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RESUMO 

 
A malária é uma doença causada por parasitas do gênero Plasmodium. 

Considerada um grave problema de saúde pública, a malária está presente em diversos 
países tropicais e subtropicais, colocando em risco mais da metade da população 
mundial. Plasmodium vivax é uma das espécies causadoras da malária ao homem e a 
que apresenta maior distribuição geográfica no mundo e, devido a seus aspectos 
biológicos, tem se tornado um grande desafio em meio a um cenário de eliminação. Os 
gametócitos são as formas responsáveis pela transmissão do Plasmodium ao vetor, as 
fêmeas do mosquito Anopheles. Avanços nos estudos da biologia e dinâmica dos 
gametócitos em P. falciparum, se tornaram possíveis após o estabelecimento de um 
sistema de cultivo in vitro e modelos experimentais. No entanto, a ausência dessas 
metodologias para P. vivax tem dificultado o avanço nas pesquisas. Neste sentido, este 
estudo teve como objetivo avaliar o tempo de viabilidade e infectividade de gametócitos 
de P. vivax cultivados ex vivo. Para a realização deste estudo, os ensaios foram 
realizados com amostras provenientes de pacientes com diagnóstico positivo para 
malária vivax e analisados o tempo de viabilidade em cultivo ex vivo de até 48h sob 
três métodos: amostras enriquecidas por i. Percoll 70% ou ii. MACS e iii. amostras sem 
enriquecimento. A viabilidade foi analisada em até 48h por microscopia optica, ensaios 
de alimentação por membrana em mosquito Anopheles e ensaios de exflagelação. Os 
resultados mostraram que os gametócitos apresentaram viabilidade em até 48h de 
cultivo, no entanto, a partir de 12h a infecção foi afetada significativamente. Dentre os 
métodos analisados, Percoll e amostras não enriquecidas apresentaram similaridades 
na infecção, com diminuição significativa após 12h de cultivo. Em contrapartida, MACS 
apresentou gametócitos morfologicamente viáveis em até 24h, mas a infecção foi 
observada somente em até 12h com diminuição significativa a partir de 6h. Em um 
cenário de controle e eliminação da malária, o estudo da viabilidade dos gametócitos é 
necessário para explorar novas estratégias de bloqueio. Desta forma, nossas análises 
mostram que gametócitos cultivados em 6 horas podem ser usados inicialmente para 
a triagem de novos agentes com ação gametocitocida e, como tal, permite a validação 
direta com a infecção em mosquitos. Esses resultados contribuem para fornecer novas 
perspectivas no desenvolvimento das ferramentas necessárias para a investigação de 
agentes para bloquear a transmissão. 

 
 

PalavrasChaves: malária, ensaios de alimentação por membrana, Plasmodium vivax, 
bloqueio de transmissão, gametócitos, cultura. 
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ABSTRACT 

 
Malaria is a disease caused by parasites of the genus Plasmodium. Considered a 
serious public health problem, malaria is present in several tropical and subtropical 
countries, putting more than half of the world's population at risk. Plasmodium vivax is 
one of the species that causes malaria to man and is the one with the greatest 
geographical distribution in the world and, due to its biological aspects, has become a 
major challenge in the midst of an elimination scenario. Gametocytes are the forms 
responsible for transmitting Plasmodium to the vector, the females of the Anopheles 
mosquito. Advances in the studies of biology and dynamics of gametocytes in P. 
falciparum, became possible after the establishment of an in vitro culture system and 
experimental models. However, the absence of these methodologies for Plasmodium 
vivax has hindered the progress in research. In this sense, this study aimed to evaluate 
the viability and infectivity time of P. vivax gametocytes cultured ex vivo. To carry out 
this study, the tests were performed with samples from patients with a positive 
diagnosis for vivax malaria and the viability time in ex vivo culture of up to 48 hours 
was analyzed under three methods, samples enriched by i. Percoll 70% or ii. MACS 
and iii. samples without enrichment. Viability was analyzed within 48 hours by optical 
microscopy, MFA assays in Anopheles mosquito and exflagellation assays. The results 
showed that the gametocytes showed viability in up to 48h of culture, however, from 
12h onwards the infection was significantly affected. Among the analyzed methods, 
Percoll and non-enriched samples showed similarities in infection, with a significant 
decrease after 12 hours of culture. On the other hand, MACS showed morphologically 
viable gametocytes within 24h, but infection was only observed within 12h with a 
significant decrease after 6h. In a malaria control and elimination setting, the study of 
gametocyte viability is necessary to explore new blocking strategies. Thus, our 
analyzes show that gametocytes cultured in 6 hours can be used initially for screening 
new agents with gametocytocidal action and, as such, allows direct validation with 
infection in mosquitoes. These results contribute to provide new perspectives on the 
development of tools necessary for the investigation of agents to block transmission. 

 

 
Keywords: malaria, membrane feeding assays, Plasmodium vivax, transmission 
block, gametocytes, culture. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
viii 



ix 
 

RESUMO LEIGO 

 
A malária é uma doença que atinge pessoas em todo o mundo e é causada por 

um parasita conhecido como Plasmodium que é passado para o homem durante a 
picada do mosquito. Muitos estudos vêm sendo feitos nesses parasitos para conhecer 
as suas características, como eles crescem no homem e nos mosquitos, e também 
descobrir novos remédios para tratar a doença. O Plasmodium vivax é um dos tipos 
que causam a malária no homem e está bem distribuído em vários locais do mundo. 
Mesmo com muitos estudos, ainda é difícil entender como eles crescem e causam a 
doença. Essa dificuldade em conhecer o parasito acontece porque não temos as 
mesmas ferramentas que os outros tipos de parasito têm. Os parasitos têm muitas 
formas no sangue quando está no homem, sendo uma delas chamado de gametócitos, 
que são pegos pelo mosquito durante a picada, fazendo com que o mosquito carregue 
esse parasito e leve para outras pessoas. Nesse estudo procuramos saber quanto 
tempo os gametócitos, quando tirados do sangue do homem que está com malária do 
tipo vivax, consegue viver em laboratório e se ele também consegue infectar o 
mosquito. Com os experimentos, vimos que esses gametócitos podem ficar vivos em 
laboratório por até dois dias. Mas, os melhores resultados foram vistos em 6h, porque, 
depois disso, a quantidade de gametócitos vivos diminuiu e não conseguiram infectar 
os mosquitos muito bem. Esses resultados mostraram que os gametócitos no 
laboratório tem um tempo de vida curto, mas que se vistos em até 6h podem ser 
usados para buscar novos remédios que vão matar esse tipo de parasito e não vai 
passar para o mosquito e nem para outra pessoa. 
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1. Introdução 
 
 

 
1.1. Malária 

 

 
A malária é uma doença infecciosa febril aguda causada por protozoários do gênero 

Plasmodium spp. que são transmitidos através da picada da fêmea do mosquito 

Anopheles. Reconhecida como um sério problema de saúde pública mundial, a 

transmissão da malária ocorre em 87 países (1), sendo considerada uma doença de maior 

impacto na morbidade e mortalidade da população em áreas tropicais e subtropicais. De 

acordo com a Organização Mundial da Saúde, em 2019, foram confirmados 229 milhões 

casos de malária e cerca 409 mil mortes em todo o mundo, sendo a Região da África com 

a maior proporção de casos (94%) e mortes por malária (1). 

 

 
Segundo a Organização Mundial da Saúde, quatro espécies de Plasmodium são 

reconhecidas como responsáveis pela malária humana, são elas: P. falciparum, P. vivax, 

P. malariae e P. ovale. Infecções em humanos por P. knowlesi, P. cynolmogi e P. simium 

tem sido relatados nos últimos anos (2–5), no entanto nestas infecções ainda não tem 

evidenciado uma transmissão efetiva, sendo então associadas a fatores ecológicos e 

individuais (6,7). 

