 

sangue, como humanos e outros mamíferos. 

 Apesar de ser observado um predomínio de anofelinos capturados na copa, quando 

empregamos o teste de Mann Whitney para verificar se existe diferença significativa entre os 

valores de captura observados na copa e no solo (para dados não paramétricos; valor de P = 

0,0952) não se obteve significância estatística. Todavia, é importante ressaltar que em uma 

das coletas realizadas (dia 21/10/2019), obtivemos uma discrepância muito grande em relação 

às outras, com 62 anofelinos capturados no solo e 14 na copa. Esse resultado pode ter variado 

devido à presença de abundante fonte alimentar humana (em torno de sete pessoas) até o 

horário de pico desses insetos, uma vez que por volta das 18h15min os pesquisadores e alunos 

ainda estavam realizando a instalação das armadilhas, devido a um problema na hora de içar a 

CDC da copa. Isso não se repetiu nas outras coletas. Por alimentarem-se preferencialmente 
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durante o crepúsculo vespertino e serem ecléticos em relação à atividade hematofágica, a 

situação estava favorável para que esses anofelinos descessem no nível do solo para realizar a 

refeição sanguínea, ocasionando assim, um maior número de mosquitos capturados no solo 

em relação à copa apenas nesta coleta.   

Ainda, nas primeiras coletas realizadas no projeto, durante o período de adequação da 

metodologia utilizada, ocorreram alguns outros episódios específicos que se tornaram 

relevantes para os resultados. Na coleta realizada no dia 21/08/2019, o cabo que alimentava a 

bateria instalada na copa da árvore se desconectou durante a coleta, o que pode explicar a 

ausência de anofelinos capturados nessa armadilha, visto que alguns dias depois a coleta foi 

realizada novamente (24/08/2019) e foram capturados 10 anofelinos na copa. Nesse dia 

(24/08/2019) a mangueira de CO2 da armadilha do solo não funcionou, o que pode explicar a 

coleta de apenas um anofelino no solo (tabela 1). Além disso, na coleta realizada no dia 

23/09/2019 a lâmpada da armadilha da copa estava mais fraca, o que também pode ter 

influenciado o resultado. Para determinar a normalidade dos dados foi empregado o teste de 

Shapiro-Wilk, onde foi obtido o valor de P < 0,0001, assumindo, portanto, que os dados não 

possuem distribuição normal (assim, utilizam-se testes não paramétricos) (figura 3). 

 

Tabela 1: Quantidade de anofelinos coletados nas armadilhas do solo e copa por coleta 

 

Data da Coleta Solo Copa 

21/08/2019 1 0 

24/08/2019 1 10 

21/09/2019 2 2 

23/09/2019 1 0 

16/10/2019 0 12 

21/10/2019 62 14 

22/11/2019 5 28 

18/12/2019 0 40 

26/01/2020 2 0 

27/02/2020 0 0 

06/03/2020 2 22 



31 

 

 

17/03/2020 1 7 

16/04/2020 1 4 

17/05/2020 1 4 

19/06/2020 0 0 

16/07/2020 0 0 

23/08/2020 0 1 

25/09/2020 1 2 

28/10/2020 0 3 

30/11/2020 0 0 

TOTAL 80 149 

 

 

Figura 3: Número de anofelinos coletados nas armadilhas da copa e solo por coleta. Utilizando o teste de Mann 
Whitney (não paramétrico; não pareado) para análise estatística. Valor de P = 0,0982.  

 

 

Além desses episódios, em algumas coletas pontuais não foi capturado nenhum 

anofelino (27/02/2020, 19/06/2020, 16/07/2020, 30/11/2020), mesmo com as armadilhas 

funcionando de maneira correta. É possível que isso tenha ocorrido devido a fatores abióticos 

não favoráveis para o desenvolvimento do mosquito nos dias que precederam as coletas. Por 

exemplo, é necessário para o desenvolvimento desse anofelino um ambiente úmido, que 

favorece o acúmulo de água nas axilas das bromélias (CONSOLI; LOURENÇO-DE-
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OLIVEIRA, 1994). Foi observado nos meses de fevereiro, junho, julho e novembro de 2020 

(quando não foi capturado nenhum anofelino), uma tendência à umidade mais baixa nos dias 

que antecederam a coleta. Por outro lado, no mês de outubro de 2019, mês com os maiores 

valores de captura, os dias que antecederam as coletas apresentaram uma tendência de maior 

umidade (figura 4). A figura 4 ilustra a média diária de umidade nos 15 dias anteriores a 

coleta, onde se obteve significância estatística ao comparar meses em que nenhum anofelino 

foi coletado com meses em que se obteve um grande número de indivíduos capturados 

