
 

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS 
FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MEDICINA TROPICAL  
MESTRADO EM DOENÇAS TROPICAIS E INFECCIOSAS 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IMPORTÂNCIA DOS PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS (PAM) NA RESPOSTA IMUNE 
DE Anopheles aquasalis À INFECÇÃO POR Plasmodium yoelii nigeriensis E 

Plasmodium vivax 

 
 
 
 

MAURICIO COSTA DE OLIVEIRA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MANAUS 
 

2018  



 

 
MAURICIO COSTA DE OLIVEIRA 

 

 

 

 

 

 

 

IMPORTÂNCIA DOS PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS (PAM) NA RESPOSTA IMUNE 
DE Anopheles aquasalis À INFECÇÃO POR Plasmodium yoelii nigeriensis E 

Plasmodium vivax 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Medicina Tropical da Universidade 
do Estado do Amazonas em Convênio com a 
Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira 
Dourado, como parte dos requisitos para obtenção 
do título de mestre em Doenças Tropicais e 
Infecciosas. 

 

 

 

Orientador (a): Prof.ª Dra. Maria das Graças Vale Barbosa Guerra.  

Co-orientador (a): Prof. Dr. Henrique Manuel Condinho da Silveira. 

 
 

MANAUS 
 

2018  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FICHA CATALOGRÁFICA 
Ficha catalográfica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a). 

Sistema Integrado de Bibliotecas da Universidade do Estado do Amazonas. 

 
 

 O48ei         Oliveira, Mauricio Costa de 
Importância dos Peptídeos Antimicrobianos (PAM’s) na resposta 

imune de Anopheles aquasalis à Infecção por Plasmodium yoelii 

nigeriensis e Plasmodium vivax. Mauricio Costa Oliveira. - Manaus, 

2018. / Mauricio Costa de Oliveira. Manaus: [s.n], 2018. 

82 f.: color.; 30 cm. 

 
Dissertação - Programa de Pós-graduação em Medicina Tropical - 

Universidade do Estado do Amazonas, Manaus, 2018. 
Inclui bibliografia 

Orientador: Prof.ª Dra. Maria das Graças Vale Barbosa Guerra 

Coorientador: Prof. Dr. Henrique Manuel Condinho da Silveira. 

 
1. Anopheles aquasalis.    2. Mosquitos.    3. Peptídeos 

Antimicrobianos. I. Prof.ª Dra. Maria das Graças Vale Barbosa Guerra 

(Orient.). II. Prof. Dr. Henrique Manuel Condinho da Silveira. 

(Coorient.). III. Universidade do Estado do Amazonas. IV. Importância 

dos Peptídeos Antimicrobianos (PAM’s) na resposta imune de 

Anopheles aquasalis à Infecção por Plasmodium yoelii nigeriensis e 

Plasmodium vivax. Mauricio Costa Oliveira. - Manaus, 2018. 



iv 
 

iv 
 

FOLHA DE JULGAMENTO 
 
 

IMPORTÂNCIA DOS PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS (PAM) NA 
RESPOSTA IMUNE DE Anopheles aquasalis À INFECÇÃO POR 

Plasmodium yoelii nigeriensis E Plasmodium vivax 
 

 

MAURICIO COSTA DE OLIVEIRA 
 

 

 

“Esta Dissertação foi julgada adequada para obtenção do Título de Mestre em Doenças 

Tropicais e Infecciosas, aprovada em sua forma final pelo Programa de Pós-Graduação 

em Medicina Tropical da Universidade do Estado do Amazonas em convênio com a 

Fundação de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado”. 

 

Banca Julgadora: 

 

______________________________________ 

Prof.ª Dra. Maria das Graças Vale Barbosa Guerra 

Presidente 

 

______________________________________ 

Prof.ª Dr. Vanderson de Souza Sampaio 

Membro  

 

______________________________________ 

Prof.ª Dra. Ana Paula Marques Duarte 

Membro  

  



v 
 

v 
 

DEDICATÓRIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dedico este trabalho aos que ajudaram, aos que 

investiram, aos que acreditaram nele e na minha 

capacidade. Especialmente ao meu Deus, à minha 

família, aos meus amigos e meus orientadores. 

 
 
 

  



vi 
 

vi 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço imensamente ao meu querido e poderoso DEUS, por me conceder o 

seu amor, o seu poder, a minha vida, minha saúde e todas as bênçãos do mundo para 

exercer este trabalho. A cada dia admiro mais sua bondade, sua justiça, sua 

fidelidade, seu amor que me sustentou e vai ser a minha base em todos os momentos 

da minha vida. Sou imensamente grato em tudo concedido por DEUS, na minha vida 

e na vida das pessoas que amo, para ele eu dedico todas as minhas vitórias e glórias. 

A minha amada família, especialmente a minha avó, Francisca Aguiar, minha 

mãe Arlene da Silva Costa, minha irmã Nirleane Costa de Oliveira, ao meu pai 

Claudomiro Aguiar de Oliveira, e todas as tias, tios, primas e primos pela admiração, 

ajuda nas dificuldades, alegria e por sempre acreditarem na minha capacidade. 

A minha orientadora Professora Dra. Maria das Graças Vale Barbosa Guerra 

por ter me orientado, desde minha graduação, por ter permitido fazer parte do seu 

grupo de pesquisa, que considero como minha segunda família. Agradeço 

imensamente a paciência, a confiança, os ensinamentos, apoio nos diversos 

momentos, incentivo e as cobranças que foram essenciais e de suma importância 

para concluir este trabalho e por fazer parte deste momento da minha vida. 

Ao meu co-orientador Professor Doutor Henrique Silveira, pela confiança, pelo 

incentivo, por junto de minha orientadora, me proporcionar muitos momentos de 

conhecimento, ensinamentos valiosos, pela elaboração da dissertação, paciência, 

amizade, por ter me orientado também desde a minha graduação. Agradeço muito. 

A Rosa Santana, pessoa que é muito importante para min, pois tenho como 

orientadora, uma maravilhosa amiga e mãe. Agradeço toda a sua atenção, sua 

amizade, seus ensinamentos, conversas, pelas muitas risadas, pelos conselhos 

importantes, correções, acompanhamento nos experimentos, mesmo em meio aos 

seus afazeres durante seu doutorado. Agradeço imensamente pelo seu apoio e sua 

dedicação. Sou eternamente grato por tudo.  

O meu agradecimento a minha amiga Íria Cabral, a primeira pessoa a me 

orientar no laboratório, por sempre ter me ajudado desde o meu voluntariado até o 

meu mestrado. Na altura de técnica responsável pelo insetário Dr. Agostinho Cruz 

Marques, responsável pelo fornecimento de mosquitos para os experimentos deste 



vii 
 

vii 
 

trabalho, agradeço por toda sua ajuda na execução do trabalho, ensinamentos, 

“puxões de orelhas”, amizade e diversos momentos de alegrias proporcionados. 

Ao Sr. Nelson Ferreira Fé, gerente do Centro de Entomologia Médica da FMT-

HVD, que me acolheu da melhor forma possível, possuidor de conhecimentos valiosos 

sobre a entomologia e por sua dedicação nesta fundação. Tenho imensa gratidão pelo 

apoio, por ter acreditado no meu potencial e pela sua disponibilidade. 

Agradeço aos técnicos do Centro de Entomologia Médica da FMT-HVD, Sr. 

Flávio Fé, Dona Iolanda Noguth, Maria Auxiliadora, Silvana Arakian, no qual ajudaram 

na concretização deste estudo, à recepcionista Juciele Queiroz, o Senhor Francisco 

de Assis, do setor de transportes, que realizava a condução de materiais. Agradeço a 

todos estes, os ensinamentos e momentos alegres no qual foram compartilhados. 

A Arineia Soares, Débora Raysa, Lucas Ferreira e Susan Smith, por ajudar na 

parte escrita e principalmente nos procedimentos de biologia molecular deste trabalho.    

Agradeço aos meus amigos de laboratório pelo respeito, amizades, ajuda em 

alguns momentos da pesquisa e pelo convívio: Andréa Paz, Bárbara Chaves, Camila 

Fabbri, Cláudia Rodrigues, Denner Carvalho, Djane Clarys, Emily de Sousa, Érica 

Chagas, Evelyn Vaz, Felipe Jules, Francineude Garcia, Francys Andrade, George 

Silva, Glenda Quaresma, Igor Tavares, Jéssica Ortiz, José Júnior, Kenny Rodrigues, 

Kleine Feitosa, Laylah Magalhães, Laíse Magalhães, Luís Carlos, Luís Maciel, 

Macejane Ferreira, Marcel Gonçalves, Roberta Cláudia, Rômulo Freire, Sabrina Brito, 

Sara Giselle, Rahyja Teixeira, Rubens Celso, Suzan Simões e Tirza Gabrielle. 

Aos técnicos do setor de coleta da malária, que me ajudaram no recrutamento 

ou na coleta de sangue dos pacientes: Elizabeth Raitz, Rai Costa, Ednildo Rocha, 

Marta Oliveira, Marly Marques, Irislene Figueiredo, Izabel Ferreira, Anne Almeida, 

Siuhelem Rocha, Tayna Ribeiro, Emanuelle Lira, Laila Rowena, Alexandre Trindade, 

Bebeto Muller, Vanessa, Kelry Mazurenga, Valéria Souza e Marcela Sousa. 

A Gerência de Malária, em nome da Dra. Mônica Costa, que abriu as portas do 

laboratório, para que fosse realizado os procedimentos de biologia molecular. 

Agradecimento especial ao Professor Doutor Allysson Guimarães, por ajudar 

na quantificação de RNA das amostras deste trabalho durante o final dos 

experimentos. 

Aos amigos da turma de mestrado e doutorado do PPGMT, pelas ótimas tardes 

que passamos, ganhando conhecimentos e compartilhando alegrias, dentre eles: Alba 



viii 
 

viii 
 

Brandão, Ana Luísa, André Leturiondo, Clyvia Rossi, Elijane Redivo, João Arthur 

(Tutuca Rockeiro), Jorge Bernal, José Evelio, Katia Couceiro, Karla Petrucelli, Lorena 

de Souza, Sâmella de Oliveira, Solange Dourado, Thamires Moriz e Thielle Cruz. 

Aos meus professores pelo privilégio de ter seus ensinamentos nas disciplinas 

do PPGMT, aos funcionários da secretaria do PPGMT, em especial a Conceição Tufic 

e Altariza Freitas por sempre estarem disponíveis em ajudar.  

Aos doutores Vanderson Sampaio e Claudia Ríos por contribuírem com suas 

sugestões na qualificação de mestrado. 

Aos voluntários que aceitaram participar deste estudo. 

A minha amiga Amanda Rayane, pela admiração, por sempre ter acreditado, 

apoiado, pela confiança e por nunca ter duvidado de minha capacidade; 

A minha amiga Laura Catrine, por ter me indicado como voluntário à FMT-HVD, 

em 2013, onde desde lá, trilhei até no mestrado, agradeço pelas horas de alegria, 

conselhos e orações da sua família que eu recebia. 

A minha amiga Luciana Diniz, pessoa abençoada na qual tenho profunda 

admiração, carinho. Uma das minhas melhores companhias nos diversos momentos. 

Aos amigos Lucci Valle, Frank Júnior, Felipe Bonfim, Lane Gabrielle, Priscilla 

Oliveira e Will Santos pelas reuniões alegres e por acreditarem em meu potencial. 

Aos meus amigos Itallo Furtado e Arlison pela confiança. 

Aos amigos de faculdade Alan, André, Marcelo, Cristian, Ednei, Antônio, Noslen 

e Rayner.   

A minha amiga Ana Cecília, pessoa que acreditou sempre no meu potencial. 

A Beniza Siqueira, que nunca deixou de me incentivar. 

A Universidade do Estado do Amazonas (UEA), através da coordenação do 

Programa de Pós-Graduação em Medicina Tropical (PPGMT) e à Fundação de 

Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, pela estrutura oferecida. 

À Coordenação de Apoio à Pesquisa (CAPES), pelo suporte financeiro através 

da bolsa de estudo concedida no período de dois anos de mestrado. 

E a todas as pessoas, não mencionadas, que direta ou indiretamente, 

contribuíram para que este trabalho fosse concluído. 

 A todos, meu muito obrigado! 

  



ix 
 

ix 
 

DECLARAÇÃO DAS AGENCIAS FINANCIADORAS 
 
 
 

Os dados dessa pesquisa tiveram o apoio financeiro da Coordenação de Apoio 

à Pesquisa – CAPES e da Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Amazonas 

– FAPEAM. Esse projeto faz parte de dois projetos maiores, o primeiro, sob título 

“Resposta imune inata de anofelinos vetores de malária na Amazônia à infecção pelo 

Plasmodium”, coordenado pela Prof. Dr. Maria das Graças Vale Barbosa Guerra e o 

segundo sob título “Resposta à infecção por Plasmodium em mosquitos do novo 

mundo” do Programa de apoio à pesquisa – Universal Amazonas, edital número 

030/2013, coordenado pelo Prof. Dr. Henrique Manuel Condinho da Silveira. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



x 
 

x 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“ O sucesso nasce do querer, da determinação e 
persistência em se chegar a um objetivo. Mesmo não 
atingindo o alvo, quem busca e vence obstáculos, no 
mínimo fará coisas admiráveis.”  