 
Dentre as espécies reconhecidas, P. falciparum e P. vivax são as principais 

causadoras da malária humana. Plasmodium falciparum é responsável por causar malária 

grave e de mortes relatadas, principalmente na Região da África, onde é responsável por 

mais de 99% dos casos (Figura 1a). Fora da África, mais da metade (55%) dos casos 

registrados de malária é devido a infecções causadas por P. vivax. (Figura 1b). 
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Figura 1 (a). Incidência de casos de P. falciparum e (b). Incidência de casos de P. 

vivax no mundo (8). 
 
 

 
Nas Américas, nos 18 países endêmicos, aproximadamente 139 milhões de 

pessoas estão sob o risco da malária. Em 2019, 723 mil casos foram confirmados, na qual 

90% concentrados na Venezuela, Colômbia e Brasil (Figura 2) (1). 
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Figura 2. Número de casos de malária confirmado por 1000 habitantes na região das 

américas em 2019 (1). 
 
 
 
 

No Brasil, a magnitude da malária está relacionada com a alta endemicidade na 

Região Amazônica. Em todo o território nacional, 157.454 casos foram notificados em 

2019 (9), dos quais 99% dos casos foram notificados na Região Amazônica, concentrados, 

principalmente, em 41 municípios (9), sendo 16 no Estado do Amazonas, que respondem 

a um total de 43% dos casos de malária na Região (10). 

 
Até a década de 80, a predominância era de casos por P. falciparum, porém, devido 

a esforços desenvolvidos para controlar a malária na época, a partir da década de 90, P. 

vivax passou então a ser a principal espécie causadora de malária e em 2019, cerca de 

89% dos casos notificados foram por malária vivax (9) (Figura 3). 
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Figura 3. Série histórica de casos de malária notificados no Brasil, 1959 a 2019 (9). 

 
 

Os demais casos notificados (1%) corresponde à Região extra-amazônica.. Nesta 

Região, mais de 80% dos casos são importados de áreas endêmicas ou de outros países. 

Apesar de um número menor de casos, a Região Extra-Amazônica apresenta maior 

letalidade em função da demora de diagnóstico e tratamento (11). 

 
1.2. Ciclo do Plasmodium 

 
 

O ciclo de vida do Plasmodium (Figura 4) é um dos mais complexos e requer 

especialidades para o desenvolvimento em diferentes hospedeiros (vertebrado e 

invertebrado) e ambientes (12,13). 
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Figura 4. Ciclo de vida do Plasmodium vivax. Adaptado (14) 
 
 
 

No hospedeiro vertebrado, o ciclo inicia durante o repasto sanguíneo da fêmea do 

mosquito Anopheles que inocula na derme as formas infectantes do parasito presentes na 

glândula salivar, os esporozoítos. Devido à sua motilidade, os esporozoítos inoculados 

penetram nos vasos sanguíneos e por meio da circulação, alcançam rapidamente o 

fígado. Por um processo denominado travessia, os esporozoítos cruzam a barreira 

sinusoidal e invadem os hepatócitos. Nos hepatócitos, os parasitos se multiplicam e ao 

longo de 2-10 dias são formados esquizontes exo-eritrociticos contendo merozoítos que 

são liberados na corrente sanguínea por meio de vesículas denominadas merossomos 

(15). Nas espécies P. vivax e P. ovale, após os esporozoítos invadirem os hepatócitos, 

alguns parasitos podem entrar em estágios latentes não replicáveis denominados 

hipnozoítos, que podem ficar dormentes por um longo período, culminando em episódios 

de recaídas (14). 
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Os recém liberados merozoítos na circulação, se ligam e invadem os eritrócitos por 

uma série rápida e orquestrada de eventos (16). Uma vez nos eritrócitos, os merozoítos 

se diferenciam em trofozoíto e durante o desenvolvimento intra-eritrocitário diversas 

mudanças são atribuídas à célula para que seja permitido o transporte de moléculas, 

citoaderência e digestão do conteúdo citoplasmático. Ao final do desenvolvimento 

assexuado, um ciclo de 48h, a divisão nuclear é seguida pela formação e liberação de 

merozoítos que irão invadir novos eritrócitos e dar continuidade ao ciclo. A fase eritrocítica, 

onde ocorre as repetidas replicações e invasão é responsável pelas manifestações 

clínicas, caracterizada principalmente pelas síndromes febris e, pela patogenia (13). 

 
Durante o ciclo eritrocítico, uma proporção de parasitos é diferenciada em estágios 

sexuados dimórficos, chamados de gametócitos. Enquanto os estágios assexuados são 

responsáveis pela doença clínica, os gametócitos são responsáveis pela transmissão do 

parasita ao vetor, fêmeas do mosquito Anopheles. 

 
No hospedeiro invertebrado, o ciclo inicia com a ingestão de gametócitos maduros 

durante o repasto sanguíneo. Após a ingestão, no lúmem do intestino, devido a 

características intrínsecas ao ambiente do hospedeiro invertebrado (temperatura, pH e 

acido xanturênico), os gametócitos masculinos e femininos são induzidos a 

gametogênese. Esse processo inicia com a ativação dos gametócitos que proporciona a 

saída dos eritrócitos e no fim, a formação dos gametas (17). Cada gametócito masculino 

sofre um processo denominado de exflagelação, que resulta na formação de oito 

microgametas móveis, enquanto que os femininos, por um processo mais simples de 

saída do eritrócito, se diferenciam em macrogametas (18). Após a formação dos gametas, 

ocorre a fecundação que resulta na formação de um zigoto e, posteriormente, a conversão 

em um oocineto móvel que atravessa a barreira epitelial do intestino médio. Após a 

passagem, o oocineto se estabelece e se torna um oocisto séssil, onde ocorrem 

replicações esporogônicas e a formação dos esporozoítos. Após alcançarem a 

maturidade, os oocistos rompem-se e os esporozoítos são lançados na hemolinfa e 

migram até as glândula salivares para alcançar os ductos salivares para serem inoculados 

em um novo hospedeiro vertebrado (19). 
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1.3. Gametócitos 

 
Os gametócitos são os estágios formados nas células sanguíneas do hospedeiro 

vertebrado e são responsáveis pela transmissão do parasito ao vetor. Durante a replicação 

assexuada uma proporção de parasitos se compromete para a formação de estágios 

sexuados não replicantes. 

 
Dados relacionados aos gametócitos são registrados há pelo menos um século, no 

entanto o processo pelo qual são formados, a gametocitogênese, ainda é pouco 

elucidado. Sabe-se que esse processo varia entre as diferentes espécies e é determinada 

por fatores moleculares e ambientais. 

 
O fator de transcrição AP2-G, um membro conservado da família apicomplexa AP2 

de proteínas de ligação ao DNA que tem diversas atividades reguladoras de transição no 

parasito (20,21), é um potencial regulador do comprometimento sexual (22,23). Outros 

fatores que incluem a densidade parasitária, resposta imune do hospedeiro, fatores 

genéticos ou o tratamento com drogas (22–24), contribuem para a regulação do 

comprometimento sexual e do metabolismo. Após o comprometimento, a conversão 

sexual é seguida, primeiramente, pela formação de um estágio anel sexual que segue 

para o desenvolvimento dos gametócitos (25,26) e, após diferentes estágios, tornam-se 

maduros e infectivos (27). 

 
Durante a formação sexual, uma série de mudanças morfológicas e moleculares 

ocorre para que os gametócitos femininos e masculinos tornem-se maduros e infectivos 

ao vetor. Em P. falciparum, o tempo de maturação leva de 7-12 dias e são classificados 

em cinco distintos estágios morfológicos (I-V) (28), no qual os estágios I-IV, gametócitos 

imaturos, se desenvolvem na medula óssea e, quando atingem o estágio V, são lançados 

de volta a circulação sanguínea para serem ingeridos pelo mosquito (29). Uma vez na 

circulação, os gametócitos maduros de P. falciparum podem ser detectados por semanas 

(30). 