(comparamos, por exemplo, fevereiro/20 e novembro/20, com outubro/19). Portanto, seguidos 

dias com umidade mais baixa e pouca precipitação são desfavoráveis para o desenvolvimento 

larval. Assim sendo, acredita-se, que os dias que antecedem a coleta de adultos devem ser 

considerados, por serem determinantes para o desenvolvimento e ciclo de vida desses insetos.  

Apesar disso, a umidade não pôde ser correlacionada ao número de mosquitos 

coletados no solo ou na copa, utilizando-se a correlação de Spearman, conforme exposto na 

figura 5.  

 

Figura 4: Médias de umidade nos 15 dias que antecedem as coletas de outubro de 2019 e fevereiro, junho, julho 
e novembro de 2020. Realizado ANOVA e obtido valor de P = 0,0001 com significância estatística para os 

meses de outubro e fevereiro, fevereiro e junho, outubro e novembro. As linhas horizontais referem-se à mediana 
de umidade dos 15 dias analisados. 
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Figura 5: Frequência de anofelinos em relação à média de umidade diária observada em cada coleta. Foi 

utilizada a análise de correlação de Spearman. Valor de P = 0,5994 (para solo). Valor de P = 0,3566 (para copa). 

 
 

Além disso, ainda quanto às variáveis climáticas, Marrelli et al. (2007), sugerem que 

as populações de Kerteszia apresentam padrões sazonais, sendo influenciadas pelo clima, 

especialmente precipitação e temperatura, ocorrendo nas estações mais quentes e chuvosas 

um maior número de mosquitos. Todavia, é possível coletar An. cruzii durante o ano inteiro, 

mesmo com baixa densidade populacional. No presente estudo, foram capturados anofelinos 

em todas as estações do ano, com maior abundância na primavera e no verão (valor de P = 

0,0139) – como exposto na figura 6. O mesmo resultado foi observado por Bona e Navarro-

Silva (2006) no litoral do Paraná, onde as estações com maiores temperaturas e frequência de 

chuvas são consideradas fatores positivos para o desenvolvimento desta espécie.  

  

Figura 6: Anofelinos capturados, por estação do ano, no período de agosto de 2019 a novembro de 2020. 
Realizada Análise de Variância (ANOVA) para comparar a abundância da população nas estações do ano. Valor 

de P = 0,0139 (significância P < 0,05). 
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Neste estudo, não foi possível obter uma correlação com significância estatística entre 

a precipitação e a abundância de anofelinos coletados. O valor de P obtido na correlação de 

Spearman para precipitação e solo foi P = 0,0743, enquanto para precipitação e copa foi P = 

0,4443 (figura 7). Todavia, Forattini (2002) relata que as estações mais chuvosas 

proporcionam um acúmulo de água nas axilas das bromélias, fornecendo um criadouro 

adequado para as formas imaturas desse subgênero. Mesmo para espécies de Anopheles que 

ocorrem na região Amazônica, como An. (Nyssorhynchus) darlingi no qual as formas 

imaturas são encontradas em locais distintos dos Kerteszia (em represas, lagoas, em 

depressões de terrenos e em valas), a precipitação ainda apresenta relevância em relação à 

abundância de insetos (RACHOU, 1958). Ferreira et al. (2013) relacionam uma correlação 

positiva entre as chuvas e a abundância de An. darlingi, sendo favorável o desenvolvimento 

da espécie com chuvas frequentes, porém fracas ou moderadas.  

 

Figura 7: Frequência de An. cruzii em relação a precipitação média diária observada em cada coleta. Foi utilizada 
a análise de correlação de Spearman. Valor de P = 0,0743 (para solo). Valor de P = 0,4443 (para copa). 
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Nas estações mais frias, foi observado um declínio na população de An. cruzii. Isto 

pode ser em virtude de um desenvolvimento mais lento na fase de vida larval (SANTOS-

NETO et al., 2008). Apesar disso, os testes de correlação realizados para a variável de 

temperatura também não possuíram validação estatística — para temperatura e copa valor de 

P = 0,3170, para temperatura e solo valor de P = 0,5099 (figura 8).  