José de Alencar, 1857 
  



xi 
 

xi 
 

RESUMO 
 
 
Parasitas do gênero Plasmodium também infectam outros animais como por exemplo 
macacos, roedores ou aves, facilitando a utilização de espécies de Plasmodium não 
humanos como modelo para o estudo da interação entre o parasita - hospedeiro. Dos 
mecanismos de defesa que compõem as barreiras estruturais e imunológicas inatas 
dos mosquitos, estão os peptídeos antimicrobianos – PAM’s, que proporcionam 
proteção contra organismos invasores.  O sistema imune inato do mosquito possui um 
aprimorado sistema de reconhecimento de patógenos, que é ativado quando o agente 
invasor entra em contato com o ambiente interno do organismo através da interação 
entre os padrões moleculares associados aos patógenos e os receptores de 
reconhecimento padrões do hospedeiro. Estudos sobre as interações entre vetor-
parasito, principalmente do mosquito transmissor da malária, tem obtido, elevada 
atenção, abrindo espaço para a criação de novas estratégias no controle da malária. 
Este trabalho tem por objetivo analisar a importância dos PAMs na defesa do mosquito 
An. aquasalis em resposta à infecção por Plasmodium yoelii nigeriensis e Plasmodium 
vivax. O estudo foi realizado no laboratório de entomologia da Fundação de Medicina 
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado-FMT-HVD, envolveu experimentação animal, 
inoculando-se P. yoelii nigeriensis em camundongos, utilizados para repasto de 
mosquitos por alimentação direta. No controle utilizou-se camundongos livres de 
infecção e para os experimentos com P. vivax, foi utilizado amostras de sangue, 
coletadas de pacientes diagnosticados com malária, com prévia autorização dos 
mesmos, em um tubo heparinizado de 5 ml para alimentação artificial com grupos de 
500 mosquitos, divididos para teste e controle. As alterações na transcrição dos genes 
que codificam os PAM’s foram determinadas através de reação em cadeia da 
polimerase quantitativa (qPCR) do intestino médio dos grupos de mosquitos 
dissecados às 15, 18 e 24hs após o repasto para P. yoelii nigeriensis e 15, 18, 24 e 
48hs para P. vivax, período correspondente a janela temporal de invasão dos 
oocinetos no epitélio do intestino médio do mosquito. Os demais mosquitos 
alimentados foram mantidos até o décimo dia de infecção para dissecção do intestino 
médio e contagem de oocistos para determinação da taxa e intensidade de infecção. 
Das 14 infecções realizadas para P. yoelii nigeriensis, 6 foram negativas, 3 obtiveram 
taxas de infecção baixa (4 - 15%) e 5 apresentaram elevadas taxas de infecção (30 - 
60%). Quanto a análise de expressão dos PAM’s para P. yoelii nigeriensis, os genes 
que codificam o peptídeo gambicina se mantiveram expressos em todos os intervalos 
nos experimentos com taxas de infecção baixa; não foi observado expressão deste 
gene nos experimentos com taxas de infecção mais elevadas. Para os experimentos 
com P. vivax, 9 infecções foram realizadas. Destas, 6 apresentaram taxa de infecção 
entre 1% e 60% e 2 tiveram 100 % de infecção. Todos os genes codificadores de 
PAM’s estiveram expressos durante a infecção por P. vivax. Os resultados indicam 
que os PAMs podem estar favorecendo o sistema imune de An. aquasalis no controle 
à infecção por P. yoelii nigeriensis e P. vivax. A expressão de todos os peptídeos, se 
mostraram mais ativas nos intervalos de 15 e 18h. An aquasalis, se mostrou um bom 
modelo de infecção para as duas espécies de parasito. 
 
Palavras Chaves: Anopheles aquasalis, mosquitos, peptídeos antimicrobianos. 
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ABSTRACT 

 
 

Parasites of the genus Plasmodium also infect other animals such as monkeys, 
rodents or birds, facilitating the use of non - human Plasmodium species as models to 
study the interaction between the parasite and the host. Of the defence mechanisms 
that make up the innate immunological barriers of mosquitoes are the antimicrobial 
peptides - PAMs, which provide protection against invading organisms. The innate 
immune system of the mosquito has a pathogen recognition system that is activated 
when the invading agent comes into contact with the organism through the interaction 
between molecular patterns associated with pathogens and the host's pattern 
recognition receptors. Studies on the interactions between vector and parasite, 
especially of the malaria transmitting mosquito, have received high attention, opening 
avenues for the creation of new strategies for the control of malaria. This work aims to 
analyze the importance of the PAMs in the defence of An. Aquasalis mosquitoes in 
response to Plasmodium yoelii nigeriensis and Plasmodium vivax infections. The study 
was carried out in the entomology laboratory at the Dr. Heitor Vieira Dourado Tropical 
Medicine Foundation (FMT_HVD). P. yoelii nigeriensis was inoculated in mice and 
used to infect mosquitoes by direct feeding. Infection-free mice were used as control. 
For the experiments with P. vivax, blood samples were collected from patients 
diagnosed with malaria, who previously gave informed consent. Five ml were collected  
into a heparinized tube for artificial membrane feeding. Transcriptional alterations of 
genes coding for PAMs were determined by reverse transcriptase quantitative 
polymerase chain reaction (qRT-PCR) of the midgut of groups of mosquitoes dissected 
at 15, 18 and 24 h after repacking for P. yoelii nigeriensis and 15, 18, 24 and 48hs for 
P. vivax, period corresponding to the temporal window of invasion of the oocinetos in 
the mosquito midgut epithelium. Mosquitoes were maintained until the tenth day of 
infection for midgut dissection and oocyst counts to determine the rate and intensity of 
infection. Of the 14 infections carried out for P. yoelii nigeriensis, 6 were negative, 3 
were classified as low infection rates (4 - 15%) and 5 as high infection rates (30 - 60%). 
As for the PAM's expression analysis in response to P. yoelii nigeriensis, the genes 
coding for the gambicin was expressed at all intervals in the experiments with low 
infection rates, no expression of this gene was observed in the experiments with higher 
infection rates. For the experiments with P. vivax, 9 infections were performed. Of 
these, 6 had infection rates between 1% and 60% and 2 had 100% infection. All genes 
encoding PAM's for P. vivax were expressed. The results indicate that PAMs may be 
used by the immune system of An. aquasalis to control P. yoelii and P. vivax infection. 
The expression of all peptides were more active in the intervals of 15 and 18h. An 
aquasalis, showed to be a good model of infection for the two species of parasite. 

 

 

Keywords: Anopheles aquasalis, mosquitoes, antimicrobial peptides. 
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RESUMO LEIGO 

 

Os mosquitos podem se defender de organismos causadores de doenças quando o 

agente invasor entra em contato com seu corpo respondendo através da produção de 

substâncias chamadas de peptídeos antimicrobianos – PAM’s. Estudos sobre as 

interações entre vetor e parasito, principalmente do mosquito transmissor da malária, 

tem obtido, muita atenção, na busca de novas estratégias no controle da malária. Este 

trabalho tem por objetivo analisar a importância dos PAM’s na defesa dos mosquitos 

transmissores de malária, Anopheles aquasalis, quando infectados por parasitos de 

camundongos de nome Plasmodium yoelii nigeriensis. No laboratório de entomologia 

da Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado-FMT-HVD, realizaram-

se testes colocando-se 14 grupos de 250 mosquitos, Anopheles aquasalis, para se 

alimentar em camundongos infectados com Plasmodium yoelii nigeriensis. Foram 

realizadas observações do intestino dos mosquitos após a refeição nos camundongos 

infectantes em diferentes intervalos de tempo (15hs, 18hs e 24hs). Em 6 grupos não 

houve infecção, em 3 a infecção foi baixa (4 - 15%) e 5 grupos apresentaram taxas 

elevadas de infecção (30 - 60%). Os peptídeos antimicrobianos de nome gambicina 

foram observados em todos os intervalos nos experimentos com taxas de infecção 

baixa; bem como o peptídeo cecropina às 18hpi. Para os experimentos com P. vivax, 

9 infecções foram realizadas, destas, 6 apresentaram taxa de infecção entre 1% e 

60% e 2 tiveram 100% de infecção. Os resultados indicam que os PAMs podem estar 

protegendo An. aquasalis na infecção por P. yoelii nigeriensis e P. vivax. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 A malária 

A malária é uma doença infecciosa causada por protozoários heteróxenos 

pertencentes ao filo Apicomplexa, família Plasmodiidae, gênero Plasmodium, onde 

são descritas quatro espécies causadoras de infecção em seres humanos: 

Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium 

vivax, além de outras espécies de Plasmodium. Estudos mostraram que seres 

humanos podem ser infectados por transmissão zoonótica por Plasmodium 

cynomolgi, Plasmodium knowlesi na Ásia, Plasmodium brasilianum e Plasmodium 

simium nas Américas (1). O parasito é transmitido ao homem através da picada das 

fêmeas infectadas de mosquitos da ordem Díptera, família Culicidae, gênero 

Anopheles, durante o repasto sanguíneo (2). P. vivax, destaca-se no Brasil como o 

responsável por mais de 80% dos casos de malária nos últimos anos (3, 4).  

Considerada uma das principais doenças parasitárias do mundo, acomete 

grande contingente de pessoas principalmente em países tropicais (5, 6). A nível 

mundial, estima-se que haja 3,2 milhões de pessoas com risco de contraírem a malária 

em 91 países endêmicos (Figura 1), havendo 216 milhões de novos casos e 445.000 

óbitos por esta doença em 2016 (6). 
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Figura 1 - Países endêmicos para Malária nos anos de 2000-2016. 

 
Na América Latina, durante o ano de 2015, houve 660.000 casos de malária e 

500 mortes conforme dados da Organização Pan-Americana da Saúde (7). O Brasil 

confirmou 129.251 casos em 2016, segundo a Organização Mundial da Saúde; e a 

tendência era de queda, já que 143.161 casos foram registrados em 2015 (6). Nesse 

mesmo ano, no Brasil, a Incidência Parasitária Anual de malária por 1.000 habitantes 

foi de 0,67, com maior concentração na região norte do país, onde ocorrem cerca de 

99,5% dos casos da doença. Os Dados do Ministério da Saúde, mostram que ainda 

que 37% da Incidência Parasitária Anual (IPA) de malária, ocorre no estado do 

Amazonas e desse quantitativo 25% está concentrado em sua capital, Manaus (5).  

Entre os anos de 2002 a 2013, houve uma redução de 75% no número de casos 

registrados no Brasil e em 2014 na Amazônia brasileira ocorreu o menor número de 

casos de malária (143.552) registrados nos últimos 35 anos (8). Apesar disso, ainda 

há evidências de altos riscos de surtos, especialmente nos estados do Acre, 

Amazonas, Amapá, Mato Grosso e Roraima, além de 209 outros municípios da região 

amazônica (9), devido a fatores ambientais e sociais, como a migração da população 

humana, os assentamentos ilegais, habitações precárias, entre outros, que favorecem 

o contato entre seres humanos e os vetores do agente patogênico (10) (Figura 2). 
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Figura 2 - Mapa com a distribuição da malária no Brasil em 2017. 

 
 Para propiciar o controle ou até mesmo a eliminação da malária, são 

necessárias medidas eficazes combinadas principalmente com a conscientização da 

população. Entre estas medidas, podem consistir ainda, medidas que já foram 

aplicadas em locais altamente endêmicos para a malária, como as técnicas utilizadas 

nos vetores para determinar as taxas de transmissão, em conjunto com a elucidação 

das diferenças ecológicas, demográficas e socioeconômicas da população 

relacionada com a transmissão (11) ou técnicas com a utilização de mosquitos 

transgênicos que controlem a infecção por Plasmodium nos mosquitos em locais de 

intensa transmissão ou mesmo técnicas que utilizem microrganismos como agentes 

de controle biológico de doenças transmitidas por vetores (12). 
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1.2 Os vetores 

A malária é transmitida por mosquitos, taxonomicamente classificados dentro 

da Ordem Díptera, Família Culicidae e Gênero Anopheles. São insetos com 

metamorfose completa (holometábolos), ou seja, durante seu desenvolvimento 

passam pelos estágios de ovo, larva, pupa e adulto (13) (Figura 3). 

 

Fonte: Acervo pessoal. 
 

Figura 3 - Ciclo de vida do mosquito Anopheles. 
 

O gênero Anopheles é composto por cerca de 450 espécies, 41 estão 

envolvidas na transmissão de Plasmodium ao homem e, dentre elas, nove estão 

distribuídas nas Américas: Anopheles albimanus, Anopheles albitarsis, Anopheles 

aquasalis, Anopheles darlingi, Anopheles freeborni, Anopheles marajoara, Anopheles 

nuneztovari, Anopheles pseudopunctipennis e Anopheles qudrimaculatus (14) (Figura 

4). 



24 
 

24 
 

As principais espécies transmissoras da malária no Brasil são: An. darlingi e 

An. aquasalis, sendo que An. darlingi destaca-se tanto na transmissão da doença, por 

sua distribuição geográfica no território brasileiro, quanto pela sua antropofilia e 

capacidade de se infectar pelas espécies P. vivax e P. falciparum (15) . 

Na Região Amazônica têm sido registradas aproximadamente 33 espécies de 

Anopheles spp, mas Anopheles darlingi é considerado o principal vetor (16). 

An. aquasalis é uma espécie distribuída nas regiões litorâneas do Oceano 

Atlântico, desde a Nicarágua na América Central até o sudeste do Brasil na América 

do Sul e paralelamente no Equador pelo Oceano Pacífico (12). Assim como o An. 

darlingi, tem atividade crepuscular, além de ser considerado o principal vetor na 

Venezuela, Trinidade e Tobago, Guiana Francesa, Guiana e em áreas litorâneas do 

norte e nordeste do Brasil (17). Na Região Amazônica foram realizados estudos com 

infecções laboratoriais infectados com P. vivax com taxas de infecção variando entre 

0,26 e 1,28% (16-20).  

Em regiões em que a densidade de mosquitos vetores de malária, aumenta, 

este fator pode estar associado a vários focos de malária em diversos países, 

principalmente nas regiões costeiras do oceano Atlântico e do Pacífico da América 

Central para o sul do Brasil (21-24). Entre os fatores que estão associados a 

transmissão da malária pelo An. aquasalis está sua tolerância à água salgada, algo 

que a favorece e evita competição por comida com outras espécies de Anopheles, 

especialmente na fase larval (25). 
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Fonte: Malaria Atlas Project © 2018 

Figura 4 - Distribuição do vetor Anopheles no continente americano no ano de 2013. 

