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RESUMO 

A malária é um problema de saúde pública. O Brasil é o país sul-americano que mais 

casos aporta todo ano, a maioria deles ocorridos na região Amazônica. Até o presente não há 

nenhuma vacina eficaz contra a malária. O controle dessa doença baseia-se principalmente no 

combate vetorial. Um dos desafios atuais é encontrar novas moléculas úteis para bloquear a 

transmissão da malária no vetor, sendo necessário para isso conhecer a biologia da interação 

entre os parasitos e seus hospedeiros. A maioria dos grupos de pesquisa utiliza como modelos 

de laboratórios combinações não naturais de Anopheles – Plasmodium. Neste trabalho foi 

avaliada a suscetibilidade ao P. vivax em espécies Amazônicas de Anopheles, fêmeas de 

Anopheles darlingi, An. albitarsis s.l., An. nuneztovari s.l. e An. triannulatus s.l. e An. 

aquasalis foram infectadas com P. vivax utilizando um sistema de infecção experimental por 

membrana artificial. Todas as espécies de Anopheles estudadas foram suscetíveis à infecção 

por P. vivax, porém a taxa de infecção e o numero de oocistos variaram significativamente 

entre elas. An. aquasalis (Spearman rho = 0.255, n = 386, p < 0.01) e An. darlingi (rho = 

0.518; n = 54, p < 0.01) mostraram uma correlação positiva entre o número de gametócitos e 

o número de oocistos formados. Também foi avaliada a via JAK/STAT de resposta imune em 

A. aquasalis, durante a fase tardia da infecção, e em A. darlingi, no início da infecção. A 

expressão dos genes STAT, PIAS e NOS foi avaliada por q-PCR. Em An. aquasalis a 

expressão dos genes estudados foi induzida a partir de 8 dPI (PIAS e NOS) e 12 dPI (STAT), 

e começou a diminuir aos 14dPI, provavelmente indicando a indução transitória desses genes 

na fase tardia da infecção. Em An. darlingi não foi observada a ativação dessa via imune 

durante a fase inicial da infecção com P. vivax. Estudos futuros devem ser realizados para 

saber de que forma os genes regulados pela via JAK/STAT podem modular o 

desenvolvimento do P. vivax em An. aquasalis, e outras vias de sinalização devem ser 

estudadas na resposta de An. darlingi à infecção pelo Plasmodium. 
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ABSTRACT 

Malaria is a public health concern. Brasil is the Latin American country with the 

higher number of cases registered, the most in the Amazon Region. Actually, there is not an 

effective vaccine against malaria and the disease control is based on vector control. New 

challenges include finding new molecules to block malaria transmission, making necessary to 

know the mechanisms involved in the Plasmodium – Anopheles interactions. The most studies 

have used laboratory parasite – vector pairs which does not resemble natural parasite – hst 

interactions.  The goals of this work were 1) to compare the susceptibility of five Amazonian 

Anopheles mosquito species to Plasmodium vivax, and 2) to evaluate JAK/STAT immune 

pathway during the late-phase of A. aquasalis infection and the early phase of A. darlingi. To 

evaluate the P. vivax mosquito susceptibility we fed by membrane feeding assays field 

populations of Anopheles darlingi, An. albitarsis s.l., An. nuneztovari s.l. and An. triannulatus 

adult females and, An. aquasalis from colony. All the Anopheles species were susceptible to 

P. vivax infection, although the infection rate and oocyst numbers were significantly different 

among them. There was a positive correlation between the density of gametocytes and the 

infection rate in An. aquasalis (Spearman rho = 0.255, n = 386, p < 0.01) and An. darlingi 

(rho = 0.518; n = 54, p < 0.01). Anopheles aquasalis had high infection intensity, showing 

that the An. aquasalis - P. vivax pair is a feasible laboratory model. To evaluate the expression 

of STAT, PIAS and NOS in An. aquasalis and An. darlingi was used qPCR method. In An. 

aquasalis the studied genes were induzed since 8 dPI (STAT) and 12 dPI (both PIAS and 

NOS), and was diminishing at 14dPI, probably indicating that JAK/STAT activation in later 

phases of P. vivax infection is transient. In An. darlingi the genes STAT, PIAS and NOS were 

no expressed during the early phase of the infection with P. vivax. The role of JAK/STAT 

pathway, in later stages of P. vivax infection of An. darling, remains to be investigated. 
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1.1 Malária 

A malária, conhecida também como “paludismo”, é uma doença infecciosa febril aguda 

cujos sintomas são dores de cabeça, abdominal, nas costas e no corpo, fraqueza, febre alta, 

calafrios, tontura, náuseas e vômitos. Normalmente, os sintomas aparecem entre 10 e 15 dias 

após a picada do mosquito infectado, e se a doença não for tratada a tempo, pode desencadear 

complicações e até causar a morte (WHO, 2013a).  

Em 1880, Alphonse Laveran descobriu o parasito causador da malária e, em 1897, 

Ronald Ross demonstrou que o vetor era um mosquito (revisado por Sherman, 1998). 

Entretanto, após mais de um século desses descobrimentos, a malária continua sendo um 

grande problema de saúde pública. Atualmente, um terço da população mundial está em risco 

de contraí-la.  

No mundo, há um total de 104 países endêmicos, localizados nas regiões tropicais e 

subtropicais da África (43), Américas (21), Leste do Mediterrâneo (10), Europa (8), Sudeste 

da Ásia (10) e Leste do Pacífico (10) (Figura 1). Em 2012, foram registrados 

aproximadamente 219 milhões de casos clínicos e 627.000 mortes. Essas cifras mostram uma 

redução global de casos de 25% desde o ano 2000. Entretanto, a maioria desses casos foi 

registada no Continente Africano, onde o controle da doença é dificultado pela falta de 

programas de vigilância, diagnóstico, tratamento e controle efetivos (WHO, 2013b).  