 
Os gametócitos de P. vivax apresentam uma série de diferenças biológicas em 

relação ao P. falciparum, que vão desde a morfologia, dinâmica, maturação e longevidade. 
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Durante todo o seu desenvolvimento, ao longo de 2-3 dias, os gametócitos de P. vivax 

apresentam uma morfologia arredondada que preenche todo o eritrócito (31). Estudos tem 

mostrado que proteínas APiAP2 de P. falciparum tem homólogos sintênicos em P. vivax 

e com expressões semelhantes durante o ciclo eritrocítico (21,32), no entanto a 

compreensão da biologia dos gametócitos em P. vivax ainda é escassa. 

 
Em contraste com P. falciparum, gametócitos maduros de P. vivax estão presentes 

na circulação no início da infecção, por vezes, antes dos sintomas serem reconhecidos. 

Estudos de transcriptomas tem mostrado que o desenvolvimento dos gametócitos de P. 

vivax é mais rápido do que em P. falciparum, tornando-se maduros em aproximadamente 

48h. além disso, a presença de gametócitos na medula óssea tem sugerido uma fase de 

maturação nesses nichos, bem como a função de reservatório (33). Após a maturação, 

em relação a P. falciparum, o tempo de vida útil dos gametócitos em P. vivax é curta e 

podem estar presentes na circulação por até 3 dias (31). 

 
1.4. Plasmodium vivax: Biologia e Desafios 

 
 

1.4.1. Implicações Biológicas 

 
Plasmodium vivax é a espécie mais bem distribuída geograficamente em todo o 

mundo e suas características biológicas, que favorecem a sua persistência, implicam 

diretamente sua epidemiologia e as estratégias de controle e eliminação (34). 

 
Uma das características dessa espécie é a baixa parasitemia (< 2%) devido, ao 

menos parcialmente, a sua preferência de invadir reticulócitos. Diferente do P. falciparum, 

que invade eritrócitos de todas as idades e aumenta a rigidez das células para aderir ao 

endotélio, em P. vivax, essa preferência por reticulócitos pode estar relacionada com a 

capacidade de manter a flexibilidade dos eritrócitos infectados e consequentemente 

circular pelos capilares e ter maior probabilidade de sobreviver à passagem do baço (35– 

38). 

 
A citoaderência e o sequestro de eritrócitos infectados em estágios tardios, além 

de ser um escape que permite a sobrevivência do parasito, está relacionada também com 
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a gravidade da doença devido à obstrução da microvasculatura e indução da resposta 

inflamatória local, observadas em P. falciparum. O evento de adesão é mediado pela 

PfEMP-1 (do inglês P. falciparum erythrocyte membrane protein 1) que é expressa na 

superfície do eritrócito e mostra afinidade a diversos receptores do hospedeiro (39). A 

proteína PfEMP-1 está localizada em regiões específicas denominadas knobs, que são 

visualizadas como saliências densas de elétrons e que auxiliam na ancoragem (40). 

 
Embora durante muito tempo, infecções por P. vivax tenham sido consideradas 

benigna com quadros sintomáticos mais brando, a malária por P. vivax tem causado uma 

significativa morbidade e impacto econômico sobre os países endêmicos. Ao longo dos 

anos, crescentes estudos têm mostrado complicações graves e fatais (41,42) que antes 

eram relacionadas apenas com P. falciparum. Os crescentes relatos de manifestações 

graves em vivax incluem malária cerebral (43,44), trombocitopenia (45–47) anemia severa 

(48,49), disfunção hepática (50), renal (51) e pulmonar (48,52–54). 

 
Os frequentes relatos graves em P. vivax levaram a uma reavaliação de processos 

relacionados à patogênese. Devido à falta de proporção de estágios maduros em relação 

aos estágios em anel, a ideia de que o parasito pudesse se esconder para que ocorresse 

a maturação foi levantada desde a década de 60 (55). Ao longo dos anos, a falta de 

homólogos de PfEMP-1, a não visualização de knobs na superfície e a presença de todos 

os estágios na circulação periférica conduziram à conclusão de que essa espécie não 

apresentava capacidade de adesão e sequestro (56). 

 
No entanto, estudos mostraram que P. vivax apresenta a capacidade de adesão 

(57,58); embora o número de parasitos aderidos em condições estáticas tenham sido 10 

vezes menor do que observados em P. falciparum, a força de interação, sob estresse, foi 

similar (57). Além disso, em um estudo ex vivo, foi demonstrado que parasitos em estágios 

tardios (esquizontes) apresentaram maior adesão do que os estágios iniciais, sugerindo 

que a baixa proporção de parasitos maduros na circulação periférica pode ser 

consequência do sequestro desses estágios (58). Em função desse sequestro, estudos 

tem buscado relacionar a biomassa do parasito com a patogênese e gravidade durante as 

infecções por vivax (59–61). 
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Além das lacunas que permeiam o processo de invasão e a patogênese da malária 

vivax, fatores biológicos durante o desenvolvimento do parasito são tidos como os 

principais desafios no controle. 

 
Durante o ciclo pré-eritrocítico de vivax, estágios latentes são formados no fígado. 

Essas formas, os hipnozoítos, são descritos como formas pequenas que persistem por 

semana a meses após a infecção inicial, não expressam antígenos e tem potencial para 

recidiva, conhecida também como recaídas (14,62). 

 
P. vivax apresenta um curto período de incubação, 8-9 dias, mas seu período de 

latência apresenta uma grande variabilidade, que estão relacionadas ao número de 

esporozoítos inoculados pelo mosquito, bem como a origem geográfica do parasito 

(62,63). Os mecanismos envolvidos na formação e ativação dos hipnozoítos ainda são 

poucos conhecidos, representando o maior gargalo para o efetivo controle da doença, 

pois, estes estágios maximizam a possibilidade do parasito em alcançar o vetor para a 

reprodução sexuada, já que o hospedeiro humano será infectante em mais de uma 

ocasião. 

 
Além da formação de hipnozoítos, outra característica que impacta as ações de 

controle é a rápida gametocitogênese, processo pelo qual os gametócitos são formados. 

Os gametócitos do P. vivax estão presentes mais cedo na progressão de uma infecção 

em comparação com P. falciparum, de forma que a maioria dos pacientes tem 

gametocitemia suficiente para permitir a transmissão antes que o diagnóstico ou 

tratamento possa ocorrer (64). Além disso, os gametócitos são transmitidos de forma mais 

eficiente, mesmo em densidades parasitárias mais baixa (31) e, no mosquito, apresentam 

um desenvolvimento para estágios transmissíveis ao humano, os esporozoítos, mais 

rapidamente do que em P. falciparum. 

1.4.2. Tratamento 

 
O tratamento da malária tem como objetivo interromper a esquizogonia sanguínea, 

responsável pela patogenia e manifestações clínicas; destruir as formas latentes, que 
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estão associadas aos episódios de recaídas; e interromper a transmissão, impedindo o 

desenvolvimento das formas sexuais (11). 

 
No Brasil, com o objetivo de melhorar a adesão ao tratamento de infecções por P. 

vivax, é realizado o esquema terapêutico de 7 dias (esquema curto) que consiste na 

administração de cloroquina por 3 dias associada à primaquina por 7 dias seguidos. Esse 

tratamento associado atua de forma sinérgica para o clareamento dos parasitos e diminui 

as chances de recorrência parasitário seguinte ao tratamento, também chamada de 

recrudescência (11,65). 

 
A primaquina, uma 8-aminoquiloninas, possui um espectro de atividade de cura 

radical (P. vivax e P. ovale) e gametocitocida (P. falciparum) (66,67). No tratamento da 

malária por P. vivax, a primaquina é utilizada na cura radical, eliminando parasitos latente 

na fase hepática da infecção e consequentemente prevenindo as recaídas. Apesar da 

aprovação da tafenoquina para a cura radical de infecções por P. vivax (68), a primaquina 

ainda é o único medicamento amplamente disponível em várias áreas endêmicas. 