 
1.3 Ciclo de transmissão do Plasmodium no vertebrado 

O Plasmodium apresenta um ciclo de vida heteroxênico, ou seja, para 

completar o seu ciclo precisa de hospedeiros diferentes: um vertebrado e outro 

invertebrado; as espécies de Plasmodium que causam malária humana, durante o seu 

desenvolvimento passam por duas fases: uma sexual chamada esporogônica, na qual 

ocorre a multiplicação do parasito nos mosquitos do gênero Anopheles, e outra 

assexual, ou esquizogônica que ocorre no hospedeiro vertebrado (26) (17) (Figura 5). 
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Fonte: Adaptado de Klein E.Y. Antimalarial drug resistance: a review of the biology 
and strategies to delay emergence and spread. International Journal of Antimicrobial 

Agents (2013). https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2012.12.007. 

Figura 5 - Ciclo de vida do Plasmodium. 

 

A transmissão do Plasmodium se inicia durante o repasto sanguíneo, no 

momento que o mosquito infectado inocula, junto com a saliva, esporozoítos, no 

hospedeiro humano, consecutivamente, infectam os hepatócitos onde se 

desenvolvem em esquizontes produzindo milhares de merozoítos que são liberados 

na corrente sanguínea onde invadem os glóbulos vermelhos; se transformam em 

trofozoítos, que se desenvolvem em esquizontes. Uma vez maduros, os esquizontes 

libertam os merozoítos na corrente sanguínea onde irão invadir novos eritrócitos (26). 

Alguns merozoítos se transformam em gametócitos (forma sexuada do parasita) 
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femininos ou masculinos e outros continuam invadindo eritrócitos, repetindo o ciclo 

assexual (27). 

1.4 Ciclo de transmissão do Plasmodium no vetor Anopheles 

No vetor, o ciclo de vida do Plasmodium se inicia quando a fêmea do mosquito 

Anopheles, através do repasto sanguíneo de um hospedeiro vertebrado infectado, 

ingere gametócitos (28), que sofrem maturação no lúmen do intestino médio (Figura 

6), gerando micro e macrogametas que se fundem para produzir um zigoto diplóide 

(29). O zigoto maduro irá se diferenciar numa forma móvel o oocineto através de um 

processo que, dependendo da espécie de Plasmodium, pode levar entre 16-24 horas 

(30, 31). O processo iniciado com a exflagelação dos microgametócitos irá conduzir à 

formação de microgametas e ocorre principalmente devido a diferenças de 

temperatura, de pH e a produção de ácido xanturênico pelo mosquito (32).

 

Fonte: Adaptado de Smith RC, Barillas-Mury C. Plasmodium oocysts: overlooked 

targets of mosquito immunity (2016). https://doi.org/10.1016/j.pt.2016.08.012. 

Figura 6 - Ciclo de vida do Plasmodium no hospedeiro invertebrado. 

 

O oocineto é móvel e penetrará a matriz peritrófica (MP) e em seguida passará 

através do epitélio intestinal antes de se transformar num oocisto; a MP é uma camada 

composta por quitina, proteínas e proteoglicanos que circundam a alimentação 

ingerida pelo mosquito, sendo uma barreira física para muitos parasitas, uma vez que 

evita o seu contato com o epitélio intestinal do inseto (33).  
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Vários estudos têm sugerido que P. falciparum e P. gallinaceum podem 

secretar quitinase adicional ao já produzido pelo inseto, processo este que permitiria 

o parasita realizar três etapas cruciais na infecção do intestino do hospedeiro 

invertebrado: 1- penetrar através da MP, 2 - escapar da ação mortal das enzimas 

digestivas e 3 - invadir com sucesso as células epiteliais do intestino (34, 35). 

O desenvolvimento dos oocistos dura de 5 a 10 dias, dependendo da espécie 

do parasita, do vetor e das condições ambientais. Dentro do oocisto, por esporogonia, 

são formados os esporozoítos que uma vez liberados, circulam na hemolinfa e 

invadem as glândulas salivares; nas glândulas salivares, os esporozoítos se 

aglomeram nas cavidades secretoras e, posteriormente, 15 a 20 dias após a infecção, 

chegam aos ductos salivares, prontos para serem inoculados em um novo hospedeiro 

no repasto sanguíneo seguinte, reiniciando assim, uma nova fase do ciclo parasitário 

(12). 

1.5 Competência e capacidade vetorial 

A importância de uma espécie de mosquito na transmissão de doenças 

depende da sua capacidade e competência vetorial. A capacidade vetorial está 

relacionada com a intensidade da transmissão do parasito e é quantificada pela 

densidade dos vetores, a taxa de infecção, a quantidade de parasitos por inóculo e a 

longevidade do mosquito. A competência vetorial é a capacidade do mosquito permitir 

a replicação e transmissão do parasita (17, 36). 

A compreensão de como as interações Anopheles-Plasmodium cooperam para 

a competência vetorial do mosquito, tem obtido recentemente, elevada atenção, 

abrindo espaço para a criação de novas estratégias no controle da malária (37), 

principalmente após a obtenção do genoma completo do mosquito An. gambiae, em 

2002 (38), que ajudou no progresso do entendimento da resposta imune deste inseto 

contra o parasita Plasmodium (39). Atualmente, o principal objetivo de um programa 

de controle da malária, não deve consistir apenas na eliminação do parasita, mas sim 

em múltiplas estratégias, entre as principais, a interferência na sua transmissão pelos 

mosquitos vetores (40). 
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Entre os novos desafios para controlar a malária estão incluídas as estratégias 

para a interrupção do ciclo de transmissão no mosquito, mas isso requer um melhor 

entendimento das interações específicas entre os plasmódios humanos e seus 

vetores naturais (17).  

Dentre as estratégias de intervenção de controle dos vetores da malária, foi 

descoberto o uso da ivermectina, uma droga endectocida eficaz contra uma variada 

quantidade de anofelinos, metodologia que pode ser adicionado a outras intervenções 

baseadas em drogas, pois se mostrou útil para atacar vetores de alimentação e 

descanso ao ar livre, algo que não é possível com as ferramentas atuais de controle 

de vetores (41). 

Técnicas de modificações genéticas têm sido desenvolvidas em estudos com 

An. gambiae e An. stephensi (37). Atualmente a ideia de substituir as populações de 

vetores naturais por outras alteradas geneticamente, capazes de atuarem sobre 

infecções por Plasmodium, recebem particular atenção, para isto, há técnicas 

padronizadas que propiciam alterações genéticas dos mosquitos; a identificação de 

moléculas efetoras capazes de atuar sobre os parasitas e a descoberta dos 

promotores específicos para expressar as moléculas efetoras no tempo e região 

apropriada nos mosquitos, são práticas que favorecem as alterações genéticas (42). 

No entanto, a utilização de mosquitos transgênicos está associada a uma diminuição 

da sua fitness, além de que, seria ainda necessário ultrapassar as limitações 

associadas ao método para substituir as populações de mosquitos naturais, pelas 

refratárias à infecção por Plasmodium (43). 

A identificação de barreiras físicas ou ecológicas ao fluxo gênico pode ajudar a 

prever a disseminação de genes envolvidos na refratariedade do parasita e / ou 

resistência a inseticidas, fornecendo assim informações práticas sobre o número de 

pontos de liberação de mosquitos transgênicos (44). Esses estudos também podem 

fornecer informações sobre o cenário biogeográfico e as relações filogenéticas entre 

espécies de Anopheles, fundamental para o controle da malária (45, 46). 

Grandes avanços na análise genética funcional de anofelinos, veio com o 

desenvolvimento da transformação germinativa e da tecnologia de RNA de 

interferência (iRNA), esta última técnica, talvez seja o método mais utilizado, com 



30 
 

30 
 

objetivo principal de validação rápida dos efeitos gênicos knock-down, no fenótipo 

vetorial, podendo ser altamente específica (47). Uma vez que se baseia na homologia 

quase completa para direcionar as moléculas de RNA mensageiras (mRNAs) 

específicas para degradação, constituindo-se na resposta celular natural à detecção 

de RNA de cadeia dupla (ds); após a introdução de dsRNA sintético homólogo a um 

gene alvo, a maquinaria celular processa este molde para direcionar a clivagem de 

mRNA complementar, reduzindo assim o nível de proteína codificada ao longo do 

tempo (48).  

No entanto, o campo foi revolucionado novamente pela edição precisa do 

genoma, agora possível através de nucleases específicas; além disso, a edição do 

genoma, pode oferecer uma potencial modificação populacional de anofelinos, como 

também, ajuda a fornecer ferramentas complementares para a eliminação da malária 

em escala local e global (47). 

Recentemente têm sido exploradas outras hipóteses associadas à utilização de 

microorganismos como agentes de controle biológico de doenças transmitidas por 

vetores, no entanto, a elevada variabilidade no número de oocistos em espécies de 

mosquitos relativamente próximas indica que os fatores ambientais também podem 

influenciar. Dentro dos estudos recentes, várias evidências sugerem que a flora 

bacteriana do mosquito tem influência na sua competência vetorial, no contato direto 

da alimentação de sangue às infecções microbianas e parasitárias (37). Os genes 

envolvidos na formação, composição e eficiência da flora bacteriana tornaram-se um 

foco para estudos que buscam elucidar a diminuição ou até o bloqueio da transmissão 

de vários patógenos.(49) 

1.6 Modelos de infecção para estudos de interação entre parasitos e hospedeiros 

Parasitas do gênero Plasmodium além de causar infecções em seres humanos, 

também infectam outros animais como por exemplo macacos, roedores ou aves, 

facilitando a utilização de espécies de Plasmodium não humanos, como modelo para 

o estudo da interação entre o parasita e o hospedeiro. Os parasitas murinos P. berghei 

(50), P. yoelii 17X (51), P. yoelii nigeriensis N67 (52) e Plasmodium chabaudi (53), 

adaptados a pequenos roedores laboratoriais, são considerados bons modelos para 

investigar a malária em mamíferos e também para estudar interações parasitárias com 
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os mosquitos vetores, tendo sido utilizados para infectar An. gambiae, An. funestus, 

An. stephensi (vetores africanos), An. quadrimaculatus, An. aquasalis (vetores 

americanos), sendo alta a suscetibilidade destes vetores para a infecção com 

espécies de parasitas da malária (54-61). 

Existem várias vantagens de usar um modelo animal na malária e muitos 

grupos de pesquisa em todo o mundo usam estes modelos murinos para melhor 

compreender a interação entre parasitas da malária e os seus vetores. Estes modelos 

têm sido úteis na avaliação de potenciais intervenções para o controle da malária, e 

para gerar e testar hipóteses sobre a biologia do parasita e vetor (62, 63). 

P. yoelii foi originalmente encontrada e isolada de roedores na África Central. 

Três subespécies são reconhecidas, nomeadamente P. yoelii yoelii, P. yoelii 

nigeriensis e P. yoelii killicki, e são amplamente utilizados para estudar as respostas 

imunitárias do hospedeiro e a base genética de fenótipos parasitários (64).   

A susceptibilidade dos mosquitos à invasão pelo Plasmodium é um fator 

determinante para a avaliação do estudo da transmissão vetorial da malária, estando 

dependente de fatores genéticos, como por exemplo a própria imunidade do parasita, 

a variação entre cepas da mesma espécie, imunidade do mosquito, do hospedeiro 

vertebrado, assim como fatores fenotípicos do vetor, como: tamanho do mosquito, 

digestão sanguínea, além de fatores externos como temperatura, umidade, ação de 

drogas e inseticidas (65).  

Nos mosquitos, ocorrem grandes perdas parasitárias durante os estágios 

críticos de transição do Plasmodium no intestino médio, na migração e alocação nas 

glândulas salivares (66). As magnitudes dessas perdas variam principalmente com as 

variadas interações de espécies Anopheles-Plasmodium (57). As cepas de mosquitos 

refratários que bloqueiam completamente o desenvolvimento do parasita, através de 

uma habilidade aumentada do hospedeiro em reconhecer o parasita vivo ao invés de 

um encapsulamento passivo do parasita morto ou debilitado, realizando esta ação 

principalmente, através da lise dos oocinetos, durante a invasão do intestino médio 

(67) ou pela melanização dos oocistos em desenvolvimento (66). Essas respostas 

implicam na ativação de mecanismos de defesa, mas os processos moleculares 
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subjacentes à refratariedade são ainda desconhecidos, podendo ser algo importante 

para entender as interações entre parasito – vetor (47, 68). 

A infecção experimental dos mosquitos vetores de Plasmodium foi um passo 

fundamental para a compreensão do ciclo de vida do Plasmodium e o 

desenvolvimento de mosquitos vetores infecciosos (69). Modelos de infecção 

experimental são utilizados para entender a biologia da interação entre parasitas e 

vetores (65).  

A maioria dos projetos de investigação usam modelos de laboratório 

consistindo em parasita humano: P. falciparum ou P. vivax, parasitas murinos P. 

berghei e P. yoelii nigeriensis ou parasita aviário como por exemplo: P. gallinaceum, 

que são espécies de parasitas cultivadas in vitro ou mantidos in vivo, tornando mais 

fácil o desenvolvimento da investigação experimental. Estes parasitas interagindo com 

mosquitos An. gambiae, An. aquasalis, An. stephensi, An. albimanus e Ae. aegypti 

mostram diferentes sensibilidades à infecção por Plasmodium spp. (70). 

A infecção dos anofelinos com Plasmodium ocorre após a alimentação a partir 

de sangue infectado com gametócitos do protozoário, podendo ser realizado de duas 

formas: a direta, através do contato dos mosquitos com a pele do vertebrado e a 

presença do parasito no sangue; ou por ensaio de alimentação por membrana, 

alimentando os mosquitos com sangue coletado do paciente com malária e 

posteriormente realizando o uso de um sistema artificial composto por alimentadores 

de vidro contendo uma cavidade tubular vedada na parte inferior por uma membrana 

que além de proteção do sangue, é através da mesma que os mosquitos se 

alimentarão. Esta membrana pode ser sintética ou pele natural de animais, esta última 

menos utilizada pelas dificuldades de manuseio e restrições ao uso de animais em 

experimentação (17). Para esse tipo de alimentação, tradicionalmente têm sido 

utilizado diversos tipos de membranas sintéticas, uma delas é o uso do Parafilme, um 

plástico rugoso, estriado e resistente que simula a epiderme do animal vertebrado 

(71). 