 

Figura 1. Mapa da porcentagem da população mundial em risco de contrair malária (fonte: 

WHO, 2013c). 
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As Américas apresentam 21 países endêmicos para malária. Em 2012 foram registrados 

aproximadamente 469.000 casos confirmados, a maioria deles na bacia Amazônica, que cobre 

quase 40% da America do Sul e envolve nove países (WHO, 2013b).  

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) dos 104 países endêmicos, 79 estão 

em fase de controle da malária, 10 estão em fase de pré-eliminação e 10 em fase de 

eliminação. Os cinco países restantes, que não têm transmissão, estão em fase de prevenção 

da reintrodução da doença (WHO, 2013b). Atualmente, o Plano de Ação Mundial Contra 

Malária (Global Malaria Action Plan -GMAP) da OMS tem como metas reduzir, até 2015, as 

mortes por malária a níveis próximos de zero, diminuir o número de casos em 75% e eliminar 

a malária em mais 10 países (WHO, 2013b). 

Segundo a OMS, o Brasil esta em fase de controle da malária (WHO, 2013b), com 

uma média de 422.858 casos por ano, nos últimos 12 anos (MS/SVS, 2013a). Em 2011 foram 

registrados cerca de 267.000 casos no país, 99.7% deles na região Amazônica. Os estados de 

Pará, Amazonas, Amapá, Rondônia, Acre e Roraima contribuíram com aproximadamente 

98% dos casos (Figuras 2 e 3). O Sistema de Informação sobre Mortalidade (SIM) do 

Ministério da Saúde registrou 69 óbitos por malária em 2011 (MS/SVS, 2013b). 

Na região Extra-Amazônica foram registrados 914 casos em 2012, principalmente, nos 

estados de Espírito Santo, Goiás, Minas Gerais, Paraná, Piauí, Rio de Janeiro e São Paulo 

(MS/SVS / Sivep malária, 2013). A maioria desses casos é importada, geralmente da região 

Amazônica e da África. Alguns casos têm sido considerados autóctones transmitidos e 

mantidos em focos pequenos, especialmente em áreas de Mata Atlântica (Rezende et al., 

2009; revisado por Oliveira-Ferreira et al., 2010; Duarte et al., 2013; Neves et al., 2013).  

No período de 2000 a 2011 foi observada uma redução de 56,7% dos casos no Brasil. 

Essa redução é devida, em parte, ao estabelecimento do Programa Nacional de Controle da 

Malária (PNCM). Esse programa visa controlar e prevenir a malária de forma permanente 

através do apoio à estruturação dos serviços locais de saúde, diagnóstico e tratamento precoce 

da doença, fortalecimento da vigilância e controle vetorial, capacitação de recursos humanos, 

educação em saúde, comunicação e mobilização social, pesquisa e sustentabilidade política 

(MS/SVS, 2003). 
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Figura 2. Mapa mostrando as áreas com risco de transmissão de malária no Brasil (modificado 

de MS/SVS/Sivep-Malária, 2013). 

 

 

Figura 3. Casos de malária notificados na Região Amazônica, Brasil, no período de 2000 a 

2011 (modificado de MS/SVS, 2013a). 



Ríos-Velásquez CM                                Suscetibilidade e imunidade em Anopheles ao Plasmodium 

25 
 

 

Entretanto, se por um lado há uma melhoria das ações do governo para controlar a 

malária, por outro há uma série de fatos que contribuem para o aumento de casos da doença 

tais como a ocupação intensa e desordenada das periferias das cidades, o desmatamento para 

extração de madeira, a criação de gado, a criação de assentamentos rurais e a atividade 

intensificada de piscicultura (MS/SVS, 2013a).  

Embora muitos esforços sejam feitos para controlar a malária, o Brasil e o mundo ainda 

estão longe de conseguir esse objetivo. Muitos desafios são colocados atualmente, mas, 

provavelmente, o desenvolvimento de uma vacina efetiva, seja a ferramenta necessária para 

prevenir a doença (WHO, 2013a).  

 

1.2 Os parasitos 

A malária é causada por protozoários classificados dentro do Filo Apicomplexa, Classe 

Aconoidasida, Ordem Haemosporida, Família Plasmodiidae e Gênero Plasmodium. Existem 

cinco espécies de Plasmodium causadoras da doença em humanos: Plasmodium ovale 

Stephens 1922, Plasmodium knowlesi Sinton and Mulliga 1933, Plasmodium falciparum 

Welch 1897, Plasmodium vivax Grassi e Feletti 1890 e Plasmodium malariae Feletti e Grassi 

1889. 

Plasmodium ovale ocorre na África Subsaariana, Índia e Indonésia (revisado por 

Antinori et al., 2012). É uma espécie morfologicamente parecida com P. vivax, invade 

reticulócitos e forma hipnozoítos (ou formas dormentes) no fígado, que podem ser reativados 

semanas, meses ou anos mais tarde, causando subseqüentes infecções denominadas relapsos. 

Essa malária é considerada de pouca importância porque os sintomas são brandos e, somente 

em casos de parasitemia alta podem aparecer episódios febris (Faye et al., 2002). Para P. 

ovale, a taxa de infecção é muito baixa, embora a detecção por métodos moleculares tenha 

mostrado uma prevalência significativamente maior em algumas regiões (revisado por: 

Collins e Jeffery, 2005; Mueller et al., 2007; revisado por Antinori et al., 2012).  

Plasmodium knowlesi é a mais recente espécie de Plasmodium humano descrita. É 

própria de primatas e pode ser transmitida ao homem através da picada de mosquitos vetores. 