 
Contudo, a eficácia da primaquina ainda é prejudicada em função, principalmente, 

do uso de doses sub-terapêuticas, do não cumprimento de regimes prescrito e de falhas 

na ativação metabólica (69–73). Estudos tem mostrado que mesmo com uso da 

primaquina, as recaídas podem ocorrer em 30% dos casos (65). Além, disso, o uso da 

primaquina está associada a riscos graves e efeitos colaterais (74), sobretudo em 

pacientes com deficiência na enzima glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PD). 

 
Em relação à cloroquina, o tratamento é realizado com o objetivo de eliminar as 

formas sanguíneas assexuadas, que são responsáveis pelas manifestações clínicas. 

Contudo, o uso comum da cloroquina no tratamento de malária levou ao aparecimento de 

resistência. Para P. falciparum, em função da crescente resistência a diversas 

monoterapias, o tratamento é realizado com uma combinação de derivados de 

artemisinina (ACT do ingês, Artemisinin-based Combination Therapy). Em se tratando de 

P. vivax, o primeiro relato de resistência à cloroquina ocorreu na Papua Nova Guiné, na 

década de 80 (75). Desde então relatos de resistência tem sido reportado em diversos 

países (76,77), inclusive no Brasil (78–80). 
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O tratamento é um dos pontos importantes que refletem no controle e eliminação 

da malária. A restrição do uso da primaquina (principalmente em pessoas deficientes em 

G6PD) implica diretamente na transmissão, seja na impossibilidade de usar o único 

medicamento com atividade antigametocida, como no caso para P. falciparum; seja na 

eliminação das formas hepáticas latentes que previnem a recaída que ocorre em infecções 

por P. vivax, e que impedem o desenvolvimento de uma nova infecção, e 

consequentemente a formação de estágios sexuais. Aliado a isso, a resistência pode 

prejudicar ou retardar o clareamento de parasitos, atribuindo a isso maiores chances de 

formação de estágios comprometidos com a transmissão. 

 
 
 

1.4.3. Cultura de P. vivax 

 
P. falciparum continua sendo a principal espécie responsável pelo maior número de 

casos e mortes por malária. Desde a estabilização de um sistema de cultivo (81), diversos 

avanços na biologia do parasito foram alcançados, com um melhor entendimento da 

patogênese, na pesquisa de drogas e vacinas, e na dinâmica da infecção (82). 

 
De forma geral, a compreensão da biologia de P. vivax ainda é muita escassa, em 

parte, devido a inabilidade de estabelecer um cultivo in vitro. Desde a primeira tentativa 

de cultivar P. vivax, uma série de estratégias tem sido abordadas na preparação do 

parasito, no ajuste de meio de cultura e na concentração do soro humano (83–88). E, 

devido a preferência pelos reticulócitos, considerável atenção tem sido dada aos métodos 

de obtenção e suplementação dessas células (88–90). Contudo, apesar do progresso, 

uma carga de desafios ainda é observada no estabelecimento de um sistema de cultivo 

desse parasito. 

 
Atualmente, o conhecimento em malária vivax está baseado, principalmente, em 

infecções naturais e experimentais em humanos (31). A pesquisa e o avanço de 

metodologias têm possibilitado estudos ex vivo com amostras de pacientes de área 

endêmica (frescas ou criopreservadas) ou de infecções em primatas não humanos. 
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Primatas não humanos adaptados a cepas de P. vivax, devido a sua possibilidade de 

abordar questões especificas da biologia, têm sido instrumentos de pesquisa da malária 

por décadas, seja para a compreensão básica da biologia do parasito ou investigações 

pertinentes ao desenvolvimento de novas intervenções (91,92). De forma significativa, 

esses modelos foram essenciais na descoberta das formas latentes e, atualmente 

diversos estudos tem sido realizados para investigar hipnozoítos e mecanismos de 

recaídas (92–94). No entanto, esses modelos apresentam limitações em todo o mundo 

por questões de custo e ético. 

Na ausência de culturas a longo prazo, culturas ex vivo a curto prazo para o 

crescimento de estágios e invasão de merozoítos foram estabelecidas desde 1989 

utilizando cepas de P. vivax provenientes de macacos neotropical (95). O progresso de 

otimização das condições de cultura ainda é lento, no entanto, essas culturas e ensaios 

serviram ao objetivo de obter amostras de parasitos para pesquisas na descoberta de 

diagnóstico, testes de drogas, desenvolvimento de vacinas e biologia dos parasitos 

(37,96). 

A busca e o estabelecimento de ferramentas são um dos pontos tidos como 

potencialmente transformadores, principalmente em P. vivax. Em se tratando dos estágios 

sexuais, diversos protocolos têm sido estabelecidos para avaliar gametócitos em culturas 

ex vivo a partir de isolados criopreservados (97,98). No entanto, ainda há a necessidade 

do desenvolvimento de métodos em cultura ex vivo que tenham como alvos os estágios 

sexuais, que permitam avaliar intervenções com medicamentos, vacinas, agentes 

biológicos ou químicos destinados a interromper a transmissão. 

 
 
 

1.4.4. Métodos para Ensaios de bloqueio de transmissão 

 
A transmissão do Plasmodium para o vetor é mediada exclusivamente por 

gametócitos maduros na circulação periférica do hospedeiro. Os estágios sexuais são 

reconhecidos como um potencial ponto de intervenção, seja por meio de drogas 

bloqueadoras ou vacinas. 
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Como mencionado anteriormente, os gametócitos são o principal alvo para estudos 

de bloqueio. No início, a morfologia dos gametócitos masculino e femininos era a principal 

base de avaliação; mais recentemente, o uso de parasitos modificados que expressam 

marcadores fluorescentes nos diferentes estágios de desenvolvimento dos gametócitos 

têm sido bem utilizados (99–102), além de possibilitar a realização de ensaios medium 

throughput (MTP) ou high throughput (HTP) (103,104). No entanto, apesar de robustos, 

estes métodos estão restritos a cepas transgênicas e podem não descrever 

adequadamente o impacto das intervenções durante as infecções. 

 
De forma geral, a densidade de gametócitos não prevê inteiramente a capacidade 

de infectar os mosquitos. Para validação, é necessário avaliar a infectividade de 

gametócitos em infecções in vivo realizadas em mosquitos fêmeas Anopheles sp, 

considerados ensaios padrão ouro para análises de bloqueio. Esses ensaios avaliam o 

sucesso da infecção no mosquito através de análises da proporção de mosquitos 

infectados (ou prevalência de oocistos) e também da intensidade da infecção (número de 

oocistos). 

 
Os ensaios podem ser realizados de duas formas: i. por alimentação direta (DFA, 

do inglês Direct Feeding Assay) na qual os mosquitos realizam a alimentação direta na 

pele de um hospedeiro, ou ii. por membrana (MFA, do inglês Membrane Feeding Assay), 

onde o sangue é retirado do hospedeiro e então, oferecido aos mosquitos por meio de um 

sistema artificial de alimentação por membrana. 

 
Apesar de estar mais relacionado com a real dinâmica da infecção, os ensaios DFA 

são menos utilizados por razões éticas. A viabilidade da infecção por membrana foi 

demonstrada pela primeira vez por Yoelii (105) com P. falciparum e obteve taxas de 

infecção comparáveis com ensaios diretos. Desde então, o método de alimentação por 

membrana tem sido amplamente utilizado em estudos de malária. Os ensaios de 

membrana apresentam diversas vantagens sob a alimentação direta, como a 

possibilidade de usar quantitativo de mosquitos maior que possa aumentar a acurácia dos 

resultados. Ademais, esses ensaios são menos afetados pela inter-variabilidade atrativa 

do indivíduo. Outra vantagem para uso de MFA, é a possibilidade de ensaios com a 
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substituição do plasma de forma que seja capaz avaliar fatores relacionados a imunidade 

e a ação de anticorpos, por exemplo (106). 