Nestes estudos de alimentação infectante por membrana, são utilizados os 

gametócitos, que durante a execução deste trabalho é importante, ter atenção na 

execução durante o repasto. Além disso, os gametócitos variam em sua maturidade 
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(72), razão sexual (73), genética (74) ou multiplicidade de infecção (conceito que 

relaciona o número de parasitas usados para infectar um determinado número de 

células hospedeiras) que podem influenciar a infectividade do mosquito (75). 

A adição de agentes potencialmente bloqueadores de transmissão ao sangue 

infeccioso antes da refeição de sangue do mosquito, pode variar, por exemplo, no 

volume e no tipo de diluente usado na amostra, que podem afetar independentemente 

a concentração de gametócitos e a intensidade/prevalência de oocistos. Um fator 

adicional que pode causar variação no resultado do ensaio é o método de diluição da 

amostra ao realizar a alimentação de mosquitos (76). 

1.7 Resposta imune do mosquito à infecção por Plasmodium 

Ao longo da evolução dos seres vivos, os insetos desenvolveram barreiras 

físicas e eficientes mecanismos de resistência à patógenos e variações naturais. Os 

insetos possuem mecanismos de defesa composta por barreiras estruturais e 

imunológicas inatas (celular ou humoral), que proporcionam proteção contra 

organismos invasores (69). O conhecimento dos mecanismos moleculares de defesa 

envolvidos no desenvolvimento dos parasitas nos vetores é uma etapa importante na 

determinação do processo de interação e competência vetorial (77). 

Os bloqueios físicos que evitam a entrada dos parasitas na hemolinfa são 

compostos pelo exoesqueleto com a função de proteger os órgãos do inseto e a 

hemolinfa da exposição direta aos microrganismos do meio ambiente, o intestino 

médio que armazena o sangue ingerido, a matriz peritrófica que é a estrutura quitinosa 

digestiva do inseto, oferecendo além da proteção do epitélio intestinal do contato 

direto com o sangue ingerido, proporciona também proteção da flora microbiana que 

sofre variação de tamanho depois da alimentação sanguínea em alguns insetos 

hematófagos e o revestimento de quitina da traquéia (12). As rupturas destes 

bloqueios induzem uma série de reações no hospedeiro e assim o patógeno terá que 

lidar com uma resposta imunológica mais direcionada e específica (78). 

Uma grande variedade de moléculas podem ser produzidas contra agentes 

patogênicos, tais como bactérias, fungos, vírus e Plasmodium spp., sendo secretadas 
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por órgãos de mosquito e tecidos como o corpo gorduroso, intestino médio e 

hemócitos (39, 79). 

Na última década, foram realizados estudos utilizando análises de proteomas 

e técnicas de transcriptômica que descreveram como Plasmodium é capaz de modular 

a expressão de genes imunes em An. gambiae e An. stephensi (80). 

Muitos estudos têm produzido evidências sobre o fato da competência vetorial 

de um vetor ser dependente da ação do sistema imunitário do mosquito durante o 

processo de infecção com Plasmodium spp (79). 

Nos mosquitos anofelinos, estes mecanismos se compõem por barreiras físicas 

estruturais e um sistema de processos imunológicos inatos (celular ou humoral); no 

seu habitat e durante o repasto sanguíneo, estes são expostos a uma ampla variedade 

de microrganismos, onde o sistema imune inato monta uma resposta eficiente contra 

o agente microbiano invasor, sendo capaz de realizar a distinção entre as grandes 

classes de microrganismos (81). 

Os insetos não possuem imunidade adaptativa, porém, estudos recentes vêm 

abordando a resposta imune tipo “primming” que é análogo à memória imune e 

permite os insetos acumular uma resistência mais efetiva após o segundo contato com 

o agente invasor (82, 83). Rodrigues et al. (2010) (83) mostraram um aumento na 

diversidade e quantidade de hemócitos que propiciou a diminuição da intensidade de 

infecção em An. gambiae infectados com P. berghei e P. falciparum, quando os 

mosquitos tinham sido previamente expostos aos parasitos, revelando assim a 

capacidade do sistema imune dos mosquitos de se adaptar modulando a abundância 

e a capacidade de resposta dos hemócitos aos parasitas.  

1.8 Peptídeos antimicrobianos – PAM’s 

Os peptídeos antimicrobianos (PAM’s) são moléculas constituintes da 

imunidade inata de organismos multicelulares, sendo expressos de forma constitutiva 

ou induzida. Apresentam variedade quanto a sequência, estrutura e conformação, 

geralmente possuindo de 12 a 50 aminoácidos. Muitos possuem seis resíduos de 

Cisteínas, que são responsáveis pela estabilidade, resistência a degradações 

decorrentes a temperatura, alteração de pH e ações proteolíticas (84, 85). A maioria 
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dos PAM’s são pequenas biomoléculas anfipáticas, catiônicos a pH fisiológico (86). 

Defensinas, Attacinas, Gambicinas e Cecropinas têm sido detectadas em insetos (87, 

88). A gama de tamanho, composição de aminoácidos e estrutura secundária de tais 

peptídeos passa de dipeptídeos até polipeptídeos suficientemente grandes para 

serem considerados como proteínas (78). 

Cascatas proteolíticas resultam nas ativações de profenoloxidases, que 

regulam a melanização e coagulação na hemolinfa e a produção de espécies reativas 

de oxigênio e nitrogênio são exemplos de mecanismos efetores humorais. As 

respostas celulares como a fagocitose, encapsulamento e a apoptose são mediadas 

por hemócitos (89). 

O sistema imune inato do mosquito possui um aprimorado sistema de 

reconhecimento de patógenos, que é ativado quando o agente invasor entra em 

contato com o ambiente interno do organismo através da interação entre os padrões 

moleculares associados aos patógenos (PMAPs) e os receptores de reconhecimento 

padrões (RRPs) do hospedeiro (90). Os PMAPs podem ser componentes das 

membranas celulares dos patógenos como peptidoglicanos (PGN), 

lipopolissacarídeos (LPS) ou ácidos nucleicos (82). Os RRPs são peptídeos 

circulantes ou localizados na superfície das células hospedeiras, como por exemplo 

as proteínas de adesão a bactérias Gram negativas (GNBP), as proteínas de 

reconhecimento de peptidoglicanos (PGRP) e as proteínas do tipo fibrinogênio 

(FREPs) (91-93). A sinalização imunológica é desencadeada após reconhecimento 

de estruturas microbianas específicas conservadas nos microorganismos, mas 

ausentes no hospedeiro, cujo reconhecimento é essencial para a ativação da 

imunidade inata do inseto (94). 

A interação entre os PMAPs e RRPs desencadeia a ativação de vias de 

sinalização que regulam: a expressão de moléculas efetoras antimicrobianas como os 

peptídeos antimicrobianos (PAM’s), que são produzidos principalmente pelo corpo 

gorduroso, hemócitos e por estruturas que representam barreiras físicas como 

intestino médio, túbulos de malpighi ou traquéia que atuam na membrana do patógeno 

provocando lise (94).  
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A atividade antimalárica de peptídeos sintéticos ou fragmentos de proteínas 

com alvos específicos em interfaces parasitas / hospedeiros vertebrados ou parasitas 

/ vetores, como por exemplo, fragmentos peptídicos de adesinas que estão envolvidos 

no processo da invasão das células hospedeiras (95), têm sido descritas. Vários 

destes PAM demonstraram ter atividades bactericidas e anti-plasmodiais em An. 

gambiae (96, 97). 

Attacinas são uma família de seis PAM’s ricos em Glicina que pode ser dividida 

em quatro peptídeos básicos (A-D) e dois peptídeos ácidos (E-F), provavelmente 

derivados de dois genes de attacina (97, 98). As attacinas inibem a síntese das 

proteínas da membrana externa de Escherichia coli bloqueando a transcrição dos 

respectivos genes (99), que é presumivelmente alcançado por um mecanismo 

indireto, uma vez que as attacinas se ligam ao lipolissacarídeo bacteriano, mas não 

precisam entrar na célula para exercer sua ação, as attacinas tem sido expressas em 

Drosophila melanogaster atuando contra infecções (100, 101). 

Cecropina 1 (CEC1) foi testada in vivo, mostrando que a sua expressão em 

células do intestino médio de An. gambiae transgênico reduziu significativamente os 

números de oocistos de P. berghei (102). As cecropinas da mariposa Hyalophora 

cecropia, perturbam o desenvolvimento de esporozoítos nos oocistos, com uma dose 

letal de 50% entre 0,5 e 1 μg / μL (103). Os derivados sintéticos das cecropinas 

também foram produzidos e analisados quanto aos seus efeitos contra a malária: o 

SB-37, altamente semelhante à cecropina B e Shiva-1, com 40% de homologia com a 

mesma cecropina de Hyalophora cecropia, tiveram uma ação lítica significativa sobre 

as formas sanguíneas de P. falciparum (104). O peptídeo Shiva-3 também possui 

atividade sobre o desenvolvimento de oocinetos de P. berghei in vitro e in vivo no 

intestino médio de An. albimanus (105). O gene da cecropina de An. gambiae é 

expressado principalmente no intestino médio do mosquito, em células semelhantes 

a hemócitos e os seus níveis são significativamente aumentados 2 h após a infecção 

(106). A atividade da cecropina em An. gambiae contra Plasmodium foi estudada 

criando mosquitos transgênicos com expressão de CecA sob o controle do promotor 

da carboxipeptidase de Ae. aegypti. O número de oocistos foi reduzido em 60% 

quando comparado com os mosquitos não transgênicos (102). 
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De acordo com a evidência de sua atividade antimicrobiana in vitro (107), o 

silenciamento do gene que codifica a Defensina 1 (DEF1) em An. gambiae diminuiu a 

sobrevivência de mosquitos infectados com bactérias Gram+ (108), e a super 

expressão endógena da defensina A no corpo gordo de Ae. aegypti proporcionou o 

aumento da sobrevivência após a estimulação com Enterobacter cloacae (109). No 

entanto, a diminuição de DEF1 em An. gambiae não afetou o desenvolvimento do 

parasita no mosquito (108), apesar do efeito anti-plasmodial da defensina exógena 

relatado em (110). 

A Gambicina é um peptídeo expresso predominantemente no intestino médio 

anterior, tórax e no abdômen do mosquito e é ativo contra bactérias Gram-positivas, 

Gram-negativas, fungos filamentosos e oocinetos de P. berghei em An. gambiae 

(107). A expressão de PAM’s podem ser reguladas por diferentes vias de sinalização 

intracelular, como as vias Toll, Imd  e JAK/STAT (17). 

Uma das medidas que podem ajudar a alcançar o sucesso no controle da 

infecção seria encontrar novas moléculas ou drogas para bloquear a transmissão da 

malária, sendo um ponto chave para a interrupção da transmissão da doença. 

Salienta-se a importância da pesquisa sobre os mecanismos biológicos, fisiológicos, 

moleculares que estão envolvidos na interação e na imunidade inata dos mosquitos 

contra o Plasmodium, podendo esta informação ser determinante para atingir as 

novas metas de eliminação da malária a nível global. Neste estudo, as respostas dos 

anofelinos contra as infecções por Plasmodium vivax serão comparadas com a reação 

dos mosquitos infectados com o parasita de roedores Plasmodium yoelii nigeriensis. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Geral 

Analisar a importância dos peptídeos antimicrobianos (PAM) na defesa do 

mosquito Anopheles aquasalis em resposta à infecção por Plasmodium yoelii 

nigeriensis e Plasmodium vivax. 

2.2 Específico 

2.2.1. Caracterizar as alterações de transcrição dos genes que codificam os 

peptídeos antimicrobianos: Cecropina; Defensina 1, Defensina 2 e Defensina 4; 

Attacina e Gambicina durante a invasão do intestino médio pelo oocineto. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Modelo de estudo   

Estudo experimental realizado no Laboratório de Entomologia da Fundação de 

Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) localizado na cidade de 

Manaus, Amazonas. Os procedimentos operacionais padronizados para execução de 

parte da metodologia estão inseridos nos anexos 8.5 e 8.6. 

3.2 Aspectos éticos 

Esse estudo tem financiamento e faz parte de dois projetos mais amplos 

intitulados:  “Resposta imune inata de anofelinos vetores de malária na Amazônia à 

infecção por Plasmodium” financiado pela Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior (CAPES) / Programa Ciência sem fronteiras com registro 

nº 182/2012 e o segundo: Resposta à infecção por Plasmodium em mosquitos do novo 

mundo pela Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM), 

edital de registro 030/2013 – UNIVERSAL AMAZONAS. 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) sob o 

número do parecer 422.286 e também tem aprovação da comissão de Ética ao Uso 

de Animais – CEUA da FMT-HVD sob o registro 01/2013, para utilização dos animais. 

3.3 Infecções experimentais em camundongos com Plasmodium yoelii 

nigeriensis 

As infecções experimentais em camundongos do tipo BALB/C (provenientes do 

biotério do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia - INPA), foram realizadas 

através da inoculação de Plasmodium yoelii nigeriensis (N64) (P. y. nigeriensis) 

criopreservados (fornecidos pelo Instituto de Higiene e Medicina Tropical-

Universidade Nova de Lisboa), seguindo a metodologia proposta por SILVEIRA et. al. 