Durante a fase inicial do seu desenvolvimento é similar a P. malariae. Causa malária humana  
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grave no Sudeste Asiático, onde apresenta uma alta prevalência. Invade células vermelhas 

jovens e maduras e, se não é diagnosticada e tratada cedo, sua parasitemia pode alcançar 

níveis altos causando quadros graves e risco de morte (Singh et al., 2004; Reyburn e Virk, 

2009; Sabbatani et al., 2010). Não há registros de malária por P. ovale e P. knowlesi nas 

Américas, onde P. falciparum, P. vivax e P. malariae são as espécies responsáveis pelos casos 

registrados de malária (MS/SVS, 2013a). 

Plasmodium malariae tem uma ampla distribuição em todas as principais regiões 

endêmicas do mundo, sendo mais comumente encontrada na África Subsaariana e no 

Sudoeste do Pacífico onde alcança uma prevalência de 15 a 30% (Mueller et al., 2007; WHO, 

2013b). No Brasil, em 2011 essa espécie causou aproximadamente 0,05% dos casos 

registrados (Figura 4) (MS/SVS, 2013a). Entretanto, o método de diagnóstico por gota 

espessa (o mais comum) causa hemólise e posterior deformação da célula vermelha, levando a 

erros na identificação da espécie e, conseqüentemente, a subnotificação (Cavassini et al., 

2000; Arruda et al., 2007). Cavassini et al. (2000) encontraram esse parasito em 10% dos 

casos registrados em Roraima, utilizando a técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR). 

Essa espécie é conhecida por causar malária branda, no entanto pode causar infecções 

crônicas e, raramente, síndrome nefrótica crônica que pode levar à morte (Muller et al., 2007).  

Plasmodium falciparum é a espécie mais agressiva que causa os casos mais graves e a 

maioria das mortes. Ela afeta células vermelhas jovens e maduras, e está amplamente 

distribuída nos países endêmicos, sendo mais prevalente na África (revisado por Antinori et 

al., 2012; WHO, 2013b). As infecções por P. falciparum somam aproximadamente 11,9% dos 

casos registrados no Brasil (Figura 4) (MS/SVS, 2013a).  

A malária por P. vivax é menos agressiva que P. falciparum. P. vivax tem uma 

distribuição mais ampla e é mais prevalente na região tropical e invade preferencialmente 

células vermelhas jovens (revisado por Antinori et al., 2012). No Brasil, esse parasito causa 

aproximadamente 86,8% dos casos notificados (Figura 4). Uma importante característica 

desse parasito é a formação de hipnozoítos, formas parasitárias que permanecem 

“adormecidas” nas células hepáticas e causam recidivas tardias da infecção.  
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Figura 4. Proporção de casos de malária notificados, por espécie, na Região Amazônica, 

Brasil, 2011 (modificado de MS/SVS, 2013a). 

 

Desde a década de 1990 têm sido observadas mudanças na epidemiologia da malária 

na Região Amazônica. Primeiro, uma importante redução do número de casos por P. 

falciparum (de 50% em 1988 a 11,93% em 2011), parcialmente devido à aplicação das 

diretrizes do PNCM que estabelece a realização do diagnóstico e tratamento no inicio da 

infecção, quando ainda não há presença de gametócitos em sangue periférico (MS/SVS, 

2013a). Segundo, P. vivax, que tradicionalmente estava associado a quadros benignos, nos 

últimos anos tem causado quadros complicados com desenvolvimento de malária cerebral, 

disfunção hepática com icterícia severa, lesão pulmonar aguda, síndrome respiratória aguda, 

edema pulmonar, choque renal, ruptura de baço, trombocitopenia severa, hemorragia, anemia 

severa, e em alguns casos, tem levado a óbito. Entretanto, a relação da severidade dos casos 

com a presença do parasito ou a ocorrência de outras patologias concomitantes ainda não está 

clara (Alexandre et al., 2010; revisão de Oliveira-Ferreira et al., 2010; Costa et al., 2012; 

Lacerda et al., 2012; Raposo et al., 2013).  

 

1.3 Os vetores 

A malária é transmitida por mosquitos vulgarmente conhecidos como carapanãs, 

muriçocas ou pernilongos. Taxonomicamente eles estão classificados dentro da Ordem  
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Diptera, Família Culicidae e Gênero Anopheles. Como todos os insetos da família Culicidae, 

os anofelinos têm uma metamorfose completa (holometábolos), ou seja, durante seu 

desenvolvimento passam pelos estádios de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 5). Os estádios de 

ovo, larva e pupa são aquáticos e ocupam criadouros de porte mediano a pequeno, providos de 

água limpa, fria e corrente, em locais sombreados, com presença de raízes e vegetação 

aquática. Os ovos são elípticos e apresentam expansões bilaterais do exocório formando 

flutuadores, são postos individualmente na superfície da água, em número de 50 a 500 por 

cada fêmea. As larvas passam por quatro estágios larvais que se diferenciam entre si pelo 

tamanho; e se diferenciam de outros gêneros de mosquitos pela ausência de sifão respiratório 

e por apresentarem uma posição paralela à superfície da água. As pupas têm formato de 

vírgula e constituem o estágio de transição para a forma adulta. Os adultos são terrestres, e, 

quando em repouso, ficam em posição oblíqua com a superfície. As fêmeas são hematófagas e 

precisam do repasto sanguíneo completo para o amadurecimento dos ovos. Fêmeas de 

algumas espécies de Anopheles são estenogâmicas, podendo copular em ambientes confinados 

como pequenas gaiolas, o que facilita a colonização em condições de laboratório (Forattini, 

2002).  

 

 

Figura 5. Ciclo de vida de Anopheles aquasalis 
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O gênero Anopheles é composto por cerca de 450 espécies, 41 estão envolvidas na 

transmissão do 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 (Figura 6) (Sinka et al., 2010; 2012; 

Harbach, 2013).  