 
 

Figura 8: Frequência de An. cruzii em relação à temperatura média diária observada em cada coleta. Teste de 
correlação de Spearman foi realizado, porém não obteve-se significância. Valor de P = 0,5099 (para solo). Valor 

de P = 0,3170 (para copa). 
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Em contraste com o que é observado na literatura, as análises de correlação realizadas 

para as variáveis de vento médio diário não obtiveram resultados significativos (figura 9). Nas 

análises feitas utilizando o valor médio de vento foi P = 0,7205 para copa e P = 0,8363 para o 

solo. Isso pode ser devido ao fato de às coletas terem sido realizadas em uma parte protegida 

dos ventos por vegetação dentro da floresta, uma vez que, conforme explicitado por Service 

(1980) espécies que se reproduzem em matas e florestas, são consideravelmente protegidas do 

vento pelo abrigo de vegetação densa, portanto menos afetadas pelo vento do que aquelas que 

vivem em áreas mais expostas. Contudo, em geral, as velocidades de vento superiores a 3 

km/h reduzem consideravelmente a capacidade de voo de um mosquito em busca de uma 

fonte de refeição sanguínea (SERVICE, 1980). 

 

Figura 9: Frequência de An. cruzii em relação ao vento médio diário observada em cada coleta. Teste de 
correlação de Spearman foi realizado, porém não se obteve significância em nenhuma das análises (P = 0,7205 

para copa e P = 0,8363 para o solo). 
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Além dos resultados gráficos aqui expostos, foram realizados testes de correlação de 

Spearman para todas as variáveis mencionadas, juntando o total de mosquitos coletados em 
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cada coleta, sem que houvesse separação das armadilhas em copa ou solo. Igualmente à 

maioria dos resultados apresentados, essas análises também não obtiveram significância 

estatística.  

 

4.2 ANÁLISE DE INFECÇÃO 

 

 Um total de 213 anofelinos foram testados para presença de Plasmodium sp., d 22 

apresentaram resultados positivos para a primeira reação de PCR, na qual foram utilizados os 

primers P1UP e P2. Os demais anofelinos não foram submetidos a PCR devido a limitações 

encontradas em decorrência da pandemia de Covid-19. 

 Dos 22 anofelinos encontrados infectados na primeira reação de PCR, alguns foram 

positivos apenas para região do tórax e cabeça, outros apenas para região do abdômen ou 

então para ambas as partes do mosquito. Os resultados de infecção podem ser observados na 

tabela 2. 

 

Tabela 2: Mosquitos com infecção positiva detectada por reação de PCR. A identificação das amostras se refere 
à copa (C-) ou solo (S-). Em algumas amostras foi observada infecção em tórax e abdômen, e em outros apenas 

uma porção do mosquito foi positiva para infecção. 

 

Identificação Data de coleta 
Porção com infecção 

Tórax e cabeça Abdômen 

C-30 21/10/19 Positivo Positivo 

C-32 21/10/19 Positivo Positivo 

C-42 22/11/19 - Positivo 

C-57 22/11/19 Positivo Positivo 

C-60 22/11/19 Positivo Positivo 

C-63 22/11/19 - Positivo 

C-87 18/12/2019 Positivo - 

C-90 18/12/2019 - Positivo 
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C-95 18/12/2019 - Positivo 

C-98 18/12/2019 Positivo Positivo 

C-101 18/12/2019 - Positivo 

C-107 06/03/2020 - Positivo 

C-109 06/03/2020 Positivo - 

S-41 21/10/19 Positivo - 

S-42 21/10/19 Positivo - 

S-43 21/10/19 Positivo - 

S-44 21/10/19 Positivo Positivo 

S-63 21/10/19 - Positivo 

S-64 21/10/19 Positivo Positivo 

S-65 21/10/19 Positivo Positivo 

S-66 21/10/19 Positivo Positivo 

S-67 21/10/19 - Positivo 

 

Durante as análises moleculares, foi observado que as bandas amplificadas para a 

reação de gênero eram notadamente menores que o controle positivo de P. vivax utilizado 

(figura 10). Além disso, nas segundas reações de PCR (que tinham como objetivo identificar a 

espécie de parasita infectante) não foram obtidos resultados positivos, e devido a isso, 

algumas amostras da reação gênero-específica foram submetidas ao sequenciamento para se 

obter mais informações sobre a espécie infectante.  