2007 (69). As fêmeas de camundongos foram separadas em dois grupos: 1) grupo 

teste: onde duas fêmeas foram infectadas via injeção intraperitoneal com 1 × 106 de 

P. y. nigeriensis (E.P) por camundongo 2) grupo controle, onde foi utilizada duas 

fêmeas do grupo controle, livre de infecção.  
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A evolução da infecção de cada camundongo foi avaliada em lâmina com 

esfregaços sanguíneos, de uma gota de sangue da veia caudal, fixados com metanol 

durante 30 segundos e corados com Panótico Rápido (LB Produtos). A parasitemia 

(cálculo da quantidade de eritrócitos infectados pelo parasita dividido pela quantidade 

de eritrócitos totais) e gametocitemia (cálculo da quantidade de eritrócitos infectados 

especificamente por gametócitos dividido pela quantidade de eritrócitos infectados) de 

cada indivíduo foi determinada diariamente durante 3 (três) dias consecutivos, onde 

foi realizada a contagem de eritrócitos parasitados (contagem de 5.000 eritrócitos) 

utilizando microscopia óptica (M.O).  

Quando a parasitemia atingiu entre 8-15% e foi observada exflagelação dos 

gametócitos, em sangue á fresco em lâmina, coberta com lamínula, foi realizada então 

a infecção experimental dos mosquitos. 

3.4 Infecções de mosquitos através de alimentação direta em camundongos e 

dissecção de estômagos 

Fêmeas de mosquitos An. aquasalis com idade entre 3-5 dias de fase adulta, 

realizaram o repasto sanguíneo diretamente nos camundongos infectados com P. y. 

nigeriensis (grupo teste) e  em camundongos sem infecção para o grupo controle 

(Figura 7); os camundongos pesando 25g foram previamente anestesiados via 

intraperitonealmente com a concentração de 0,1 ml retirados de tubos de 1,5 ml 

aliquotados com a combinação de: Ketamina (Dopalen): 375 µl + Xilazina (Anasedan): 

187,5 µl e Soro fisiológico: 937,5 µl, resultando 1,500 µl.  

Ao décimo dia após o repasto sanguíneo as fêmeas dos mosquitos foram 

colocadas em freezer por cerca de 30 segundos a -20ºC para imobilização; em 

seguida foram imersas em solução de etanol a 70% e PBS e colocados em lâminas 

para dissecção do intestino médio; as laminas foram corados com Mercurocromo a 

3% e coberto por uma lamínula para visualização e contagem dos oocistos utilizando 

microscopia óptica.  

A taxa de infecção foi medida pela relação entre o número de mosquito 

infectados / número total de mosquitos dissecados; a intensidade de infecção foi 

medida pelo número de oocistos por intestino. 
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Figura 7 - Fluxograma da metodologia aplicada ás alimentações de An. aquasalis 
com camundongos. 

3.5 Infecção experimental de mosquitos com Plasmodium vivax 

Para os experimentos com Plasmodium vivax foram recrutados pacientes com 

diagnóstico positivo para malária pelo método da gota espessa no ambulatório da 

FMT/HVD, selecionados conforme os seguintes critérios: a) parasitemia igual ou maior 

que duas cruzes (método de contagem parasitária estabelecida pelo ministério da 

saúde), b) pacientes que não tinham realizado o uso de antibióticos ou antimaláricos 

dentro do prazo de 6 meses, c) maiores de idade, d) residentes no Brasil ou oriundos 

de países estrangeiros, e) aceitaram participar voluntariamente no estudo após 

assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido para doação de sangue, com 

a coleta aproximada de 5mL do sangue venoso, que foram coletados em tubo 

heparinizado.  

 

3.6 Infecções de mosquitos através de alimentação artificial por membrana 

Para as infecções experimentais com P. vivax foi utilizado o método de 

alimentação artificial por membrana através de alimentadores de vidro revestidos por 
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uma membrana de Parafilm® (Bemis Company, USA) através da qual os mosquitos 

alimentam-se. Os alimentadores foram conectados a um sistema de mangueiras látex 

acopladas a um banho maria através das quais circula água entre 37-39ºC para 

manter o sangue aquecido. As fêmeas adultas foram separadas em dois grupos 

experimentais com 300 mosquitos fêmeas para teste e controle e a solução de glucose 

10% foi retirada 12 horas antes do repasto sanguíneo. O primeiro grupo recebeu 

sangue total de pacientes com P. vivax por um período de 45 a 90 minutos. O segundo 

grupo, controle, foi tratado de maneira similar, mas com gametócitos inativados, para 

diminuir as diferenças genéticas e as interferências no sangue, que pode causar 

distinções químicas e na constituição das amostras controles comparadas com os 

testes, as amostras de sangue infectadas com P. vivax foram aquecidas durante 15 

minutos a 43 ° C e posteriormente oferecidas aos mosquitos, como a metodologia 

descrita em Sangare et al. 2013. 

Após a alimentação os mosquitos alimentados foram transferidos para gaiolas 

identificadas e mantidos com solução açucarada a 10% na sala de infecção do 

insetário para o desenvolvimento do parasitas e acompanhamento da infecção (Figura 

8). 
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Figura 8 - Fluxograma da metodologia aplicada às alimentações artificiais de An. 
aquasalis, com membrana. 

3.7 Análise da transcrição dos genes que codificam PAM de Anopheles aquasalis 

durante a infecção por Plasmodium yoelii nigeriensis e Plasmodium vivax. 

As alterações na transcrição dos genes que codificam os PAM foram 

determinadas no intestino médio de mosquitos às 15, 18 e 24h após a refeição 

infectante (janela temporal onde os oocinetos invadem o epitélio do intestino médio) 

para P. yoelii nigeriensis e às 15, 18, 24 e 48h após a repasto sanguíneo infectante 

para P. vivax e em seguida comparadas com o controle negativo (mosquitos não 

infectados). 

3.8 Extração de RNA 

A extração do RNA total das fêmeas de An. aquasalis foi realizada através do 

método TRIZOL® (Invitrogen), utilizando-se inicialmente para cada amostra 100 µl da 

substância e foi macerado o conteúdo com o auxílio de um pistilo, após maceração, 

foi adicionado 900μl da mesma substância totalizando 1ml. 

As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4ºC; o 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado 200μl de clorofórmio e 

misturado, invertendo o tubo por 15 segundos e incubando a temperatura ambiente 

por 3 minutos. Em seguida a amostra foi centrifugada novamente a 12.000g por 10 

min a 4ºC para separação de fase. 

A porção aquosa foi transferida para um novo tubo e neste adicionado 500μl de 

isopropanol para precipitação do RNA, incubando em temperatura ambiente por 10 

minutos e em seguida centrifugando a 12.800 g por 10 min a 4ºC. Todo sobrenadante 

resultante foi retirado e o “pellet” foi lavado utilizando 1 ml de etanol à 75% 

centrifugando-se a 7.500 g por 5 minutos na temperatura de 4º C. Após a retirada do 

sobrenadante, foi realizada a lavagem do RNA com etanol a 75% em Água Milli-Q 

tratada com dietilpirocarbonato (DEPC), num volume idêntico ao de Trizol utilizado no 

início do processo. Os tubos foram centrifugados a 7500 g, 5 minutos, entre 2 e 8ºC, 

o sobrenadante descartado, o pellet seco à temperatura ambiente e resuspendido em 
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40µl de H2O DEPC 0.01%, pipetando a solução várias vezes, em seguida os tubos 

foram abertos e incubados a uma temperatura entre 55-60ºC por 10 min. 

A qualidade e concentração de RNA obtido foi determinada num 

espectrofotômetro (Nanodrop ND-1000) utilizando 1ul da amostra. Em seguida as 

amostras foram armazenadas a -80°C.  

3.8.1 Tratamento do RNA com DNase 

Para o tratamento do RNA será utilizado o kit RQ1 RNase-Free DNase 

(Promega Corporation). Um μg de RNA será diluído num volume final de 6 μl, ao qual 

será adicionado 1μl do tampão 10x, 1μl da enzima DNAse, completando a quantidade 

com um volume de H2O DEPC até totalizar 10μL e posteriormente foi incubado a 37ºC 

por 15 min. A seguir adiciona-se 1μl de DNase Stop solution para inativação da 

enzima, incubado a 65ºC por 10 min, transferidas para o gelo e imediatamente 

submetidas à reações posteriores. 

3.8.2 Síntese de cDNA 

O cDNA foi sintetizado diretamente a partir do tubo utilizado na reação anterior, 

num volume final de 13 μl, contendo aproximadamente 500ng de RNA tratado em 10 

μl, 1 μl de água DEPC, incubado a 70 ºC por 5 minutos e imediatamente resfriado à 

temperatura de 4ºC por 5 minutos. A esta mistura foi adicionada 6 μl de tampão M-

MLV 5X, 5 μl de dNTPs (10μM), 1μl de Inibidor da ribonuclease (RNasin® 

Ribonuclease Inhibitors - Promega Corporation) e 1μl da enzima M-MLV (Promega 

Corporation) (200U/μl). Após a homogeneização, a mistura foi incubada a 37ºC por 

60 minutos, inativada a uma temperatura de 65ºC por 15 minutos e acondicionado a 

– 20°C até o momento de sua utilização para a PCR em Tempo Real. 

3.8.3 Reação da polimerase de cadeia em tempo real (Real time PCR) 

A determinação da expressão dos genes escolhidos foi realizada através de 

reações em triplicatas nas placas de 96 poços (Applied Biosystems). As reações de 

qPCR serão feitas num volume final de 15μl, 0,35μl de cada um dos iniciadores 

(10μM), 3μl de cDNA e 7,5μl do SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). Os 
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iniciadores específicos dos genes de interesse foram, Cecropina; Defensina 1, 

Defensina 2 e Defensina 4; Attacina e Gambicina; como controle interno foram usados 

os iniciadores do gene S7. Como controle negativo foi utilizado poços sem amostra, 

mas com mistura de reações. 

O ensaio de Real-Time PCR foi realizado no aparelho 7500 Fast Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems) nas seguintes condições: 1 ciclo de 50ºC por 2 

min, 1 ciclo de 95ºC por 10 min, 45 ciclos de 95ºC por 15s e 60ºC por 1 minuto. 

Para a análise da expressão gênica empregando a técnica de Real-Time PCR 

será utilizado o método de Delta-Delta Ct (ΔΔCt) (111). 

3.9 Análise estatística 

Os resultados relativos às taxas de infecção e contagem de oocistos foram 

analisados estatisticamente de forma a comparar os diferentes grupos de tratamento 

em relação ao grupo controle. Sendo realizada a comparação das taxas de infecção 

dos mosquitos através do teste de Fisher, bem como a intensidade de infecção, ou 

número de oocistos por estômago nas fêmeas infectadas, através de um teste de 

Mann-Whitney. A aplicação destes testes estatísticos permitiu determinar a existência 

ou não de diferenças significativas entre os diferentes grupos. 

Para a análise da expressão gênica, todas as comparações testadas, foram 

comparadas com os seus devidos controles, utilizando o teste de Mann-Whitney. 

Quando o modelo paramétrico não foi adequado, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis  
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4. RESULTADOS  

4.1 Caracterização das alterações de transcrição dos genes que codificam os 

Peptídeos Anti-Microbianos: Cecropina; Defensina 1; Defensina 2; Defensina 4; 

Attacina e Gambicina durante a invasão do intestino médio pelo oocineto. 

4.1.1 Dados gerais do quantitativo de mosquitos utilizados nas infecções  

Foram utilizadas 10.161 fêmeas  de An. aquasalis nos testes de infecção 

experimental. Destas, 5.161 (50,8%) foram utilizados nos testes com o parasita murino 

P. yoelii nigeriensis e 5.000 (49,2%) nos testes com P. vivax. Do total, 3.164 (31,1%) 

mosquitos não se alimentaram (1.447 - P. yoelii nigeriensis e 1.717 - P. vivax).  

Os 6.997 (68,9%) mosquitos que se alimentaram (3.714 - P. yoelli e 3.283 - P. 

vivax), 2.611 (37,3%) não conseguiu sobreviver (1.140 – P. yoelli e 1.271 – P. vivax) 

até o dia de dissecção de intestinos para confirmação e contagem de oocistos. Os 

4.386 restantes foram utilizados nos seguintes procedimentos (Tabela 1): 

a) 3.490 mosquitos (49,9%) foram dissecados para análise molecular (2.050 - 

58,7% - P. yoelli e 1.440 - 41,3% - P. vivax) nos devidos intervalos de tempo, 

após a alimentação de sangue; 

b) 1.096 mosquitos (15,6%) foram dissecados (524 - 47,9% - P. yoelli e 572 – 

52,1% - P. vivax) para verificação de oocistos ao 10º dia para P. yoelli ou 

ao 7º dia para P. vivax.  

4.1.2 Infecções de Anopheles aquasalis com Plasmodium yoelli nigeriensis  

Das 3.714 (72%) fêmeas de A. aquasalis que se alimentaram com P. yoelli 

(teste: 2.072 - 55,8% e controle: 1.642 - 44,2%), 2.050 (55,2 %) foram dissecadas e 

armazenadas para a análises molecular (teste: 1090 - 53,1% e controle: 960 – 46,9%); 

524 anofelinos foram dissecados ao 10º dia para a determinação da taxa e intensidade 

de infecção (teste: 266 – 50,8% e controle: 258 – 49,2%), equivalente a 14,1 %. Um 

total de 1.140 (30,7%) fêmeas não sobreviveu durante os 10 dias de infecção 

(teste:716 – 62,8% e controle: 424 – 37,2%) (Tabela 1 e 2). 
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Tabela 1 - Descrição da quantidade de mosquitos que foram alimentados, dissecados para biologia molecular e visualização de 
oocistos. 