Para a Região Amazônica têm sido registradas aproximadamente 33 espécies de 

Anopheles, mas Anopheles darlingi Root, 1926 é considerada a principal vetora (Davis, 1931; 

Deane et al., 1948). Outras espécies, encontradas naturalmente infectadas com Plasmodium 

são consideradas vetoras secundárias ou ocasionais e, apesar de estar amplamente distribuídas 

na Região, sua participação na transmissão da malária é variável entre localidades. 

 

 

Figura 6. Mapa da distribuição de espécies de anofelinos vetoras de malária, predominantes 

no mundo (Fonte: Sinka et al., 2012) 
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An. darlingi é encontrado desde o sul do México até a Nicarágua, na América Central; 

e desde a Colômbia, ao leste da Cordilheira dos Andes, até o norte da Argentina, na América 

do Sul (Figura 7). É uma espécie de hábito antropofílico e endofílico, com horário de picada 

crepuscular e noturno. É o principal e mais eficiente vetor de malária humana nas Américas. 

Tem sido associado a surtos de malária na Argentina, Bolívia, Colômbia, Guiana Francesa, 

Guatemala, Guiana, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela (Revisão de Hiwat e Bretas, 2011; 

Naranjo-Diaz et al., 2013). Na Região Amazônica tem sido encontrada naturalmente infectada 

com P. vivax, P. falciparum e P. malariae, com taxas de infecção que variam entre 0,3 e 22% 

(Deane et al., 1948; Oliveira-Ferreira et al., 1990; Klein et al., 1992; Tadei e Thatcher, 2000; 

Póvoa et al., 2001; 2003; 2006; Silva et al., 2006a; Galardo et al., 2007; Rocha et al., 2008; 

Santos et al., 2009).  

Anopheles aquasalis Curry, 1932, está distribuído nas regiões costeiras desde a 

Nicarágua até o sudeste do Brasil, no oceano Atlântico, e no Equador, no oceano Pacífico 

(Figura 7) (Forattini, 2002; revisão de Hiwat e Bretas, 2011). A atividade hematofágica é no 

período crepuscular. As fêmeas são mais zoofílicas que antropofílicas e mais exofílicas que 

endofílicas, embora na região norte do Brasil sejam mais antropofílicas e endofílicas. É 

considerado principal vetor na Venezuela, Trinidade e Tobago, Guiana Francesa, Guiana e em 

áreas litorâneas do norte e nordeste do Brasil (Deane et al., 1948; Chadee et al., 1999; 

Zimmerman, 1992; Rubio-Palis et al., 1992). Na Região Amazônica tem sido encontrada 

naturalmente infectada com P. vivax, P. falciparum e P. malariae, com taxas de infecção 

variando entre 0,26 e 1,28% (Galvão et al., 1942; Deane et al.,  1948; Povoa et al., 2003; 

Silva et al., 2006a). 

Anopheles albitarsis Lynch Arribálzaga, 1878 faz parte do complexo Albitarsis 

composto pelas espécies crípticas: An. albitarsis, An. marajoara, An. deaneorum, e uma 

quarta espécie ainda não descrita. Essa espécie está distribuída desde a Nicarágua até o Norte 

da Argentina (Figura 7) (Forattini, 2002; revisão de Hiwat e Bretas, 2011). As fêmeas são 

antropofílicas, embora em algumas localidades apresentem comportamento zoofílico. A 

hematofagia ocorre em horário crepuscular vespertino. É considerada vetora secundária em 

algumas localidades da Região Amazônica, onde as taxas de infecção natural variam entre 

0,82 e 5,2% (Deane et al., 1948; Póvoa et al., 2001; Silva-Vasconcelos et al., 2002; Rocha et 

al., 2008). 
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Figura 7. Mapa das Américas mostrando a distribuição de An. albitarsis, An. aquasalis, An. 

darlingi, An. nuneztovari e An. triannulatus (Modificado de Hay et al., 2010; Forattini, 2002). 

 

Anopheles nuneztovari Gabaldon, 1940 distribui-se ao norte da America do Sul 

(Figura 7) (Forattini, 2002; revisão de Hiwat e Bretas, 2011). As fêmeas são exofílicas e 

zoofilicas e o pico de atividade hematofágica ocorre à meia noite. É considerada transmissora 

de Plasmodium na Venezuela (Rubio-Palis et al., 1992), Perú (Hayes et al., 1987), Guiana 

Francesa (Dusfour et al., 2012) e Colômbia (Montoya-Lerma et al., 2011; Naranjo-Diaz et al., 

2013; Orjuela et al., 2013). Na Região Amazônica Brasileira tem sido encontrada 

naturalmente infectada por P. vivax, P. falciparum e P. malariae, com taxas de infecção de 

0,089 a 2,6% (Galvão et al., 1942; Deane et al., 1948; Povoa et al., 2001; Tadei e Thatcher, 

2000; Silva-Vasconcelos et al., 2002; Galardo et al., 2007). 

Anopheles triannulatus (Neiva & Pinto, 1922) está distribuído desde a Nicarágua até o 

norte da Argentina (Figura 7) (Forattini, 2002; Hay et al., 2010). É essencialmente zoofílico e 

exofílico. Devido a essas características, ele não tem sido considerado um bom vetor e só em 

algumas regiões é suspeito de auxiliar na transmissão quando em altas densidades. Na Região 

Amazônica tem apresentado taxas de infecção natural entre 0,23 e 0,56% (Povoa et al., 2001; 

Galardo et al., 2007).  

Na região extra-amazônica, ao sul e sudeste do Brasil, as espécies Anopheles 

(Kerteszia) cruzii Dyar & Knab, 1908 e Anopheles (Kerteszia) bellator Dyar & Knab, 1906  
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foram incriminadas na transmissão de malária (Marreli et al., 2007; Rezende et al., 2009). Na 

região amazônica não existem registros sobre a presença dessas duas espécies. 