A porção do tórax das amostras C-30, C-32, C-57, C-60, C-98, S-44 e S-66 

apresentaram bandas mais fortes na detecção molecular (figura 10) e foram submetidas ao 

sequenciamento, após serem purificadas e quantificadas. 
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Figura 10: Gel de agarose (2%) das amostras de PCR purificadas que foram encaminhadas para sequenciamento. 
É perceptível que as bandas amplificadas neste estudo são significativamente mais baixas que o controle positivo 

utilizado (P. vivax). CP: controle positivo; CN: controle negativo. 

 

 

 As amostras sequenciadas foram analisadas, utilizando-se o consenso das sequencias 

foward e reverse. Após fazer o consenso, as sequências foram comparadas por meio de  

BLASTn, constatando-se que  surpreendentemente o microrganismo encontrado nos 

anofelinos trata-se de um protozoário ciliado pertencente ao gênero Tetrahymena e que todas 

as sequências obtidas neste estudo eram iguais (apêndice A). Como as bandas obtidas eram 

notadamente mais baixas que o controle positivo, alinhamos as sequências deste estudo com 

P. vivax, P. falciparum e Tetrahymena (apêndice B) e foi observado que as sequências são 

muito semelhantes, salvo um indel presente nos plasmódios. Ainda, pode-se observar no 

apêndice B grande similaridade entre o fragmento do 18S de Tetrahymena e de P. falciparum. 

É provável que, por esse motivo, as amostras tenham amplificado mesmo utilizando primers 

gênero-específicos para Plasmodium.  

 Além disso, Tetrahymena e Plasmodium fazem parte do grupo dos alveolados, um 

grupo filogenético composto por ciliados, dinoflagelados e apicomplexa e, em algumas 

situações, Tetrahymena thermophila pode servir como um modelo útil para trabalhos 

relacionados à genética com o grupo dos apicomplexa (EISEN et al., 2006). Ainda, foi 

relatado que 419 genes ortólogos são compartilhados entre Tetrahymena e Plasmodium 

falciparum (COYNE et al., 2007). 
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4.3 INFECÇÃO POR TETHRAHYMENA  

 

 Surpreendentemente e contrapondo o esperado, foi observado que o que estava sendo 

amplificado nas reações de PCR não era Plasmodium spp., mas sim outro protozoário: 

Tetrahymena. Esta é a primeira observação deste protozoário em An. cruzii, portanto, 

representa um novo achado para esta espécie.  

 Ao submeter às sequências obtidas neste estudo para análise no BLASTn, percebemos 

que as sequências obtidas apresentavam 99% de semelhança com uma subunidade pequena do 

rDNA de Tetrahymena (id. Sequência GenBank: MT012299.1) Embora no presente estudo 

tenha sido identificada o gênero Tetrahymena infectando An. cruzii, a obtenção de mais 

informações sobre morfologia e ecologia dessa espécie de protozoário, seriam úteis para 

refinar a identificação. 

  Análises utilizando o fragmento do 18S rDNA sugerem a divisão do gênero 

Tetrahymena em duas linhagens: o grupo boreal e o grupo australis  (JEROME et al., 1996; 

STRÜDER-KYPKE et al., 2001). Ainda, mais recentemente, análises utilizando o gene 

mitocondrial da subunidade 1 da citocromo oxidase (COI) agruparam vários táxons fora dessa 

dicotomia (KHER et al., 2011; QUINTELA-ALONSO et al., 2013; LYNN et al., 2018).  

Sabe-se que esses ciliados podem ocupar uma enorme diversidade de habitats, 

incluindo outros organismos como hospedeiros, como já foi relatado anteriormente por 

Corliss (1961). Assim, os invertebrados podem representar um habitat para espécies de 

Tetrahymena, porém os estudos acerca dessas infecções ainda são escassos (RATAJ; 

VďAčNÝ, 2020). Corliss (1961) relata que apesar de existirem muitas espécies de 

Tetrahymena de vida livre ocupando hábitats de água doce, algumas espécies desse gênero 

podem utilizar mosquitos como hospedeiros. Acreditamos que isso possa ter ocorrido no 

presente estudo com An. cruzii. Possivelmente a infecção por Tetrahymena ocorreu durante a 

fase larval na água das axilas das bromélias, onde coabitam os estágios imaturos desses 

anofelinos e estes protozoários. Como avaliamos apenas mosquitos adultos, é possível que 

essa infecção tenha persistido de larva até a fase adulta. Simão et al. (2007) relatam a 

presença de Tetrahymena em bromélias de Mata Atlântica, das espécies Aechmea gamosepala 

e Vriesea platynema. O gênero Tetrahymena foi um dos eucariotos encontrados mais 

frequentemente nestas plantas no estudo, e a presença do protozoário também foi confirmada 
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por análises do 18s rDNA. Esse achado corrobora a hipótese da infecção por Tetrahymena 

ocorrer na fase larval dos anofelinos uma vez que, existe a possibilidade de coexistência dos 

dois organismos no mesmo habitat. 