Anopheles aquasalis 

P. yoelii nigeriensis P. vivax Total 

Teste Controle Total  Teste Controle Total Py + Pv 

Utilizados 
2.886 

(55,9%) 
2.275 

(44,1%) 
5.161 

(50,8%) 
2.500 
(50%) 

2.500 
(50%) 

5.000 
(49,2%) 

10.161 

Não alimentados 814 (28,2%) 
633 

(27,8%) 
1.447 
(28%) 

887 
(35,5%) 

830 
(33,2%) 

1.717 
(34,3%) 

3.164 
(31,1%) 

Alimentados 
2.072 

(71,8%) 
1.642 

(77,2%) 
3.714 
(72%) 

1.613 
(64,5%) 

1.670 
(66,8%) 

3.283 
(65,7%) 

6.997 
(68,9%) 

Dissecados para extração de RNA (todos 
os intervalos) 

1.090 
(52,6%) 

960 
(58,4%) 

2.050 
(55,2%) 

720 
(43,1%) 

720 
(43,1%) 

1.440 
(43,9) 

3.490 
(49,9%) 

Dissecados para verificação de oocistos 266 (12,8%) 
258 

(15,7%) 
524 

(14,1%) 
259 

(16%) 
313 

(18,8%) 
572 

(17,4%) 
1.096 

(15,6%) 

Mortalidade dentro do período da infecção 
até o dia da verificação de oocistos 

716 (34,6%) 
424 

(25,9%) 
1.140 

(30,7%) 
634 

(39,3%) 
637 

(38,1%) 
1.271 

(38,7%) 
2.411 

(34,5%) 
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A parasitemia observada nos testes variou entre 3,16% e 17,65% e a taxa de 

gametocitemia ficou entre 1,40% e 6,91%. Nas análises de expressão dos PAM’s 

fêmeas de 9 experimentos, apresentaram infecção, observando-se oocistos na 

dissecção ao 10º dia após o repasto. Destes, 3 (33,3%) experimentos (1, 4 e 9) 

apresentaram taxa de infecção entre 4-14,3% e 6 (66,7%) experimentos (11, 13, 14, 

15, 23 e 24) apresentaram taxa de infecção entre 34,8-60% (Tabela 2). 

A quantidade máxima de oocistos observada em um teste foi de 25 oocistos e 

o número máximo de oocistos visualizados em um mosquito foi 14 oocistos. Quanto à 

intensidade sem contar os experimentos com zeros, observou-se que a maioria 

apresentou a mediana de 1 oocisto e a mediana máxima foi de 4,5 (Figura 9).  

Tabela 2 - Dados das infecções experimentais com dissecção de intestino para 
visualização de oocistos para Plasmodium yoelii nigeriensis.  

G PC GC MA MD No. MPO Tot. O. Ob. II Taxa (%) 

1 15,57 1,44 199 50 6 8 1,33 12 

2 12,56 4,11 204 50 2 2 1 4 

3 9,48 2,06 199 50 0 0 0 0 

4 6,65 2,4 220 21 3 5 1,66 14,3 

5 17,65 1,4 181 20 7 25 3,57 35 

6 17,65 1,4 277 5 2 9 4,5 40 

7 13,32 2,29 159 23 8 14 1,75 34,8 

8 6,89 2,07 177 6 3 4 1,33 50 

9 9,71 1,79 101 21 0 0 0 0 

10 3,92 2,42 219 10 6 20 3,33 60 

11 3,16 6,91 136 10 5 19 3,8 50 

Total 2.072 266 42 106     

G=grupo; PC=parasitemia do camundongo; Gametocitemia do camundongo; MA = 
Mosquitos Alimentados; MD = Mosquitos Dissecados; No. OM = Número de mosquitos 
positivos oocistos; Tot. O. Ob. = Total de oocistos observados; II = Intensidade de 
infecção; Taxa (%) = Taxa de Infecção.  
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Figura 9 - Distribuição da intensidade de infecção por testes – P. yoelii nigeriensis. 

 
Quando observada a produção de PAM’s em resposta à infecção, os dados 

mostram que há alterações no sentido da regulação da expressão destes peptídeos 

em função da taxa de infecção, tendo sido agrupados em dois conjuntos de dados por 

P. yoelii nigeriensis: (I) taxa de infecção baixa (número médio de oocistos, <15) (Figura 

10), e (II) taxa de infecção elevada (números médios de oocistos, >15) (Figura 11).  

Os níveis de expressão dos genes que codificam os PAM’s, no grupo de 

mosquitos com taxa de infecção baixa tiveram o pico de expressão da cecropina ás 

18h. Quando a taxa de infecção era baixa a gambicina (todos os intervalos), a 

cecropina (18h), a defensina 2 (24h) e defensina 4 (18h) estavam sob-reguladas 

enquanto que a attacina em todos os seus intervalos, cecropina (15h), defensina 1 (18 

e 24h), defensina 4 (15 e 24h) estavam sub-reguladas (Figura 10).  

Dentro do grupo de mosquitos que apresentou as taxas de infecções baixas, o 

gene que codifica a gambicina apresentou regulação positiva, controlando a infecção 
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por Plasmodium yoelii nigeriensis. Dentro deste mesmo grupo de mosquitos 

infectados a attacina apresentou sua regulação negativa ao longo do intervalo de 

tempo (Figura 10). Estes genes se apresentaram de maneira inversa para o grupo de 

mosquitos com elevada taxa de infecção onde a atividade diminuiu para gambicina e 

aumentou para a attacina (Figura 11). 

Para o grupo de mosquitos com baixa taxa de infecção ás 18 horas houve um 

pico positivo, para a cecropina e negativo para a defensina 1. Inversamente para a 

taxa de infecção elevada, a defensina 1 teve um pico de regulação positiva ás 18 

horas. 

 

 
Figura 10 - Expressão dos peptídeos antimicrobianos no intestino médio de mosquitos 
com baixas taxas de infecção por P. yoelii nigeriensis. No eixo X as horas pós-
infecção, eixo Y o valor Logarítmico do incremento/decremento (Log2 Fold Diference) 
da expressão dos 6 genes em resposta à infecção. Não houve diferenças significativas 
em todas as comparações testadas, utilizando o teste de Mann-Whitney. 
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Figura 11 - Expressão dos peptídeos antimicrobianos no intestino médio de mosquitos 
com altas taxas de infecção por P. yoelii nigeriensis. No eixo X as horas pós-infecção, 
eixo Y o valor Logarítmico do incremento/decremento (Log2 Fold Diference) da 
expressão dos 6 genes em resposta à infecção. Não houve diferenças significativas 
em todas as comparações testadas, utilizando o teste de Mann-Whitney. 

 

4.1.3 Infecções de Anopheles aquasalis com Plasmodium vivax 

Das 3.283 (65,7 %) fêmeas de An. aquasalis que se alimentaram de sangue 

infectado com P. vivax (teste: 1.613 – 49,2% e controle: 1.670 - 50,8%), 1.440 (43,9%) 

foram dissecadas e armazenados para a análises molecular (720 para ambos grupos, 

teste e controle), 572 (17,4%) foram dissecados (teste: 259 – 45,3% e controle: 313 – 

54,7%) para a determinação da taxa e intensidade de infecção e 1.271 (38,7%) 

fêmeas não sobreviveram entre o repasto e a dissecção ao 7º dia pós alimentação  

(teste: 634 – 49,9% e controle: 637 – 50,1%). (Tabela 1). 
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A taxa de gametocitemia ficou entre 1,02% e 6,91%. A soma total de oocistos 

observados ao 7º dia foi de 2.997 em 125 mosquitos infectados. A quantidade máxima 

observada em um teste foi de 1.398 oocistos e o máximo visualizados em um intestino 

dissecado foi 176 oocistos, conforme demonstrado na Tabela 3. Quanto à intensidade 

de oocistos sem contar os experimentos com zeros, observou-se que a mediana 

variou entre 3 e 110 (Figura 12). 

Entre os 9 testes realizados, 1 experimento (11,1%) apresentou taxa de 

infecção igual a 0 (alimentação 13) e por isso não foi utilizado para os experimentos 

de expressão de genes; 6 experimentos (66,7%) apresentaram taxa de infecção entre 

1% e 60% (alimentações 4, 7, 11, 12, 14 e 15) e 2 experimentos (22,2%) apresentaram 

taxa de infecção máxima (100 %) (alimentações 2 e 3), (Figura 12). 

Tabela 3 - Dados das infecções experimentais com dissecção de intestino para 
visualização de oocistos para P. vivax. 

G G MA MD No. MPO Tot. O. Ob. II Taxa (%) 

2 2,00 302 15 15 1398 1,33 100 

3 6,09 128 9 9 303 1 100 

4 6,01 298 25 14 93 0 56 

7 1,00 154 8 3 10 1,66 37,5 

11 5,70 103 21 12 191 3,57 57,1 

12 3,20 188 47 13 144 4,5 27,1 

13 2,43 127 33 0 0 1,75 0,0 

14 4,60 170 66 38 620 1,33 56,7 

15 5,30 143 35 21 238 0 60 

  1.613 259 125 2997   

G=grupo; Gametocitemia; MA = Mosquitos Alimentados; MD = Mosquitos Dissecados; 

No. MPO = Número de mosquitos positivos oocistos; Tot. O. Ob. = Total de oocistos 

observados; II = Intensidade de infecção; Taxa (%) = Taxa de Infecção. 
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Figura 12 - Distribuição da intensidade de infecção por testes – P. vivax. 

 

Quando observada a produção de PAM’s em resposta à infecção por P. vivax 

(Figura 13), os dados mostram que as alterações na expressão dos peptídeos: 

attacina, cecropina, gambicina, defensina 2 e defensina 4 em função da taxa de 

infecção dos experimentos comparando com os controles não variam muito entre si. 

A ação dos peptídeos antimicrobianos para P. vivax, talvez não foi efetiva na redução 

da infecção, pois das nove infecções realizadas, 66,7% apresentaram na dissecção 

de oocistos ao oitavo dia, depois do repasto, taxas de infecções acima de 50%.  

A expressão de todos os peptídeos, nos intervalos de 15 e 18h, se mostraram 

mais ativos em relação aos demais períodos estudados, com ênfase ao intervalo de 

18h que apresentou pico de expressão na maioria dos peptídeos: cecropina, 

gambicina e defensina 2; nestes peptídeos, após o crescimento de expressão atingir 

o pico ás 18h, as expressões diminuíam gradativamente com o decorrer do tempo. 

Para os demais peptídeos estudados, attacina e defensina 4, as expressões iniciavam 

altas e também diminuía de forma decrescente no decorrer dos intervalos, ambos 
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peptídeos, tiveram a maior expressão no primeiro intervalo avaliado, ás 15h; neste 

intervalo a attacina, mostrou de forma individual, maior pico, em comparação com os 

demais intervalos. 

Os peptídeos gambicina e defensina 4, foram expressos em todos os intervalos 

estudados. Attacina e cecropina foram expressos em três intervalos (15h, 18h e 24h). 

Defensina 2 foi o único peptídeo expresso em dois intervalos (15h e 18h). 

 
 
 
Figura 13 -Expressão dos peptídeos antimicrobianos no intestino médio de mosquitos 
infectados por P. vivax. No eixo X as horas pós-infecção, eixo Y o valor Logarítmico 
do decremento (Log2 Fold Diference) da expressão dos 5 genes em resposta à 
infecção por P. vivax. Não houve diferenças significativas em todas as comparações 
testadas, utilizando o teste de Mann-Whitney. 
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5. DISCUSSÃO 

5.1 Caracterização das alterações de transcrição dos genes que codificam os PAM’s: 

Cecropina; Defensina 1; Defensina 2; Defensina 4; Attacina e Gambicina durante a 

invasão do intestino médio pelo oocineto 

No presente estudo, notou-se que a intensidade de infecção (sem contar os 

experimentos com zeros) variou entre 3 e 110 oocistos para P. vivax, enquanto que 

para os experimentos com P. yoelii nigeriensis a mediana permaneceu abaixo de 5 (1 

- 4,5). A baixa taxa de infecção pode não estar associada à taxa de gametócitos e a 

parasitemia, para infecções com P. yoelii nigeriensis e An. aquasalis. 

Anopheles aquasalis foi susceptível a P. vivax apresentando infecções de taxas 

elevadas (27 -100%), em comparação com as infecções com P. yoelii nigeriensis (4 - 

60%), fator que pode estar atribuído à refratariedade do mosquito ao parasita. Orfano 

et al 2016, em um estudo com P. yoelii nigeriensis, mostrou que An. aquasalis foi 

menos susceptível à infecção por esse parasita e no presente estudo observou-se que 

a infecção de An. aquasalis com P. yoelii nigeriensis apresentou uma dinâmica com 

aumento e diminuição dos PAM’s de acordo com as taxas altas e baixas de infecção. 

 Os resultados mostraram que as infecções com An. aquasalis x P. vivax 

apresentaram alta infectividade, reforçando os resultados do trabalho de Ríos-

Velásquez et al. 2013, onde a espécie An. aquasalis mostrou uma alta suscetibilidade 

ao P. vivax, confirmando que An. aquasalis é um bom modelo experimental para 

realização de estudos sobre interação parasito–hospedeiro em vetores do Novo 

Mundo. O intestino médio dos anofelinos é o principal local de contato e interação com 

o Plasmodium. As estratégias de controle da malária, baseadas na expressão 

transgênica dos fatores anti-plasmodiais, que visam controlar as ações do parasita no 

mosquito, exigem genes efetores, como também promotores específicos de tecidos e 

fases digestivas. 

Os resultados deste trabalho mostraram que a defensina 2, no intervalo de 24 

horas após o repasto infectante, com baixas taxas de infecção para P. yoelii 

nigeriensis, se apresentou pouco expressa, comparado com a gambicina e a 

cecropina, porém também atuante no controle da infecção, colaborando com Blandin 
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et al 2002, que em seu estudo, delimitou fenotipicamente, a função in vivo da 

defensina, em An. gambiae contra diferentes tipos de infecções sem tratamento, 

estando este peptídeo principalmente, presente no intestino médio anterior de 

mosquitos, mostrando que ela é induzida e pode até desempenhar um papel 

importante na resistência , dentro do período de 24 horas após a ingestão de sangue 

infectado e 36 horas depois, onde têm sido também detectadas na hemolinfa. 

Os genes que codificam a cecropina foram os que, comparado com os demais 

do grupo, apresentaram o maior pico de expressão nas baixas taxas de infecção por 

P. yoelii nigeriensis, como mostrado por Vizioli et al., 2000, que os níveis de RNA da 

cecropina estão significativamente elevados dentro de 2 horas de infecção. Os níveis 

de RNA continuam a aumentar, embora moderadamente, entre 2 e 24 horas após a 

infecção; também foram monitoradas as atividades deste peptídeo, durante os 

diferentes estágios de desenvolvimento, constatando que um baixo nível de RNA de 

cecropina é detectável em pupas jovens e fêmeas adultas de 4 dias de idade. 