 
Os ensaios adaptados com membrana, MFA, são utilizados em dois sistemas: o 

ensaio direto por membrana (DMFA, do inglês Direct Membrane Feeding Assay) e o 

ensaio padrão de alimentação por membrana (SMFA, do inglês Standard Membrane 

Feeding Assay). 

 
O SMFA é um ensaio bem utilizado para P. falciparum, onde os gametócitos 

cultivados in vitro são expostos a compostos de interesse (drogas ou anticorpo, por 

exemplo) e então oferecidos aos mosquitos através de alimentadores artificiais de 

membrana. Apesar de ser chave para análises de intervenção de bloqueio e serem 

realizados sob condições controladas, os ensaios não refletem a dinâmica de infecções 

naturais, além do mais, na sua maioria, o SMFA é realizado com um número limitado de 

cepas (NF54 ou clones), já que as cepas que podem gerar gametocitemia suficientemente 

altas em culturas in vitro são raras (107). 

 
Nos ensaios DMFA, o experimento é seguido após uma coleta venosa de sangue 

(31,106) e as análises podem seguir de três formas: i. com amostras de sangue oferecidas 

após a coleta (Sangue Total) ou, o plasma é separado, e então o as hemácias são 

ressuspendidas em soro ii. do próprio hospedeiro ou iii. soro controlado e oferecido ao 

mosquito. 

 
Para P. vivax, os estudos sobre gametócitos dependem de primatas não humanos 

experimentalmente infectados ou humanos e, os ensaios de infectividade podem ser 

realizados por DFA ou/e DMFA. Por razões explicadas acima, e pela crescente 

necessidade de compreender a dinâmica de infecção e a busca de novos agentes com 

ação de bloqueio, os DMFA são bem mais utilizados, principalmente em situações onde o 

DFA não pode ser realizado. Esses ensaios tem sido bem utilizados para investigar o 

tempo de viabilidade de gametócitos sob diferentes condições (108,109), para analisar 

características biológicas e dinâmica (108) e para investigar candidatos para o bloqueio 

da transmissão (110–113). 
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Anopheles aquasalis é um importante vetor da malária em áreas Costeiras da 

América Central e do Sul (114). Esta espécie tem sido criada em condições de laboratório 

e, devido a sua suscetibilidade a infecções por P. vivax, são bem utilizados como modelo 

para estudos experimentais para avaliar a interação parasito-hospedeiro (114–122) bem 

como candidatos para bloqueio de transmissão (110,111). 

 
Em se tratando de bloqueio, a análise de potencial gametocitocida de drogas 

antimaláricas já disponíveis comercialmente foram umas das primeiras abordagens a ser 

explorada, e teve como objetivo bloquear a transmissão eliminando os gametócitos de 

forma que torne o hospedeiro, no caso o homem, não infeccioso ao mosquito (123). De 

forma geral, a capacidade de resposta de drogas é difícil de ser comparada entre as 

espécies de Plasmodium. Para P. vivax, não há métodos em cultura que exploram o 

rastreamento de drogas gametocitocida, limitando então, aos ensaios clínicos (124–129) 

e aos ensaios in vivo em Anopheles, que avaliam de uma forma mais ampla a atividade 

esporonticida (110,111,130). 

 
 

 
1.5. Relevância do estudo 

 
 

Durante muitos anos, as pesquisas e financiamentos em malária foram voltadas 

para P. falciparum, em razão de sua gravidade e mortalidade ocasionadas pela infecção. 

No entanto, devido à expansão de áreas acometidas por P. vivax e por suas 

características biológicas no ciclo (formação de hipnozoítos e rápida gametocitogênese), 

estudos em P. vivax têm ganhado mais atenção. 

 
Os gametócitos são os estágios envolvidos na transmissão da malária e 

compreender sua dinâmica e biologia são necessários para a busca de novas estratégias 

de bloqueio. Os ensaios para gametócitos em P. vivax estão restritos principalmente a 

ensaios in vivo em Anopheles sp. Durante o DMFA, o composto é imediatamente colocado 

no sangue e então oferecido ao mosquito, após 7-9 ou 14-16 dias da infecção inicial, os 

mosquitos são dissecados e o bloqueio da transmissão é determinado pela contagem do 



17 
 

número de oocistos ou esporozoítos, respectivamente. Apesar de serem bem utilizados, 

os ensaios de membrana com P. vivax escapam da capacidade de determinar uma ação 

gametocitocida em função da ausência de incubação prévia. 

 
P. vivax apresenta uma série de características que dificultam o estabelecimento 

de um cultivo in vitro, sendo este um dos principais problemas enfrentados para avançar 

o conhecimento desta espécie. Os ensaios ex vivo a curto prazo representam uma 

ferramenta que auxilia na compreensão da biologia e no teste de agentes de interesse. 

No entanto os estudos que englobam os gametócitos são mais restritos nesses modelos, 

se fazendo necessário abordar a viabilidade destes gametócitos em cultivo ex vivo, que 

possa proporcionar a avaliação de compostos ou candidatos vacinais no bloqueio de 

transmissão com o objetivo de melhorar as estratégias de intervenções e um melhor 

entendimento biológico. 
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2. Objetivos 

 
 

2.1. Geral 
 
 

Analisar a viabilidade de gametócitos de Plasmodium vivax cultivados ex vivo 

a curto prazo 
 

 
2.2. Específicos 

 
 

- Avaliar a viabilidade de gametócitos em cultivo sob diferentes processamentos 

(enriquecimento por Percoll 70% ou MACS e amostras não enriquecidas); 

 
- Avaliar o tempo de viabilidade de gametócitos de P. vivax em cultivo ex vivo a 

curto prazo; 

 
- Estimar o tempo de infectividade de gametócitos cultivados ex vivo. 
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3. Produto da tese 

 
 

Os resultados dessa tese são apresentados na forma de artigo científico 
 
 

Manuscrito 1 - Publicado na revista Frontiers in Cellular and Infection Microbiology 

sob o título: Viability and infectivity of Plasmodium vivax gametocytes in short-term 

culture 
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4. LIMITAÇÕES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS 
 
 
 

No que se refere a P. vivax diversos fatores da própria infecção acarretam limitações 

neste estudo. As infecções por P. vivax são caracterizadas como baixas e assíncronas, 

na qual todos os estágios estão presentes na circulação periférica. Os métodos de 

enriquecimento são bem utilizados para obter amostras com elevadas parasitemia que 

possibilita a padronização entre os experimentos. Os gametócitos, na maioria das 

infecções, representam a menor proporção entre os parasitos. 

 
Para avaliar o tempo de viabilidade, amostras sanguíneas foram enriquecidas por 

MACS e Percoll, ou foram cultivadas sem enriquecimento. Em todas as análises os 

gametócitos foram infectivos e, entre os métodos, foram observadas diferenças no tempo 

de infectividade. Enquanto Percoll e sem enriquecimento apresentou um tempo de 

infecção em até 48h, MACS mostrou infectividade em até 12h de cultivo. Esses resultados 

podem estar relacionados com a presença de gametócitos imaturos, no Percoll e sem 

enriquecimento, que durante o tempo de cultivo tornaram-se maduros e infectivos. Em 

contrapartida, MACS resultou em uma separação de gametócitos maduros e por isso 

apresentaram menor tempo de infectividade (até 12h). No entanto, em P. vivax não há 

métodos eficazes que resulte em amostras puras de gametócitos, além disso, não há 

distinção clara entre gametócitos imaturos e maduros. Dados complementares sobre a 

maturação de gametócitos são necessários para corroborar essa hipótese. 