 

1.4 Ciclo de transmissão do Plasmodium 

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

ciclo de vida precisa de dois 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 exógena nomeada de esporogônica, na qual ocorre a multiplicação 

do parasito em mosquitos do gênero Anopheles, e outra assexual endógena ou esquizogônica 

que ocorre no hospedeiro vertebrado. 

 

Figura 8. Ciclo de transmissão do Plasmodium (modificado de Ménard et al., 2013). 
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A transmissão do Plasmodium começa quando um mosquito infectado inocula, 

durante o repasto sanguíneo, junto com a saliva, esporozoítos no hospedeiro humano. Os 

esporozoítos infectam os hepatócitos e se transformam em esquizontes. Esses se replicam e 

transformam em merozoítos que são liberados na corrente sanguínea onde invadem as células 

vermelhas se transformando em trofozoítos. Após algum tempo, os trofozoítos se 

transformam em merozoítos que são liberados novamente na corrente sanguínea. Alguns 

merozoítos se transformam em gametócitos e outros continuam invadindo células vermelhas e 

repetindo o ciclo assexual (Figura 8).  

Os mosquitos, durante o repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado infectado, 

adquirem gametócitos masculinos e femininos. Dentro do intestino médio, os gametócitos se 

transformam, por gametogênese, em microgametas (masculinos) e macrogametas (femininos). 

Os macrogametas saem do eritrócito para produzir um único gameto esférico. A 

gametogênese masculina envolve três ciclos de replicação de DNA para gerar oito 

microgametas num processo conhecido como exflagelação (Alano et al, 2007). Duas ou três 

horas após o repasto infectivo ocorre a fecundação das macrogametas pelas microgametas e a 

subseqüente formação do zigoto. Durante as seguintes 10-30 horas o zigoto se transforma em 

oocineto móvel, que migra até as células do epitélio do intestino médio, atravessando-as. 

Quando entra em contato com a lâmina basal do epitélio, no lado da hemocele, se transforma 

em oocisto. A formação dos oocistos começa 24–48 horas após o repasto e dura de 5 a 10 

dias, dependendo da espécie de parasito e de vetor. Dentro do oocisto, por esporogonia, são 

formados os esporozoítos que, uma vez liberados, circulam na hemocele, migram e invadem 

as glândulas salivares. Nas glândulas salivares, os esporozoítos se agrupam nas cavidades 

secretoras e, posteriormente, 15 a 20 dias após o repasto infectante, alcançam os ductos 

salivares para serem inoculados em um novo hospedeiro no próximo repasto sanguíneo, 

reiniciando assim uma nova fase do ciclo do parasita (Figura 9) (Pimenta et al., 1994; 

revisado por Baton e Ranford-Cartwright, 2005; revisado por Mueller et al., 2009; revisado 

por Alano, 2007). 

 

 

 



Ríos-Velásquez CM                                Suscetibilidade e imunidade em Anopheles ao Plasmodium 

34 
 

 

Figura 9. Ciclo de desenvolvimento do Plasmodium no mosquito: transformações do 

Plasmodium e tempo de duração de cada fase (modificado de Aly et al., 2009).  

 

Durante o desenvolvimento do Plasmodium no mosquito ocorrem diminuição e 

aumento do número de parasitos dependendo da fase de desenvolvimento. Geralmente, menos 

de 5% dos macrogametócitos ingeridos no repasto sanguíneo conseguem chegar até a forma 

de oocisto, havendo um gargalo no ciclo de vida do parasito na fase em que os ocinetos 

invadem o epitélio intestinal. A maioria dessas perdas pode ser devida à resposta imune do 

mosquito. Um grande aumento da densidade parasitária ocorre durante o processo de 

esporogonia, quando cada oocisto pode produzir entre 1x103 – 1x104 esporozoítos. Deles, só 

25% chegará até a glândula salivar (revisado por Baton e Ranford-Cartwright, 2005).  

O desenvolvimento do Plasmodium no mosquito varia entre especies, mas em geral 

demora de 10 a 21 dias (Baton e Ranford-Cartwright, 2005; Angrisano et al., 2012). Nesse 

trabalho avaliamos a ativação da via de sinalização JAKS/TAT durante as fases inicial e 

tardia do desenvolvimento de P. vivax em An. darlingi e An. aquasalis. A fase inicial do 

desenvolvimento do Plasmodium no mosquito é considerada como o periodo que comprende 

aproximadamente os três primeiros dias da infecção, desde o momento do repasto sanguineo 

até a formação dos oocistos. A fase tardia da infecção compreende o período entre a formação 

completa dos oocistos e a invasão das glândulas salvares pelos esporozoítes, e demora 

aproximadamente duas semanas após o repasto sanguineo infectante.  
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1.5 Competência vetorial 

A transmissão do Plasmodium varia entre espécies e, em muitos casos, entre 

populações de mosquitos. Algumas espécies têm um papel decisivo na transmissão da malária 

em áreas endêmicas, por outro lado, outras espécies têm papel secundário com relevância 

local ou ocasional (Deane, 1986; Zimmerman, 1992; Sinka et al., 2010; 2012).  

A importância de uma espécie de mosquito na transmissão 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 picada, a 

quantidade de parasitos por inóculo e a longevidade do mosquito. A competência vetorial é a 

capacidade intrínseca do mosquito que permite a replicação e transmissão do parasito (Cohuet 

et al., 2010). 