Sugerindo assim que a atividade deste peptídeo se torna mais efetiva no combate à 

infecção nos primeiros dias de emergência do anofelino, quando as fêmeas 

necessitam fazer o repasto. 

Nos experimentos com baixa taxa de infecção para P. yoelli e para os 

experimentos com P. vivax, os genes que codificam o peptídeo da gambicina se 

mantiveram expresso em todos os intervalos, confirmando o que foi descrito no 

trabalho de Warr et al., 2007 e Vizioli et al. 2001, onde houve expressão altamente 

enriquecida de gambicina. Indicando que a mesma, possa estar favorecendo o 

sistema imune do inseto no controle da infecção por Plasmodium. 

A gambicina é um peptídeo que contém oito resíduos de cisteína que formam 

quatro pontes dissulfeto intramoleculares, está presente no intestino dissecado e na 

carcaça, nos hemócitos e em seu meio condicionado, funcionando como um peptídeo 

antimicrobiano sistêmico; expressa nas partes abdominais-torácicas que contenham 

gordura corporal e no intestino médio, como é característico dos genes peptídeos 

antimicrobianos dos anofelinos, ocorrendo expressão principalmente no intestino 

anterior (69). Se forem secretados para o lúmen do intestino, podem representar uma 

resposta imune local rápida contra patógenos presentes no repasto sanguíneo. A 

secreção no intestino anterior talvez possa estar favorecendo a ação e neutralização 
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do patógeno no alimento ingerido antes que ele entre na parte posterior principal, 

protegendo assim a flora simbiótica posterior, que pode ser importante para a digestão 

corroborando com os estudos realizados por Vizioli et al. 2001. 

A produção, a secreção contínua de gambicina ativa nas linhas celulares 

imunocompetentes e a sua rápida regulação transcricional da infecção, indicam que a 

gambicina é um componente das proteínas de fase aguda do sistema imunitário inato 

do mosquito (91), contribuindo para a redução dos oocinetos durante as primeiras 

horas de infecção; também deve ser analisado, se esta atividade tem capacidade de 

ser potencializada por componentes adicionais do lúmen do intestino médio ou do 

citoplasma epitelial. Segundo Vizioli et al. 2001, a falta de similaridade com outras 

sequências nas bases de dados, sugere que a gambicina possa ter evoluído 

especificamente contra Plasmodium, mas esta possibilidade ainda precisa ser 

examinada através de ensaios antiparasitários combinatórios in vitro ou também in 

vivo por silenciamento de genes. 

Neste trabalho buscou-se dados sobre estratégias potenciais de controle e a 

importância de compreender todos os componentes e interações que compõem o 

sistema imunológico inato do mosquito, com base na própria defesa do mosquito 

contra o parasita, tornando assim mais um aliado contra a malária.  

Nesse contexto, acredita-se que a criação de um método que controle ou 

mesmo elimine os estágios do parasito ainda no epitélio do intestino médio do inseto 

vetor, possa ser mais efetivo no combate ao parasita, sendo importante, portanto, a 

combinação de técnicas moleculares que tenham como alvo a investigação sobre a 

defesa do vetor no momento em que o parasita concentra grande atividade celular 

para manter sua sobrevivência e nesse sentido, a busca de conhecimentos sobre 

esses mecanismos de defesa podem apresentar informações sobre a competência 

vetorial dos mosquitos e demonstrar como interromper a transmissão da doença, por 

manipulação genética da escala e do momento da resposta imune (82). 

Estudos futuros poderão determinar melhor os níveis de atividade dos PAM’s 

nos distintos intervalos de tempo em An. aquasalis contra as diferentes fases do 

Plasmodium, bem como possíveis efeitos sinérgicos entre a defensina, cecropina, 

gambicina e possivelmente outros peptídeos endógenos em variadas espécies de 
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Anopheles, salientando-se que é muito importante, continuar a buscar informações 

sobre a interação vetor-parasito visando entendimento sobre a ativação imunológica 

e identificação de sinergias e antagonismos com a resposta montada contra 

patógenos humanos (82). 
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6. CONCLUSÃO 

Neste trabalho foi mostrado que: 

Na infecção de An. aquasalis pelos dois parasitas estudados, houve regulação 

da expressão da gambicina em todos os intervalos, estudados; 

A invasão do intestino médio de An. aquasalis por parasitas P. yoelii nigeriensis, 

induz rapidamente a expressão de genes que codificam a gambicina e a cecropina, 

sugerindo que o sistema imune dos mosquitos está agindo efetivamente no controle 

da infecção;  

Nos experimentos com infecção por P. vivax, foi demonstrado que os PAM’s 

podem estar atuando de forma conjunta para reduzir a infecção por este parasita; 

Anopheles aquasalis se mostrou um bom modelo de infecção com P. vivax em 

comparação com P. yoelii nigeriensis. 

A expressão de todos os peptídeos, se mostraram mais ativas nos intervalos 

de 15 e 18h, em relação aos demais períodos estudados;  
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8. ANEXOS 

8.1 Aprovação junto ao Comitê de Ética em Pesquisa da FMT-HVD 
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8.2 Licença da Comissão de Ética no Uso de Animais 

 

 



8.3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE 

 

 

 Resposta imune inata de Anofelinos vetores de malária na Amazônia à infecção pelo Plasmodium. 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 

A Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) está estudando a o mosquito que transmite a malária 
às pessoas que moram em áreas onde existe a doença. Os pesquisadores querem entender melhor como o parasita da 
malária interage com o mosquito e deste modo é transmitido dos mosquitos às pessoas. Quando um mosquito pica uma 
pessoa com malária os parasitas que estão no sangue desta pessoa passam para o mosquito, e dessa forma o mosquito se 
torna capaz de passar a malária para outras pessoas, espalhando a doença. Para nos ajudar a entender melhor esse 
processo, precisamos estudar cerca de 200 pessoas com malária de todas as idades para saber se o sangue coletado delas 
vai infectar o mosquito no laboratório e como o mosquito reage a esta infecção impedindo a sua transmissão. Por isso pedimos 
que você participe deste estudo. 
 
Este é um estudo sobre transmissão da malária, que deve durar por volta de 3 (três) anos. Você não vai precisar fazer nada 
de especial para participar do projeto. Você vai fazer os exames e vai receber o tratamento gratuito de malária se tiver a 
doença seguindo o protocolo do Ministério da Saúde na Fundação de Medicina Tropical. Dessa forma, se você apresentar 
um resultado positivo na gota espessa receberá o tratamento, como já é feito na rotina. Mesmo se você tiver um resultado 
negativo, você também terá acesso a esta informação.  
 
Se você aceitar participar do estudo, será colhida uma amostra de sangue do dedo para realizar uma lâmina para o diagnóstico 
de malária, e também será colhida uma amostra de sangue da veia do braço para alimentar os mosquitos no laboratório, tanto 
de pessoas com sintomas quanto de pessoas sem sintomas da malária.  
 
Para coletar a amostra de sangue do dedo e da veia do braço, você poderá sentir um pouco de dor, mas que deve parar 
dentro de alguns minutos. Se a limpeza do dedo ou do braço não for correta, pode haver uma infecção, mas isto é muito raro 
e se acontecer será acompanhada por nossa equipe de trabalho. O volume de sangue coletado é pequeno e não representa 
risco para a saúde, mesmo das crianças. Apo ́s a agulha ser retirada, o sangramento será ́ contido com uma pequena 
bandagem (do tipo band-aid). Se a agulha atravessar o vaso, ha ́ um risco de sangramento local que pode resultar num 
pequeno (1 cm) hematoma. Entre em contato com os responsáveis do estudo em caso de hematomas ou infecções no local 
da inserção da agulha. Nestes casos, se necessário, você receberá tratamento. A coleta de sangue será feita por pessoa com 
treinamento e experiência, inclusive com crianças, para diminuir qualquer desconforto. A participação neste estudo na ̃o levará 
a riscos futuros para a saúde. Se ocorrer qualquer dano ou prejuízo à sua saúde em decorrência deste projeto, você terá 
direito à indenização. 
 
Se você concordar, o restante desse material que não foi utilizado nos exames será armazenado na Fundação de Medicina 
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, na Gerência de Malária, num freezer a -80oC, para estudos futuros sobre a malária. As 
amostras permanecerão armazenadas por 5 anos. Depois desse período, as amostras não poderão mais ser utilizadas e 
serão descartadas. Lembramos que estas amostras armazenadas só serão utilizadas no futuro se você concordar e caso o 
projeto seja aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) institucional ou, quando for o caso, da Comissão Nacional de 
Ética em Pesquisa (CONEP). 

 
Portanto, nós queremos sua permissão para testar seu sangue para malária e guardar o sangue que sobrar para poder fazer 
algum outro estudo no futuro, relacionado à malária. O material deverá ficar guardado sem nenhuma identificação pessoal na 
Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (Hospital Tropical), em Manaus, sob a responsabilidade do Dra. 
Maria das Graças vale Barbosa. Todo o material será guardado com um código, sem colocar seu nome. Seu nome nunca 
será usado em público. Se em qualquer momento você quiser sua amostra seja retirada do nosso repositório, seu pedido será 
atendido. 
 
O principal benefício em participar desse estudo é o recebimento de mais informações sobre a transmissão da malária, para 
melhorar o seu diagnóstico e tratamento, além de buscar novas formas para o controle dessa doença. Com o diagnóstico e 
melhor entendimento de como a doença é transmitida, é possível que haja uma diminuição do número de casos de malária 
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em nossa região. Entretanto, você não receberá nenhum incentivo financeiro. Se tiver algum prejuízo em participar desta 
pesquisa, converse com um de nossos pesquisadores para que ele possa lhe ajudar. Se em qualquer momento você quiser 
se retirar do estudo, você poderá fazer isso, e mesmo assim terá direito ao diagnóstico e ao tratamento da malária. 
Participando do estudo você não precisará gastar nada com transporte e alimentação, pois todos os procedimentos do estudo, 
como a coleta das amostras biológicas, serão feitas na sua casa, em visitas realizadas pela equipe de pesquisa ou caso não 
more na comunidade do Brasileirinho, Ipiranga e Puraquequara poderá se encaminhar a Fundação. Você não terá nenhum 
custo e não receberá qualquer vantagem financeira. 
 
Contatos 
 
Se você tiver alguma pergunta ou dúvida sobre esse estudo, procure um de nossos pesquisadores nas Comunidades citadas 
acima ou na Fundação de Medicina Tropical para que eles possam tirar sua dúvida. Você poderá também fazer contato com 
o Dra. Maria das Graças Vale Barbosa, responsável pelo projeto, na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, 
em Manaus (de segunda a sexta feira, das 8 às 12 horas e das 14 às 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) 
ou pelo telefone (92) 9114 7633 (qualquer dia e horário). O Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Fundação 
de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado também poderá prestar esclarecimentos ou receber qualquer reclamação a 
respeito desta pesquisa, em Manaus (de segunda a sexta feira, das 9 às 14 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom 
Pedro) ou pelo telefone (92) 2127 3572 (de segunda a sexta feira, das 9 às 14 horas). Este TCLE foi elaborado em duas vias 
iguais, sendo que uma via assinada ficará guardada com o pesquisador responsa ́vel e a outra com você. 
 
Eu, ……………………………………………………………………………………......,  entendi tudo sobre o estudo de “Resposta 
imune inata de Anofelíneos vetores de malária na Amazônia à infecção pelo Plasmodium” e autorizo a minha participação no 
estudo e que o material coletado pela equipe da pesquisa (sangue) fique armazenado na Fundação de Medicina Tropical Dr. 
Heitor Vieira Dourado, para que o mesmo seja utilizado em  possíveis estudos futuros. 
 
Quando os novos estudos forem realizados com o meu sangue: 
 
(   ) Quero ser avisado. 
(   ) Não preciso ser avisado. 
 
Nome do menor (se o consentimento for para um menor)  
 
.................................................................................................................... 
 
Assinatura do voluntário (ou responsável) 
 
…………………………………………….................................      Data: ….. / ….. / ….. 
 
Endereço: …..…..…............................................................................................................ 
 
Telefone: (....) ............-.............. 
 
Polegar direito 
 

 
 
 
 
 

 
Assinatura do pesquisador que conversou com o voluntário 
 
……………………………………………………………………………………………. 
 
Data: ….. / ….. / …... 
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8.4 Questionário de infecção experimental em anofelinos 

 

 

 

 

 

Código:     

 

Indentificação  

1. Data de Inclusão:                     /                      /           

2. Nome:  

 

 

3.  Data de Nascimento:              /         /   4. Idade:         anos 

5. Gênero:        Homem             Mulher 

Participante 

6.     Se for mulher, está grávida?       Sim         Não          Não sabe          Não se aplica 

7.     Se sim, qual o trimestre?        Primeiro        Segundo          Terceiro         Não se aplica 

8.     Está atualmente tomando algum medicamento?        Sim          Não 

9.     Se sim, qual?  

Histórico da doença 

10. Já teve algum episódio de malária?      Sim       Não        11. Se sim, quantos episódios? 

12.  Número de dias deste episódio:                     13. Febre:       Sim       Não        14. Dias de febre:  
 

15. Calafrios:     Sim       Não                 21. Naúsea:     Sim       Não               27. Hiporexia / Anorexia:  
16. Sudorese:     Sim      Não                 22. Vômito:      Sim       Não                     Sim               Não 
17. Cefaléia:     Sim       Não                  23. Diarréia:     Sim       Não               28. Lombalgia:     Sim           Não 
18. Mialgia:     Sim       Não                   24. Tosse:      Sim          Não               29. Dor abdominal:       Sim        Não 
19. Artralgia:     Sim       Não                25. Dispnéia:      Sim      Não              30. Fraqueza:      Sim           Não 
20. Mal-estar:      Sim       Não             26. Convulsão:       Sim     Não           31. Outro sintoma:      Sim       Não 
 
32. Se sim, qual sintoma? 
 
33. Tomou antimalárico nos últimos 02 meses?          Sim              Não 
34. Se sim, qual antimalárico? 
     CQ           CQ+PQ            Coartem          Não sabe         Não se aplica 

Exames Laboratoriais 
 
35. Foi coletada 01 lâmina?      Sim             Não                36. Foram coletados 02 tubos?      Sim                Não 

Resposta imune inata de Anofelíneos vetores de malária 
na Amazônia à infecção pelo Plasmodium. 