 
De forma geral, os melhores resultados foram observados em até 6h de cultivo. Desta 

forma, a perspectiva deste trabalho está em realizar ensaios de drogas com potencial ação 

de bloqueio (gametocitocida) que permita um tempo de incubação prévia e então possam 

ser validados em ensaios in vivo, infecções experimentais com Anopheles. 
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5. CONCLUSÃO 
 
 

Do presente trabalho, concluiu-se que: 
 
 

- Gametócitos são viáveis e infectivos em cultivo ex vivo a curto prazo; 
 
 

- Dentre os métodos de processamento, os gametócitos apresentaram maior tempo 

de viabilidade em amostras enriquecidas por Percoll e sem enriquecimento; 

 
- Gametócitos cultivados em até 6h podem ser usados como screening para drogas 

com ação de bloqueio que permite a validação direta com gametócitos infectivos 

(0h). 
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7. ANEXOS E APÊNDICES 

7.1. Procedimentos do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

7.1.1. Parecer de aprovação do projeto 
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7.1.2. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 
 



53 
 

 

 



54 
 

7.1.3. Questionário 
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7.2. Procedimentos operacionais padrões 

 
7.2.1. Protocolo de preparação para coluna de celulose – CF 11 

 
 

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA CARLOS BORBOREMA 

FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO 
 

Código POP POP_IPCCB_LAB_001_v01_PT 

Título PREPARAÇÃO DE COLUNA DE CELULOSE CF11 

Idioma da versão 
original 

PT 

Elaborado por: 
Macejane Ferreira 

Revisado por: 
Djane Baia 

Aprovado por: 
Stefanie Lopes 

Data de aplicação: 
20/01/2018 

Data e assinatura Data e assinatura Data e assinatura Data da próxima 
revisão: 

 

 
1. OBJETIVO 

 
Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo de confecção de coluna 

de celulose, conduzido na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT- 

HVD). 

2. CAMPO DE APLICAÇÃO 

 
Pesquisador responsável, co-pesquisadores, farmacêutico-bioquímico ou qualquer 

outro membro da equipe apto para manuseio de amostra que seja necessário a remoção 

de leucócitos. 

3. SIGLAS 
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4. DEFINIÇÕES 

 
Não se aplica 

 
5. RESPONSABILIDADES 

 
Estudantes de iniciação científica, mestrado, doutorado, pós-doutorado e 

pesquisadores dos laboratórios da rede, envolvidos na execução das técnicas com 

amostra biológica 

6. Recursos necessários 

 Seringa de 10 ml 

 Tubo Falcon de 15 ml 

 Fita adesiva 

 Lã de vidro 

 Celulose CF11 

 Pipeta de Pasteur 

 Suporte para tubos Falcon 

 Câmara de Fluxo Laminar 

 
6.3. Procedimentos 

 
1. Primeiro, deve-se deixar todos os materiais que serão utilizados no UV, dentro da 

câmara de fluxo laminar, durante 20 minutos para descontaminação; 

2. Colocar o tubo Falcon em um suporte e retira a tampa; 

 
3. Retirar a seringa da embalagem e remover o êmbolo da mesma; 

 
4. Conectar a seringa, com o orifício maior virado para cima, ao tubo Falcon utilizando 

uma fita adesiva; 

Radiação Ultravioleta UV 
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5. Pegar uma pequena quantidade de lã de vidro e cobrir superficialmente o orifício menor 

da seringa, com ajuda de uma pinça ou pipeta; 

6. Colocar a celulose na seringa até atingir a marca de 4 ou 5 ml; 

 
7. Deixar no UV a coluna no UV por 15 minutos. 

 
 

7.2.2. Protocolo de preparação de meios incompletos: RPMI, MCCOY E IMDM 
 
 

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA CARLOS BORBOREMA 

FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO 
 

Código POP POP_IPCCB_LAB_002_v01_PT 

Título PREPARAÇÃO DE MEIOS INCOMPLETOS E 
COMPLETOS: RPMI, MCCOY 5A E MEIO DE CULTIVO 
DE DULBECCO MODIFICADO POR ISCOVES (IMDM- 
ISCOVE'S MODIFIED DULBECCO'S MEDIUM 

Idioma da versão 
original PT 

Elaborado por: 
Macejane Ferreira 
Glenda Ramos 

Revisado por: 
Djane Baia 

Aprovado por: 
Stefanie Lopes 

Data de aplicação: 
20/06/2018 

Data e assinatura Data e assinatura Data e assinatura Data da próxima 
revisão: 

 

 
1. OBJETIVO 

 
Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo de confecção de meios 

incompletos (RPMI e Meio McCoy 5A e IMDM), conduzido na Fundação de Medicina 

Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). 
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2. CAMPO DE APLICAÇÃO 

 
Pesquisador responsável, co-pesquisadores, farmacêutico-bioquímico ou qualquer 

outro membro da equipe apto para manuseio de amostras biológicas. 

3. SIGLAS 
 

IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Medium 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

 

 
4. DEFINIÇÕES 

 
Não se aplica 

 
5. RESPONSABILIDADES 

 
Estudantes de iniciação científica, mestrado, doutorado, pós-doutorado e 

pesquisadores dos laboratórios da rede, envolvidos na execução das técnicas que 

envolvam o uso dos meios citados. 

6. RECURSOS NECESSÁRIOS 

 
Materiais 

 
 Espátula inox com colher; 

 
 Recipientes para pesagem; 

 
 Béquer de 1L; 

 
 Balão volumétrico de 1L; 

 
 Barra magnética (Bailarina); 

 
 Garrafas estéreis. 

 
Reagentes 

 
 Frasco de Meio (RPMI, IMDM, MCCOY 5ª) 
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 Glicose; 

 
 Bicarbonato de Sódio; 

 
 Água mili-Q ou destilada. 

 
Equipamentos 

 
 Bomba de vácuo; 

 
 Agitador magnético; 

 
 Balança analítica 

 
 Câmara de Fluxo Laminar 

 
 Geladeira 

 
7. PROCEDIMENTOS 

 
1. Observar o rótulo dos meios a serem preparados. Caso o meio em pó, não contenha 

glicose e bicarbonato de sódio, pesar 2,4 g de glicose e 2,4 g de bicarbonato de sódio. 

 
2. Ligar a balança analítica e verificar se está calibrada; 

 
3. Seleciona a unidade de pesagem em gramas (G); 

 
4. Coloca o recipiente de pesagem vazio e tara a balança; 

 
5. Adiciona-se dentro do recipiente, utilizando uma espátula e pesa 2,4 g de glicose e 

bicarbonato 

Preparação RPM e McCoy 5A incompleto 

 
1. Em um béquer de 1 litro, coloca o conteúdo total do meio em pó, a glicose e o 

bicarbonato de sódio em 1 litro de água destilada; 

 
2. Homogeneizar o meio em agitador magnético por 40 minutos até dissolver 

completamente; 
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3. Filtrar à vácuo em garrafa de com membrana de 0.22 um ou 0.49 um. Este procedimento 

deve ser feito em câmara de fluxo laminar. OBS: Na ausência de garrafa, filtrar o meio 

com filtro de 0.22 um ou 0.49 um e seringa. 

 
4. Identificar-se a garrafa com o nome do meio e data de preparação e guarda na 

geladeira. 

Meio IMDM incompleto 

 
1. Adicionar 1000 ml de água destilada em um Becker de vidro e adicionar os reagentes 

abaixo relacionados, na ordem que se apresentam, agitando levemente entre uma adição 

e outra: 

a. 3,024 g/ L de Bicarbonato de Sódio 

 
b. 3,024 g/L de Glicose 

 
c. 1 envelope de IMDM comercial. 

 
2. Levar a solução ao agitador magnético; 

 
3. Após, 40 minutos de agitação, filtrar a solução e armazenar em vidro estéril no freezer 

20º até o uso. 