Uma espécie de mosquito é considerada vetora competente quando o Plasmodium 

consegue completar seu ciclo de desenvolvimento desde a fase de gametócito no sangue 

ingerido até o esporozoíto na glândula salivar. A observação de oocistos bem desenvolvidos 

no intestino médio do mosquito indica que o Plasmodium está estabelecido e que o mosquito 

é suscetível (Cohuet et al., 2010; Stone et al., 2013).). Esse parâmetro é usado para calcular a 

taxa de infecção numa população de mosquitos (proporção de indivíduos em uma população 

de mosquitos que expressa a incidência do Plasmodium) e serve para definir a competência 

vetorial e a dinâmica de transmissão em regiões geográficas e populações diferentes.  

Parasitos e vetores tendem a garantir a sobrevivência do hospedeiro pelo tempo 

suficiente para que o parasito complete seu desenvolvimento e consiga ser transmitido. Entre 

tanto, a presença de patógenos induz uma resposta imune no mosquito que pode limitar a 

eficiência da infecção. 

 

1.6 Infecção experimental  

A infecção dos mosquitos com Plasmodium ocorre após um repasto com sangue 

infectado com gametócitos do parasito. Esse repasto pode ser realizado de duas formas: direta, 

colocando os mosquitos em contato com a pele do portador do parasito; ou indireta,  
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alimentando os mosquitos com sangue extraído por venipuntura do paciente malárico 

utilizando um sistema artificial composto por alimentadores de vidro revestidos com uma 

membrana sintética ou natural. O método de alimentação direta foi desenvolvido por 

Muirhead-Thomson (1957) e, embora mostre a realidade epidemiológica, não tem total 

aceitação pelas implicações éticas, o incômodo e reações colaterais causadas pela picada do 

mosquito.  

Para a alimentação indireta são utilizados alimentadores de vidro compostos por uma 

cavidade central tubular, fechada na parte inferior por uma membrana através da qual os 

mosquitos se alimentarão. Ao redor desse tubo encontra-se, uma câmara conectada por 

mangueiras a um banho maria que permite a circulação de água a 39oC para manter o sangue 

aquecido. Para esse tipo de alimentação, tradicionalmente têm sido utilizadas diversas 

membranas naturais, tais como pele de pinto, camundongo e intestino suíno (i.e.: Yoeli, 1938; 

Pothikasikorn et al., 2007). Entretanto, devido às dificuldades de manejo e crecentes 

restrições ao uso de animais de experimentação, membranas artificiais, tais como celofane 

(Rutledge, 1964), Parafilm M® (Bemis Company, Inc., Neenah, Wisconsin, USA) (Bonnet et 

al., 2000; Mourya et al., 2000; Bharti et al., 2006; Paily et al., 2006) e Baudruche (Joseph 

Long Inc., Belleville, NJ) (Graves, 1980; Awono-Ambene et al., 2001; Sattabongkot et al., 

2003) vêm sendo cada vez mais utilizadas na infecção experimental de mosquitos. 

Experimentos realizados para comparar a eficiência de ambos os métodos 

(alimentação direta e por membranas) têm mostrado que ambos os métodos são adequados 

para avaliar diversos parâmetros da interação entre os parasitos e seus hospedeiros como: a 

infectividade entre indivíduos portadores de gametócitos, a suscetibilidade dos mosquitos à 

infecção com Plasmodium, taxa de infecção, formação de oocistos e atividade de bloqueio de 

transmissão de malária (Bonnet et al., 2000; Awono-Ambene et al., 2001; Bousema et al., 

2010; Bharti et al., 2006). Os dois métodos têm se mostrado sensíveis permitindo o 

desenvolvimento da infecção no mosquito, mesmo com parasitemia baixa no paciente 

malárico doador do sangue (Bonnet et al., 2000; Bousema et al., 2010; Sattabongkot et al., 

2003).  
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1.7 Modelos de infecção para estudos de interação entre parasitos e hospedeiros 

A malária continua sendo um grande problema de saúde pública no mundo. As 

estratégias para controlar a endemia não tem sido suficientes e as estatísticas mostram alta 

morbidade e mortalidade todo ano. Os novos desafios para controlar a malária incluem 

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. 

Para estudar a interação entre os parasitos e seus vetores são utilizados modelos de 

infecção experimental. A maioria desses modelos inclui os parasitos Plasmodium berghei 

(agente causador da malária murina), Plasmodium gallinaceum (agente causador da malária 

aviária) e Plasmodium falciparum; e as espécies de mosquitos Anopheles gambiae (principal 

vetor na África), Anopheles stephensi (vetor na Índia), Anopheles albimanus (vetor nas 

Américas) e Aedes aegypti (modelo experimental para malária aviária) (e.g. Lin et al., 2004; 

Osta et al., 2004; Barillas-Mury, 2007; Garver et al., 2009; Rodrigues et al., 2010). Todas 

essas espécies são cultivadas/colonizadas em condições de laboratório, facilitando o 

desenvolvimento das pesquisas.  

Diferentes combinações de parasito – mosquito vetor induzem diferentes mecanismos 

de resposta imune. A produção de óxido nítrico sintase (NOS) é induzida após a invasão das 

células epiteliais do intestino médio de An. stephensi por oocinetos de P. berghei, mas não é 

induzida após a invasão por P. gallinaceum (Gupta et al., 2005). Alavi et al. (2003) 

observaram que An. stephensi, An. gambiae e Aedes aegypti transmitem P. gallinaceum, 

entretanto, a formação de oocistos foi alta e eficiente em An. gambiae e Aedes aegypti, porém 

a perda parasitária foi alta em An. stephensi. Esses exemplos indicam que os mecanismos de 

resposta à infecção com Plasmodium não são universais e sim dependentes das espécies 

(Plasmodium e mosquitos) e populações (genótipos) envolvidas. 