No presente estudo, foi observada taxa de infecção de 10,33% do protozoário ciliado 

Tetrahymena em An. cruzii. Essa taxa encontrada em nossas amostras não condiz com o que é 

conhecido na literatura para infecção plasmodial, como relatado por Deane et al. (1966), que 

encontrou uma taxa de infecção por P. simium de 2,4% em 502 espécimes de An. cruzii 

dissecados. Ainda, Branquinho et al. (1997) relatam uma taxa de infecção de 0,179% e 

0,086% por P. vivax em An. cruzii nos municípios de São Vicente e Juquitiba, 

respectivamente. Isso, portanto, é outro ponto que reforça o surpreendente achado de infecção 

por Tetrahymena nessa espécie de anofelino. Além disso, todos os anofelinos em que foi 

relatada infecção são oriundos das quatro coletas com maior abundância de anofelinos 

capturados (figura 11). Portanto, pode-se dizer que quanto maior o número de mosquitos 

coletados maiores as chances de se encontrar infecção por Tetrahymena. Ainda, a taxa de 

infecção observada é similar ao encontrado em estudo anterior que demostrou que 8,5% de 

larvas de Culicidae estavam infectadas com Tetrahymena em criadouros de Roraima (Barros 

et al., 2006). Todavia, trabalhos demostram que Tetrahymena spp. podem apresentar menor 

abundância em populações adultas. Em Ae. sierrensis por exemplo, foi observada uma taxa de 

infecção de apenas 0,4% (WASHBURN et al.,1989).  

 

 

 

Figura 11: Distribuição cronológica dos anofelinos infectados por Tetrahymena. Foi realizado Wilcoxon test 
(pareado; não paramétrico) e obtido valor de P < 0,0001. Para determinar a normalidade dos dados foi 

empregado o teste de Shapiro-Wilk, onde foi obtido o valor de P < 0,0001, assumindo, portanto, que os dados 
não possuem distribuição normal (assim, utilizam-se testes não paramétricos). 



42 

 

 

 
 

Protozoários ciliados do gênero Tetrahymena já foram relatados em outras 

oportunidades como endoparasitas ou endossimbiontes em uma grande variedade de 

hospedeiros sendo que formas aquáticas, como larvas, geralmente apresentam maior 

suscetibilidade a infecções (CORLISS, 1960). Todavia, neste trabalho não foram avaliadas 

formas imaturas, então ainda permanece a questão de quanto pode variar a taxa de infecção 

por Tetrahymena entre indivíduos adultos e larvas de An. cruzii. Já é conhecido na literatura 

infecções por Tetrahymena em outras espécies de anofelinos, como observado por Barros et 

al. (2006) na hemolinfa de fêmeas adultas de An. darlingi. Segundo os autores, o número de 

protozoários nos mosquitos variou consideravelmente e, além disso, foram encontradas 

infecções em alta intensidade ocorrendo na fase larval. Foram observadas flutuações sazonais 

no número de larvas e anofelinos adultos infectados, com os maiores índices de infecção 

ocorrendo durante a estação seca. Embora não tenha sido atestado o efeito negativo referente 

à infecção, os autores acreditam que a associação de Tetrahymena em An. darlingi pode ser 

patogênica para o mosquito quando observada em altos níveis. 

Estudos realizados com culicideos demonstraram que Culex tarsalis é altamente 

suscetível ao parasitismo de Tetrahymena pyriformis, que aumentou a mortalidade dos 

estágios imaturos em criadouros larvais (GRASSMICK; ROWLEY, 1973). Além disso, 

Tetrahymena spp. foi encontrado infectando ovários de fêmeas de Aedes sierrensis, em um 
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estudo onde o protozoário Tetrahymena clarki (sin. Lambornella clarki) foi o parasita mais 

comum nessa espécie de culicideo, e os autores sugerem que essa infecção podem ter causado 

esterilidade das fêmeas quando persistiu até a fase adulta (WASHBURN et al.,1989; 

BARTHOLOMAY; MICHEL, 2018), porém consideramos que os testes realizados para 

verificar esterilidade são insuficientes, necessitando mais estudos sobre essa questão. 