 
 

 
7.2.3. Protocolo de preparação de percoll 70% 

 
 

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA CARLOS BORBOREMA 

FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO 
 

Código POP POP_IPCCB_LAB_007_v01_PT 

Título PERCOLL 70% 

Idioma da versão 
original PT 
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Elaborado por: 
Glenda Ramos 

Revisado por: 
Djane Baia 

Aprovado por: 
Stefanie Lopes 

Data de aplicação: 
8/04/2018 

Data e assinatura Data e assinatura Data e assinatura Data da próxima 
revisão: 

 
 

 
1. OBJETIVO 

 
Este POP tem como objetivo elucidar o procedimento operacional padrão para o 

preparo do Percoll 70%. 

2. CAMPO DE APLICAÇÃO 

 
Laboratório de Cultura 

 
3. DEFINIÇÕES 

 
Não se aplica 

 
4. RESPONSABILIDADES 

 
Equipe do laboratório de cultura: verificar se todos os reagentes estão dentro da 

validade e o suficiente em estoque, realizar todo o procedimento prévio de assepsia do 

fluxo laminar antes de iniciar o preparo do percoll 70%, utilizar todos os EPIs (luvas, 

máscara e touca). 

5. RECURSOS NECESSÁRIOS 

 
Materiais 

 
- Falcon 15ml 

 
- Pipetas pasteur 

 
- Percoll 
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- PBS 10X 

 
- PBS 1X 

 
Equipamentos 

 
- Fluxo Laminar 

 
- Centrífuga 

 
6. PROCEDIMENTOS 

6.1. Preparo da amostra para enriquecimento 

 
Após a passagem da amostra pela coluna de celulose, centrifugar por 5 min a 1500 

RPM e descartar o sobrenadante. A amostra deve ser ressuspendida com meio RPMI 

incompleto na proporção 1:1. 

6.2. Percoll Isotônico 

 
Adicionar 9 partes de percoll para 1 parte de PBS 10X. Reservar até o uso. 

 
6.3. Percoll 70% 

 
Adicionar 7 partes de percoll isotônico para 3 partes de PBS 1X. Delicadamente, 

despejar a amostra, como preparada no item 6.3.1, sobre o Percoll 70% na proporção 1:1. 

Centrifugar por 20 min a 1500 RPM, sem freio e sem aceleração. 

Após a centrifugação, coletar o anel formado na solução. Lavar 3x com meio RPMI para 

a retirada de residuos de Percoll. 

7.2.4. Protocolo de preparação de coluna magnética MACS 

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA CARLOS BORBOREMA 

FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO 
 

Código POP POP_IPCCB_LAB_002_v08_PT 

Título PREPARAÇÃO DA COLUNA MAGNÉTICA (MACS) PARA 
O ENRIQUECIMENTO DE PARASITOS 
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Magnetic Activated Cell Sorting MACS 

 

  

Idioma da versão 
original PT 

Elaborado por: 
Macejane Ferreira 
Glenda Ramos 

Revisado por: 
Djane Baia 

Aprovado por: 
Stefanie Lopes 

Data de aplicação: 
20/06/2018 

Data e assinatura Data e assinatura Data e assinatura Data da próxima 
revisão: 

 

 
1. OBJETIVO 

 
Este POP tem como objetivo elucidar o procedimento operacional padrão para o 

preparo do enriquecimento por coluna magnética (MACS) 

2. CAMPO DE APLICAÇÃO 

 
Pesquisador responsável, co-pesquisadores, farmacêutico-bioquímico ou qualquer 

outro membro da equipe apto para manuseio de amostras biológicas. 

3. SIGLAS 

 

 
 

 
4. DEFINIÇÕES 

 
Não se aplica 

 
5. RESPONSABILIDADES 

 
Equipe do laboratório de cultura 

6. Recursos necessários 
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Materiais 

 
Coluna Magnética 

Quadro Magnético 

Tubo Falcon 15ml 

Reagentes 

 
• Meio RPMI Incompleto 

 
7. Procedimentos 

 
Preparo da amostra para enriquecimento 

 
Após a passagem da amostra pela coluna de celulose, centrifugar por 5 min a 1500 

RPM e descartar o sobrenadante. A amostra deve ser ressuspendida com meio RPMI 

incompleto na proporção 1:1. 

Proceder para a separação magnética. 

 
Coluna Magnética 

 
Coloque a coluna no quadro magnético. (Atenção com a força do imã!), posicionar um 

tubo falcon de 15m para recuperar o material de passagem. 

Realizar a lavagem da coluna, adicionando 3ml de meio RPMI incompleto. Descartar o 

meio e seguir com a adição da amostra. Para melhor enriquecimento repetir a passagem 

da amostra 2x sem desacoplar a coluna do quadro magnético. 

Ao final da passagem, ainda acoplada ao quadro, adicionar mais 3ml de meio RPMI 

incompleto para a retirada de resíduos presentes ao final da coluna. Repetir esse 

procedimento até o eluente ficar livre de células. 

Posteriormente, quando nenhum resíduo for observável, desacoplar a coluna do quadro e 

posicionar em um falcon de 15ml. Primeiramente adicionar 3ml de meio RPMI incompleto, 
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após a passagem adicionar mais 2ml de meio RPMI e então, com o embolo pressionar 

através da coluna cuidadosamente para a retirada total dos parasitos. 

Centrifugar a amostra a 400g por 5mim e realizar os procedimentos subsequentes. 

 
7.2.5. Protocolo de infecção experimental de mosquitos anofelinos – MFA 

 
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA CARLOS BORBOREMA 

FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO 
 

Código POP POP_IPCCB_LAB_006_v01_PT 

Título PROCEDIMENTO PARA INFECÇÃO EXPERIMENTAL 
DE MOSQUITOS ANOFELINOS - MFA 

Idioma da versão 
original PT 

Elaborado por: 
Rosa Santana 

Revisado por: 
Djane Baia 

Aprovado por: 
Henrique Silveira 

Data de aplicação: 
15/04/2018 

Data e assinatura Data e assinatura Data e assinatura Data da próxima 
revisão: 

 
Nome Versão Alterações realizadas 

  Adaptado do POP_MAL_LB_013_v02D_PT 

 
1. OBJETIVO 

 
Determinar os procedimentos a serem seguidos no processo de infecção 

experimental de mosquitos anofelinos, conduzido no insetário Dr. Augustinho Cruz 

Marques, na Gerência de Entomologia da Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira 

Dourado (FMT-HVD). 

2. CAMPO DE APLICAÇÃO 
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Pesquisador responsável, co-pesquisadores, farmacêutico-bioquímico ou qualquer 

outro membro da equipe apto para manuseio de amostras biológicas. 

3. DEFINIÇÕES 

 
INFECÇÃO EXPERIMENTAL: É uma técnica que permite alimentar os insetos 

(mosquitos) com diferentes fontes tais como: sangue (contento ou não os parasitos), 

salina, látex e anticorpos. Essa técnica permite adicionar ao sangue os parasitos e 

favorecer um repasto infectante. Simula o repasto ou alimentação sanguínea do vetor no 

hospedeiro vertebrado em condições naturais. 

4. RESPONSABILIDADES 

 
Técnicos, alunos de mestrado, alunos de doutorado, pos-doutorado e 

pesquisadores dos laboratórios da rede, envolvidos na execucao da infeccao 

experimental de anofelinos; 

Equipe do Insetário da Gerência de Entomologia, FMT-HVD. 

 
5. POPs RELACIONADOS 

 
POP 005 - Procedimento para Manutenção de Colônias de Anofelinos 

 
POP 007 - Dissecção e Detecção Microscópica da Infecção de Anofelinos por Plasmodium 

ssp. 