Algumas das combinações parasito – mosquito vetor, tais como P. berghei –An. 

gambiae (Osta et al., 2004), são puramente experimentais e não ocorrem na natureza, e 

podem não refletir a real interação entre os parasitos e seus vetores (Böete, 2005). A 

probabilidade de que a infecção com o parasito cause a morte do hospedeiro é maior entre  
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combinações não naturais de parasito-mosquito do que entre combinações naturais, aquelas 

que co-evoluíram ao longo do tempo (Ferguson e Read, 2002). Provavelmente, essa co-

evolução entre parasitos e mosquitos favoreceu a seleção de mecanismos para reduzir os 

impactos negativos sobre a sobrevivência do mosquito aumentando a probabilidade de 

transmissão do parasito.  

P. vivax é a espécie de Plasmodium mais prevalente na região Amazônica, mas ainda 

não é cultivada com sucesso em laboratório. Seus principais vetores são An. darlingi e An. 

aquasalis, mas só essa última espécie é colonizada em condições de laboratório (Silva et al., 

2006b). A combinação An. aquasalis (proveniente de uma colônia estável mantida desde 1995 

no Laboratório de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores (Laficave) do Instituto 

Oswaldo Cruz) e P. vivax, proveniente de pacientes maláricos, vem sendo usada pelo nosso 

grupo como um modelo experimental de transmissão de malária humana para entender os 

mecanismos de resposta imune ativados durante a fase inicial da infecção (Bahia et al., 2010; 

2011; 2013). O uso de modelos experimentais (e.g. P. vivax – An. aquasalis) vem fornecendo 

informações e ferramentas mais próximas da realidade que permitem conhecer as relações 

parasito-vetor, sua importância epidemiológica e sua possível contribuição para o 

desenvolvimento de estratégias para reduzir a competência vetorial e a incidência da malária 

(Bahia et al., 2010; 2011; 2013; Ríos-Velásquez et al., 2013). 

 

1.8 Resposta imune do mosquito à infecção com o Plasmodium 

Os mosquitos, da mesma forma que outros insetos, possuem mecanismos de defesa 

que os protegem contra organismos invasores. Esses mecanismos são compostos por barreiras 

estruturais e barreiras imunológicas inatas que podem ser de tipo celular ou humoral 

(Dimopoulos, 2003; revisado por Lemaitre e Hoffman, 2007; revisado por Leclerc e 

Reichhart, 2004).  

Os insetos carecem de imunidade adaptativa, porém, na última década vem se falando 

de resposta imune tipo “primming” que é semelhante à memória imune e permite aos insetos 

acumular uma resposta imune mais efetiva após o segundo contato com o agente invasor. 

Rodrigues et al. (2010) mostraram um aumento na diferenciação e quantidade de hemócitos  
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que resultou na redução da intensidade da infecção de An. gambiae com P. berghei quando os 

mosquitos tinham sido pré-desafiados com bactérias, mostrando a capacidade do sistema 

imune dos mosquitos de se adaptar modulando a abundância e capacidade de resposta dos 

hemócitos.  

As barreiras estruturais, que evitam a entrada dos microrganismos na hemolinfa, são 

compostas pelo exoesqueleto, o intestino médio, a matriz peritrófica e o revestimento 

quitinoso da traquéia (Figura 10) (Dimopoulos, 2003; revisado por Lemaitre e Hoffman, 

2007). A ruptura dessas barreiras induz uma série de reações no hospedeiro como a 

melanização e coagulação na hemolinfa que selam a lesão e previnem a dispersão do agente 

patogênico (revisado por Lemaitre e Hoffman, 2007).  

O sistema imune inato é um sofisticado sistema de reconhecimento de patógenos 

ativado quando o agente invasor entra na cavidade corporal e é reconhecido como “não 

próprio” pelo inseto através da interação entre padrões moleculares associados aos patógenos 

(PAMPs) e receptores de reconhecimento padrões (PRRs) do hospedeiro. Os PAMPs podem 

ser componentes das membranas celulares dos patógenos como peptidoglicanos (PGN) e 

lipopolissacarídeos (LPS). Os PRRs são peptídeos localizados na superfície das células 

hospedeiras. Alguns exemplos de PRRs são as proteínas de adesão a bactérias Gram negativas 

(GNBP), as proteínas de reconhecimento de peptidoglicanos (PGRP) e as proteínas do tipo 

fibrinogênio (FREPs) (revisado por Barillas-Mury et al., 2000; revisado por Lemaitre e 

Hoffman, 2007; Dimopoulos et al., 1997; 1998; 2000; 2002; Christophides et al.; 2002). 

A interação entre os PAMPs e PRRs desencadeia a ativação de vias de sinalização que 

regulam: a expressão de moléculas efetoras antimicrobianas (AMPs), a ativação da resposta 

celular mediada pelos hemócitos que leva a fagocitose, encapsulamento do invasor e morte da 

célula invadida por apoptose, além da ativação de cascatas de profenoloxidases que são 

responsáveis por processos de melanização (revisado por Abraham et al., 2004; revisado por 

Agaisse e Perrimon, 2004; revisado por Lemaitre e Hoffman, 2007).  

Os AMPs são sintetizados principalmente pelo corpo gorduroso e os hemócitos, são 

secretados na hemolinfa e atuam na membrana do patógeno provocando lise. Em Drosophila, 

podem ser classificados em três grupos de acordo com os organismos alvo: Drosomicinas e 

Metchnikowinas são ativadas contra fungos; Defensinas são ativadas contra bactérias Gram  
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Figura 10. Desenho do corte longitudinal de um mosquito mostrando os órgãos e tipo de 

células envolvidas na interação com o Plasmodium e as formas do Plasmodium durante seu 

ciclo sexual no vetor. AMG: intestino médio anterior, PMG: intestino médio posterior, SG: 

glândula salivar, GC: gametócito, OK: oocineto, OC: oocisto, S: esporozoíto (modificado de 

Dimopoulos, 2003). 