 A espécie de ciliado Tetrahymena chironomi já foi apontada como um parasita da 

cavidade corporal de Chironomus plumosus (mosquitos da família Chironomidae), apesar de 

não ser muito conhecido o método de entrada do protozoário no corpo do hospedeiro larval. O 

fato do protozoário se alimentar nos tecidos e fluidos do hospedeiro, aparentemente, causa a 

morte dos insetos (CORLISS, 1970). 

 Neste cenário, cabe-se destacar que o uso de microrganismos para o controle de 

doenças transmitidas por mosquitos tem sido amplamente estudado, pois representa novas 

estratégias para o controle dessas doenças, incluindo a malária. Sendo assim, uma vez que 

existe a hipótese de que Tetrahymena pode causar morte e esterilidade de mosquitos, não se 

descarta o potencial promissor deste gênero para o controle e prevenção da malária, porém 

são necessários mais estudos sobre a influência em populações de Anopheles e sobre a 

interação da espécie com Plasmodium.  
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5 CONCLUSÕES 

 

Neste estudo foram coletados 229 anofelinos, sendo a maioria An. cruzii. Observamos 

maior proporção de mosquitos nas copas das árvores em relação às armadilhas instaladas no 

solo. Ainda que não obtido significância estatística, este fato está de acordo com o que se é 

conhecido na literatura para An. cruzii. Acredita-se que isso pode estar relacionado com a 

presença de símios nas partes mais altas da mata. 

Surpreendentemente foram encontrados protozoários Tetrahymena infectando An. 

cruzii, o que representa uma informação até então desconhecida. São necessários mais estudos 

acerca da infecção de Tetrahymena em An. cruzii, incluindo características morfológicas do 

protozoário com o objetivo de identificar a espécie. Além disso, podem ser incluídas análises 

com PCR utilizando outros marcadores moleculares, como o COI de Tetrahymena. 

Para verificar a possibilidade de esses protozoários causarem a mortalidade e 

esterilidade de mosquitos, tanto formas imaturas quanto adultos, são necessários estudos sobre 

a interação entre Tetrahymena e Anopheles. 

Ainda, fica em aberto a questão de se a presença de Tetrahymena inibiu de alguma 

forma o desenvolvimento de Plasmodium, pois não foi observada nenhuma infecção pela 

espécie nos anofelinos coletados. Para isso, são necessários mais estudos para verificar um 

potencial controle de infecção. 
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7 APÊNDICES 

7.1 APÊNDICE A – ALINHAMENTO DAS AMOSTRAS 

 

>S44T_1_consensu 

TTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATACCG
ACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC 

>S66T_2_consensu 

CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATA
CCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT 

>C30T_3_consensu 

CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATA
CCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTT 

>C32T_4_consensu 

CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATA
CCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT 

>C57T_5_consensu 

CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATA
CCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTT  

>C60T_6_consensu 

ATCAAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATACCGAC
TCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGT 

>C98T_7_consensu 

ATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATACCGACT
CGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT  

>Tetrahymena (MT012299.1) 

TTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATACCG
ACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC  

Primer Foward P1UP: TCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAG 

Primer Reverse P2: GAACCCAAAGACTTTGATTTCTCAT - (Reverse-complement: 
ATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC) 
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment 
 
 
C60T_6_consensu      -----ATCAAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAA 55 
Tetrahymena          ---TTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAA 57 
S44T_1_consensu      ---TTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAA 57 
C98T_7_consensu      ------ATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAA 54 
S66T_2_consensu      CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAA 60 
C30T_3_consensu      CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAA 60 
C32T_4_consensu      CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAA 60 
C57T_5_consensu      CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAA 60 
                              ************** ************************************ 
 
C60T_6_consensu      CTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGA 115 
Tetrahymena          CTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGA 117 
S44T_1_consensu      CTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGA 117 
C98T_7_consensu      CTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGA 114 
S66T_2_consensu      CTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGA 120 
C30T_3_consensu      CTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGA 120 
C32T_4_consensu      CTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGA 120 
C57T_5_consensu      CTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGA 120 
                     ************************************************************ 
 