Questionário de Infecção Experimental de anofelinos 
POP_MAL_TC_005_A04_V02_PT 
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8.5 Procedimento operacional padronizado para extração de RNA. 

 

Procedimento Operacional Padrão 
Centro de Entomologia 

 
Projeto: Resposta imune inata de Anofelinos vetores de malária na Amazônia à infecção pelo 
Plasmodium. 
 
Título: Extração de RNA 
Elaborado por: Ana Custódio e Rosa Amélia 
Revisado por: Henrique Silveira 

 

1. Instruções para esterelização e manuseio dos materiais 
 
- O saco de ponteiras e de microtubos deve ser aberto exclusivamente para manipulação de RNA e 
identificados. 
- Autoclavar as ponteiras com filtro e mante-las estéreis até o momento de uso 
- Tratar as setas utlizadas para macerar com DEPC (ver procedimento abaixo). Após o autoclave, retirar 
as setas com luvas e colocar dentro de tubos falcon de 50ml (saco com tubos apenas utilizados para  
RNA e nunca manipulá-los sem luvas). Secar em estufa. 
 
 - Tratamento para eliminar Rnases: 
 - Material de vidro: 
  180°C por 4 horas 
 - Tratamento com DEPC : 

 Em um frasco de vidro, incubar as setas com 0,1% DEPC overnight em temperatura 
ambiente e em seguida autoclavar. 
 (500ul de DEPC para 500ml de água destilada ou MilliQ) 

  
- Todo o material a ser utilizado na extração deve manipulado utilizando luvas e deve estar identificado 
para uso de “RNA” 
- Utilizar o RNAzap para limpeza da bancada e do material a ser utilizado. 
- Ligar as estufas antes de inciar a extração, uma a 37°C e outra a  55 - 60°C.   
 

2. Extração de RNA com TriReagent  
 

2.1 Preparação das amostras: 
- Retirar as amostras do congelador (-20°) e deixar em temperatura ambiente (o RNAlater 
deve estar transparente, sem cristais) 
- Centrifugar o material em RNAlater por 1 minuto. 
- Retirar todo o RNAlater 
NOTA: o material (intestino e corpo gordo) nem sempre fica no fundo do tubo, devendo ter 

cuidado ao retirar o sobrenadante para nao pipetar as amostras junto). 
 

2.2 Homogeneização 
Homogeneizar as amostras de tecido em 1 ml de TriReagent. O volume da amostra não deve 
exceder 10% do volume de Trizol usado na homogeneização.  
Destruir os tecidos com as setas e 100ul Trizol. Depois juntar os restantes 900ul Trizol. 
 

2.3 Separação de fases 
- Incubar as amostras homogeneizadas durante 5 minutos entre 15 e 30 ºC (RT) para permitir a 
dissociação completa dos complexos nucleoproteicos.  
- Adicionar 0.2 ml de clorofórmio por cada ml de Trizol utilizado. 
-  Tapar bem os tubos e agitar vigorosamente (vortex) durante 15 segundos.  
- Incubar entre 15 e 30 ºC (RT), 2 a 3 minutos.  
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- Centrifugar a 12 000 g, 15 minutos, entre 2 e 8 ºC.  
- Após a centrifugação, a mistura apresenta uma fase inferior avermelhada fenólica, uma interfase 
e uma fase superior incolor aquosa. O RNA permanece exclusivamente na fase aquosa. O volume 
da fase aquosa é cerca de 60 % do volume de Trizol utilizado na homogeneização. 
 
2.4 Precipitação do RNA 
- Transferir a fase aquosa para um novo tubo (cuidado, retirar SÓ a fase aquosa, se for difícil, retirar 
o máximo possível sem trazer a interfase, é preferivel desperdiçar alguma fase aquosa do que 
trazer a interfase) e guardar a fase orgânica para eventual extração protéica ou de DNA (a 4ºC).  
- Precipitar o RNA da fase aquosa através da adição de isopropanol. Utilizar 0.5 ml de isopropanol 
por cada ml de “Trireagent” usado inicialmente.  
- Misturar (invertendo os tubos por 30 segundos)  
- Incubar as amostras entre 15 a 30 ºC (RT) durante 10 minutos.  
- Centrifugar a 12 000g por 10 minutos, entre 2 e 8 ºC (marcar o lado do tubo que fica para fora). 

Nota: O precipitado (pellet) de RNA, muitas vezes invisível antes da centrifugação, forma um 
precipitado semelhante a gel na parede e fundo do tubo. 
 
2.5 Lavagem do RNA 
- Remover o sobrenadante.  
- Lavar o RNA uma vez com etanol a 75% em água DEPC (só pôr o etanol 75% e depois vortexar), 
adicionando pelo menos 1 ml de etanol para cada ml de Trizol utilizado na homogeneização.  
- Inverter os tubos delicadamente 
- Centrifugar a 7500 g, 5 minutos, entre 2 e 8 ºC. 
 
2.6 Redissolução do RNA 
- Retirar o máximo do sobrenadante 
- Fazer um quickspin e retirar todo o resto do sobrenadante sem trazer o pellet. 
- Deixar os tubos abertos (5 a 10 min.) para secagem do pellet de RNA.  

Nota: Não secar através de centrifugação em vácuo! Não deixar secar totalmente o pellet, pois 
a sua solubilidade irá decrescer significativamente. As amostras dissolvidas parcialmente têm um 

ratio (A260/280)  1.6.  
- Dissolver o RNA em água DEPC 0.01% (ou RNA Storege Solution ) utilizando 40ul e pipetando a 
solução várias vezes. 
- Incubar por 10 minutos entre 55 e 60 ºC (estufa).  
- Determinar a concentração da solução obtida no Nanodrop (utilizar 1ul da amostra). 
 
3. Inativação do DNA 
Fazer as contas para se utilizar 1,5ug-2ug RNA, volume final de reação 10uL 
Adicionar x uL RNA 

1uL RQ1 Dnase tampão (DNase e DNase buffers- caixa que diz “RNA” 2ª gaveta -20ºC 
PCR) 

  1uL RQ1 Dnase 
  Completar com H2O DEPC até 10uL. 
Incubar 30’ a 37ºC // 4ºC pausa 
Inativar a Dnase, adicionando 1uL Dnase stop solution 
Incubar 10’ a 65ºC // 4ºC pausa 
 
 
4. Síntese de cDNA (seguir o protocolo do kit) 

 
 

5. Síntese de cDNA alternativa  
Adicionar 5uL oligodts + 3uL H2O (o que falta para no final se obter 30uL cDNA) 
Incubar 5’ a 70ºC //4ºC pausa 
Adicionar 6uL Buffer MMLV 
  5uL dNTPs 
  0,63 Rnasin (caixa que diz “RNA” 2ª gaveta -20ºC PCR) 
  1uL MMLV 
Incubar 1hora 37ºC // 15’ a 65ºC // 4ºC pausa 
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Extração do DNA 
 
Retirar toda a fase aquosa que contém RNA e descartar. Remover, com cuidado, a fase intermédia, 
esbranquiçada, que contém o DNA para um novo tubo. 
Adicionar 300uL de ETOH absoluto, misturar por inversão e deixar repousar 5’ a RT. 
Centrifugar 5’ a 2000g e a 4ºC. Descartar o SN e guardar o pellet. 
 
Adicionar 1mL de citrato de sódio 0,1M com 10% de ETOH e dissolver o pellet com a pipeta. Colocar 
as amostras num agitador orbital durante 30’ – 2hrs. Centrifugar 5’ a 2000g e a 4ºC. Descartar o SN e 
lavar novamente com o citrato de sódio. 
 
Adicionar 1mL de ETOH 80%, vortexar ligeiramente e centrifugar 5’ a 2000g e a 4ºC. Descartar o SN e 
deixar secar o pellet a RT (ou 3’ estufa a 60ºC). 
 
Adicionar 30uL de H2O nuclease-free e dissolver o pellet. Medir no nanodrop a concentração. Guardar 
a -20ºC. 
 
3.2. Extracção das Proteínas *MW (guanidin-HCl) = 95.53 

 
À fase orgânica avermelhada que sobrou, adicionar 1mL isopropanol, misturar por inversão e deixar 
repousar 10’ a RT. Centrifugar 10’ a 12000g, 4ºC. Descartar o SN e lavar o pellet 3 vezes: 
Adicionar 1mL de 0,3M “guanidin-HCl” em 95% de ETOH. Misturar por inversão e deixar repousar 20’ 
a RT. Centrifugar 5’ a 7500g, 4ºC. Descartar o SN. (**) 
(**)Note: Protein samples suspended in 0.3 M guanidine hydrochloride/95% ethanol solution or 100% 
ethanol can be stored for 1 month at 2–8 °C or 1 year at –20 °C. 
 
Adicionar 1mL de ETOH absoluto e vortexar o pellet. Repousar 20’ a RT. Centrifugar 5’ a 7500g, 4ºC. 
Descartar o SN e secar o pellet o speed vacum por 10’.  
 
Dissolver o pellet em 30uL de SDS 1% e centrifugar 1000g 10’ 4ºC. Retirar o SN para um novo tubo e 
guardar a -20ºC. Quantificar pelo método de Bradford. 
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8.6 Procedimento operacional padronizado para infecção experimental por 

alimentação artificial através de membrana por anofelinos 

 

Anexo 8.6 Procedimento Operacional Padrão 
 

Centro de Entomologia 
 

 
Projeto: Resposta imune inata de Anofelinos vetores de malária na Amazônia à infecção pelo 

Plasmodium. 

 

Título: Infecção Experimental em Anofelinos 

Elaborado por: Keillen Monick e Rosa Amélia 

Revisado por: Henrique Silveira 

1. Procedimentos  

1.1 Recursos necessários 

1.1.1 Condições Gerais do Experimento 

 

 O experimento de infecção experimental deverá ocorrer a 37ºC. 

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

 O tubo com sangue e parasitos deverá permanecer em temperatura de 37°C  
 
1.1.2 Materiais 
 
1. Caixa de Isopor  
2. Tubo com Heparina - 10ml para a coleta de sangue 
3. Sangue (com parasitos)  
4. Pipetas Pasteur (Plástico ou vidro) 
5. Micropipetas 
6. Ponteiras (1000ul e 200ul) 
7. Alimentadores artificiais 
8. Parafilme (membrana sintética) 
9. Papel toalha 
10.Microtubos 
11. Gaiolas com mosquitos Anopheles (ente 100 e 150 cada) 
 
1.1.3 Equipamentos 
 

1. Banho Maria – Mantido a 37°C para o sangue parasitado.  
Nota: No caso de inativar gametócitos, deve-se utilizar outro banho maria (geralmente o da sala 
07) a uma temperatura de 43°C. 

 
1.2 Insetos 

 Separar (cerca de 100 ou 150 fêmeas) fêmeas de mosquitos com idade de 3 a 5 dias, mantidas 
apenas com solução açucarada a 10% (retira-se o açúcar mais ou menos 24 horas antes 
da alimentação); 

 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. 
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1.3 Sangue  
 
1.3.1 Sangue Humano 
 
Ao início do dia em que se fará a infecção deve-se entrar em contato com a pessoa responsável na 
gerência de Malária para avisar que neste dia irá precisar de amostras de sangue dos pacientes. 
Ao chegar o paciente o mesmo será convidado a participar do estudo e após a assinatura do TCLE, 
poderá ser realizada a coleta do sangue. 
O transporte do tubo com a amostra de sangue deverá ser feito utilizando uma caixa de isopor pequena. 
Ao chegar na Entomologia a amostra de sangue é dividida em outro tubo heparinizado, uma parte 
segue para o banho maria a 37°C (grupo teste importante controlar a temperatura) e a segunda segue 
para o banho maria a 43°C por 15 minutos (importante controlar a temperatura), para inativação dos 
gametócitos, esta segunda amostra será utilizada como controle. 
 
1.4 Membrana 
 
1.4.1 Parafilme 
 

 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.  

 
1.5 Alimentação Artificial  
 

 O sistema de infecção experimental consiste em um Banho Maria a 37ºC e um sistema de 
circulação de água ligado ao alimentador artificial.  

 O sangue contendo os parasitos é colocado no alimentador artificial previamente montado com 
a membrana de parafilme e então colocado sobre o pote que contém os insetos. 

 O tempo mínimo da infecção experimental é de 30 minutos (máximo por duas horas). Após 
este período, as gaiolas de mosquitos são acondicionadas nas estantes da sala de infecção e 
mantidos com solução açucarada a 10% (se for o caso utilizar solução açucarada + PABA).  

 Após 24 horas, os mosquitos alimentados deverão ser separados dos alimentandos, os 
alimentados deverão permanecer na sala de infecção até o momento da dissecção.  
 

Obs: para não ser preciso manusear as fêmeas que se alimentaram apenas serão retiradas as 
fêmeas que não se alimentaram (importante para o momento de dissecção, não interferindo nos 
resultados de taxa de infecção). SÓ SE NÃO FOR PRECISO DETERMINAR TAXAS DE INFECÇÃO. 
 
 
1.6 Biossegurança 
 
Todo o procedimento deve se realizar sob condições de biossegurança, obrigatoriamente em salas 
com cortinas de ar ligadas. 
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4. PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO de Infecção Experimental de Anofelinos. Centro de 
Pesquisas René Rachou (CPqRR/Fiocruz), Minas Gerais. 

 