 
6. MATERIAIS 

 
1. PBS 1X (estéril) 

 
2. Isopor 

 
3. Gelo (campo) 

 
4. Tubo para micro-centrifuga (tipo eppendorf) 

 
5. Pipetas Paster (Plástico ou vidro) 

 
6. Micropipetas 
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7. Alimentadores artificiais 

 
8. Insetos (Anofelinos) 

 
9. Sangue (contento parasitos) 

 
10. Papel toalha 

 
11. Garrote ou mangueira 

 
12. Tubo a vácuo para coleta do sangue 

 
13. Heparina 

 
14. Parafilme ou membrana de pinto 

 
15. Microtubos 

 
16. Seringa do tipo insulina 

 
17. Ligas 

 
18. Banho Maria 

 
19. Microscópio 

 
20. Centrífuga 

 
7. PROCEDIMENTOS 

 
Condições Gerais do Experimento 

 
O experimento de infeccao experimental devera ocorrer na sala de infeccao com 

temperatura 26°C e 80% de umidade. 

 
- Pode-se utilizar membrana sintética (Ex.: parafilme). 

 
- O tubo com a amostra de sangue deverá permanecer em temperatura a 37°C. 

 
Preparação dos Insetos 
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1. Separar (cerca de 100 ou 200 fêmeas) fêmeas de mosquitos com idade de 3 a 5 dias, 

as quais foram alimentadas previamente somente em solução açucarada (retira-se o 

açúcar 24 horas antes); 

2. Acondicionar as fêmeas em potes ou copos apropriados para a infecção experimental. 

 
Nota: A quantidade de mosquitos utilizada no grupo teste deverá ser a mesma a ser 

utilizada no grupo controle, casa seja necessario 

Preparação do sangue 

 
Ao início do dia em que se fara a infeccao deve-se entrar em contato com a pessoa 

responsável no Ambulatorio de Malaria para avisar que neste dia ira precisar de amostras 

de sangue dos pacientes. Ao chegar paciente o mesmo sera convidado a participar do 

estudo e após a assinatura do TCLE, podera ser realizada a coleta do sangue. 

Nota: As amostras devem ser processadas ou não de acordo com o objetivo do 

estudo. 

Preparação das membranas 

 
O parafilme deverá ser cortado em tamanho de 5cmX5cm e esticado de modo que cubra 

a superfície do alimentador que deverá se manter fixo em cima das gaiolas para que o 

mosquito possa realizar o repasto sanguíneo (Figura 1). 
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Fonte: Acervo Pessoal 
Figura 1. Alimentação artificial por membrana 

Montagem do circuito de alimentação 

O sistema de infecção experimental consiste em um Banho Maria a 37oC e um sistema 

de circulação de agua ligado ao alimentador artificial. 

O sangue contendo os parasitos e colocado no alimentador artificial previamente montado 

com a membrana de parafilme e entao colocado sobre o pote que contém os insetos 

(Figura 2). 
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Fonte: Acervo Pessoal 

 
Figura 2. Circuito de alimentação artificial por membrana 

 
O tempo mínimo da infecção experimental e de 30 minutos. 

Ao termino da alimentação apenas os mosquitos alimentados com sangue deverão 

ser retirados dos potes de infecção e repassados para as gaiolas onde permanecerão até 

o momento da dissecção e deverão ser mantidas na sala dos infectados com solução 

açucarada a 10% em temperatura entre 25-26°C e umidade de 80%. 

Referências 

 
1. Adegas MG, Barroso-Krause C, Lima JBP, Valle D. Parametros de biosseguranca 

para Insetarios e infectorios de vetores (Aplicacao e adaptacao das normas gerais 

para laboratórios definidas pela Comissao Tecnica de Biosseguranca da Fiocruz). 

1. ed. Rio de Janeiro: Ed. Diretoria do Instituto Oswaldo Cruz, 64pp, 2005. v. 1. 

64pp. 

2. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO de Infeccao Experimental de 

Anofelinos. Centro de Pesquisas Rene Rachou (CPqRR/Fiocruz), Minas Gerais 
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7.2.6. Protocolo para dissecção de intestino médio e detecção microscópica da 

infecção de anofelinos por Plasmodium spp. 

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO 

INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA CARLOS BORBOREMA 

FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO 
 

Código POP POP_IPCCB_LAB_007_v01_PT 

Título PROCEDIMENTO PARA DISSECÇÃO DE INTESTINO 
MÉDIO E DETECÇÃO MICROSCÓPICA DA INFECÇÃO 
DE ANOFELINOS POR Plasmodium spp 
. 

Idioma da versão 
original PT 

Elaborado por: 
Rosa Almeida 

Revisado por: 
Djane Baia 

Aprovado por: 
Henrique Silveira 
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1. OBJETIVO 

 
Descrever o procedimento de dissecção  de intestino médio e Detecção 

Microscópica da Infecção de Anofelinos por Plasmodium spp 

2. CAMPO DE APLICAÇÃO 

 
Pesquisador responsável, co-pesquisadores, farmacêutico-bioquímico ou qualquer 

outro membro da equipe apto para manuseio de amostras. 
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3. DEFINIÇÕES 

 
Dissecção e uma técnica de anatomia utilizada para separar órgãos e visualiza-los. Em 

anofelinos pode se aplicado por exemplo para retirada do intestino médio para 

confirmação da infecção através da visualização da presença ou não de oocistos e dessa 

forma estimar a taxa e intensidade da infecção. 

4. RESPONSABILIDADES 

 
Técnicos, alunos de mestrado, alunos de doutorado, pos-doutorado e 

pesquisadores dos laboratórios da rede, envolvidos na execucao da infeccao 

experimental de anofelinos; 

Equipe do Insetário da Gerência de Entomologia, FMT-HVD. 

 
5. POPs RELACIONADOS 

 
POP 005 - Procedimento para Manutenção de Colônias de Anofelinos 

 
POP 006 - Procedimento de infecção experimental de mosquitos anofelinos - MFA 

 
6. MATERIAIS 

 
• Placas de petri 

 
• Gelo 

 
• Lâmina 

 
• Lamínula 

 
• Estilete entomológico 

 
• Mercurocromo 2% 

 
• PBS 1X 

 
• Álcool 70% 

 
• Freezer -20ºC 
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• Lupa Estereoscópica 

 
• Microscópio 

 
7. PROCEDIMENTOS 

 
Dissecção dos anofelinos 

 
1. Os mosquitos infectados devem ser mantidos na sala de infectados com solução 

açucarada 10%, temperatura entre 25-26°C e 80% de umidade; 

2. Após 7 dias de infecção, retirar os mosquitos da sala de infectados, conduzi-los para 

sala de dissecção, retirá-los das gaiolas utilizando um capturador e adormecê-los no frio 

em freezer - 20ºC; 

3. Após adormecidos, faz-se uma lavagem utilizando uma placa de petri contendo álcool 

70%, seguido de uma segunda lavagem em PBS 1X, todo o procedimento de dissecção 

deve ser realizado sobre o gelo (evitando que o mosquito acorde e voe). 

4. Dissecar as fêmeas individualmente, da seguinte forma: 

 
a. Colocar uma gota de PBS em uma lâmina; 

 
b. Transferir um mosquito para a gota de PBS; 

 
c. Cortar as asas, pernas e cabeça do mosquito; 

 
d. Com um estilete, segurar o tórax do mosquito, e com outro puxar o último 

segmento abdominal, de forma lenta e suave para permitir a saída do intestino médio. 

Detecção de oocistos de Plasmodium spp 

1. A partir da dissecção do mosquito, retirar o intestino médio e transferí-lo para 

uma lâmina; 

2. Adicionar uma gota de mercurocromo a 2%; 

3. Deixar corar por 10 minutos; 

4. Após 10 minutos, transferir o intestino médio para outra lâmina, adicionar uma 

gota de PBS 1X a lamínula; 
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5. Observar em microscópio, no aumento de 10X, para visualização dos oocistos 

de Plasmodium (Figura 1). 

 

 
Fonte: Acervo Pessoal 

Figura 1. Intestino Médio de Anopheles darlingi, corados com mercurocromo 2%, com 
oocistos de Plasmodium vivax 7 dias após a infecção. 
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