C60T_6_consensu      AATCAAAGTCTTTGGGT-- 132 
Tetrahymena          AATCAAAGTCTTTGGGTTC 136 
S44T_1_consensu      AATCAAAGTCTTTGGGTTC 136 
C98T_7_consensu      AATCAAAGTCTTTGGGTT- 132 
S66T_2_consensu      AATCAAAGTCTTTGGGTT- 138 
C30T_3_consensu      AATCAAAGTCTTT------ 133 
C32T_4_consensu      AATCAAAGTCTTTGGGTT- 138 
C57T_5_consensu      AATCAAAGTCTTT------ 133 

                     *************       
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7.2 APÊNDICE B – ALINHAMENTO COM PLASMODIUM SPP. 

 

>S44T_1_consensu 

TTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATACCG

ACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC 

>S66T_2_consensu 

CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATA

CCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT 

>C30T_3_consensu 

CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATA

CCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTT 

>C32T_4_consensu 

CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATA

CCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT 

>C57T_5_consensu 

CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATA

CCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTT  

>C60T_6_consensu 

ATCAAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATACCGAC

TCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGT 

>C98T_7_consensu 

ATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATACCGACT

CGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT  

>Tetrahymena (MT012299.1) 

TTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACTATAAACTATACCG
ACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC 

>P_falciparum 
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TCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGATACCGTCGTAATCTTAACCATAAACTAT

GCCGACTAGGTGTTGGATGAAAGTGTTAAAAATAAAAGTCATCTTTCGAGGTGACTTTTAGATTGCTTCCTT

CAGTACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC 

>P_vivax 

TCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGATACCGTCGTAATCTTAACCATAAACTAT

GCCGACTAGGCTTTGGATGAAAGATTTTAAAATAAGAATTTTCTCTTCGGAGTTTATTCTTAGATTGCTTCC

TTCAGTGCCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC 

 

Primer Foward P1UP: TCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAG 

Primer Reverse P2: GAACCCAAAGACTTTGATTTCTCAT - (Reverse-complement: 
ATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC) 

 
CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment 
 
 
C60T_6_consensu      ------ATCAAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA 54 
Tetrahymena          ----TTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA 56 
S44T_1_consensu      ----TTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA 56 
C98T_7_consensu      -------ATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA 53 
S66T_2_consensu      -CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA 59 
C30T_3_consensu      -CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA 59 
C32T_4_consensu      -CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA 59 
C57T_5_consensu      -CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGATCAAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA 59 
P_falciparum         TCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGATACCGTCGTAATCTTA 60 
P_vivax              TCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGATACCGTCGTAATCTTA 60 
                               ************** ****   ********************** ***** 
 
C60T_6_consensu      ACTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCAC-------- 106 
Tetrahymena          ACTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCAC-------- 108 
S44T_1_consensu      ACTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCAC-------- 108 
C98T_7_consensu      ACTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCAC-------- 105 
S66T_2_consensu      ACTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCAC-------- 111 
C30T_3_consensu      ACTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCAC-------- 111 
C32T_4_consensu      ACTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCAC-------- 111 
C57T_5_consensu      ACTATAAACTATACCGACTCGGGATCGGCTGGAATAAATGTCCAGTCGGCAC-------- 111 
P_falciparum         ACCATAAACTATGCCGACTAGGTGTTGGATGAAAGTGTTAAAAATAAAAGTC--ATCTTT 118 
P_vivax              ACCATAAACTATGCCGACTAGGCTTTGGATGAAAGATTTTAAAATAAGAATTTTCTCTTC 120 
                     ** ********* ****** **  * ** ** **    *    *                 
 
C60T_6_consensu      --------------------------------CGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGT-- 132 
Tetrahymena          --------------------------------CGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC 136 
S44T_1_consensu      --------------------------------CGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC 136 
C98T_7_consensu      --------------------------------CGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT- 132 
S66T_2_consensu      --------------------------------CGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT- 138 
C30T_3_consensu      --------------------------------CGTATGAGAAATCAAAGTCTTT------ 133 
C32T_4_consensu      --------------------------------CGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT- 138 
C57T_5_consensu      --------------------------------CGTATGAGAAATCAAAGTCTTT------ 133 
P_falciparum         CGAGGTGACTTTTAGATTGCTTCCTTCAGTACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC 178 
P_vivax              GGAGTTTATTCTTAGATTGCTTCCTTCAGTGCCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTC 180 
                                                     * ********************       

 