 

positivas; e Attacinas, Cecropinas, Diptericinas e Drosocinas são ativadas contra bactérias 

Gram negativas. Em mosquitos só têm sido detectadas Defensinas, Attacinas, Gambicinas e 

Cecropinas (Levashina 2004; Dong et al., 2006; revisado por Lemaitre e Hoffman, 2007; 

Waterhouse et al., 2007).  

A existência de distintas respostas contra diferentes microorganismos indica que a 

expressão de AMPs é regulada por diferentes vias. As vias de sinalização intracelular são bem 

conservadas entre animais. As mais conhecidas são Toll, Imd (immuno deficiency) e 

JAK/STAT (janus kinase/signal transducers and activators of transcription) (revisado por 

Leclerc e Reichhart, 2004; revisado por Lemaitre e Hoffman, 2007).  
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1.8.1 Via de sinalização Toll - Essa via é ativada por fungos e bactérias Gram positivas, 

porém ela tem sido implicada na defesa contra vírus em Drosophila e contra P. berghei em 

An. gambiae, An. stephensi e An. albimanus (Xi et al., 2008; Christophides et al., 2002; Frolet 

et al., 2006; Garver et al., 2009; Revisado por Cirimotich et al., 2010). Os PGRPs detectam o 

patógeno e estimulam uma cascata de serino proteases que ativam a proteólise do ligante 

extracelular Spatzle, que se liga ao receptor de mebrana Toll, e desencadeia a fosforilação de 

Cactus e a liberação de fatores de transcrição Rel 1 (NF- kappaB-like), originalmente 

descritos como Gambif1 (Barillas-Mury et al., 1996), ortólogos de Dorsal em Drosophila, que 

entram no núcleo e induzem a expressão de genes como TEP (thioester-containing protein), 

LRIM (leucine-rich repeat immune protein), entre outras (Figura 11) (revisado por Lemaitre e 

Hoffman, 2007).  

 

Figura 11. Vias de sinalização imune Toll, IMD e JAK/STAT. Nas vias Toll e Imd são 

apresentados os fatores detectados na defesa imune contra Plasmodium (Modificada de 

Cirimotich et al., 2010) e na via JAK/STAT são mostrados os fatores detectados na resposta 

imune de Drosophila a agentes patogênicos (modificada de Souza - Neto et al., 2009).  
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1.8.2 Via de sinalização Imd – Essa via foi inicialmente definida pela identificação de uma 

mutação nomeada immune deficiency (imd) - deficiência imune – que diminuía a expressão de 

vários peptídeos antibacterianos em Drosophila. Ocorre quando um patógeno é detectado por 

PGRPs de membrana. Após a detecção dos patógenos o PGRP recruta o adaptador Imd que 

interage com dFADD e se une à caspase Dredd. Dredd é clivado após a fosforilação de Relish 

pelo IKK. Essa interação de caspases e kinases leva à divisão funcional da via: uma 

ramificação usa JNK para ativar o fator de transcrição AP-1 e a outra ativa NF-kappaB e 

termina com o processamento do fator de transcrição Rel2 (Figura 11) (revisado por Lemaitre 

e Hoffman, 2007).  

A via Imd é ativada na resposta imune de An. gambiae contra P. falciparum e P. 

berghei, e é mediada pela ativação de moléculas efetoras, responsáveis pela morte do parasito 

(Dong et al., 2006; Frolet et al., 2006; Garver et al., 2009; 2012; Revisado por Cirimotich et 

al., 2010; Blumberg et al., 2013). A via JNK é importante na regulação da infecção de An. 

gambiae com P. berghei e identificaram a indução da expressão das enzimas HPX2 e NOX5 

que potencializam a nitração do epitélio intestinal em resposta à invasão por Plasmodium e 

regula a expressão dos genes efetores (TEP1 and FBN9) que participam nessa resposta 

(Garver et al. 2013).  

 

1.8.3 Via de sinalização JAK/STAT- A via de resposta JAK/STAT (Janus Kinase / 

transdutores de sinal e ativadores de transcrição) foi identificada inicialmente pelo seu papel 

na segmentação embrionária em insetos. Essa via tem um papel importante na resposta 

antiviral em mamíferos (Dupius et al., 2003; Karst et al., 2003; Ho et al., 2005), na imunidade 

e desenvolvimento em D. melanogaster (Arbouzova e Zeidler, 2006), na imunidade dos 

insetos após infecção com vírus, bactérias e plasmódios (Bahia et al., 2010; Barillas-Mury et 

al., 1999; Dostert et al., 2005; Gupta et al., 2009; Molina-Cruz et al., 2008; Souza-Netto et 

al., 2009). A participação de STAT na imunidade de insetos foi comprovada em Anopheles 

quando observado que após um desafio imune, essa proteína acumulava-se no núcleo 

(Barillas-Mury et al., 1999). Em An. gambiae foi comprovada a ativação da via JAK-STAT 

em resposta ao desafio com P. berghei e P. falciparum (Gupta et al., 2009) e em Ae. aegypti a 

Dengue Virus 2 (Souza-Neto et al., 2009).  
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Em D. melanogaster essa via é ativada por citocinas (IFN-γ, Unpaired-3 -Upd-3), que 

se unem a receptores transmembrana Domeless, os quais, através do JAK kinase Hopscotch 

sinalizam a ativação de STAT (revisado por Lemaitre e Hoffman, 2007; Gupta et al., 2009; 

revisado por Agaisse e Perrimon, 2004). Em An. gambiae têm sido identificados dois fatores 

de transcrição STAT (STAT-A e STAT-B). STAT-B regula a transcrição de STAT-A. STAT-

A migra para o núcleo, e desencadeia a regulação da expressão de moléculas efetoras (Figura 

11) (revisado por Lemaitre e Hoffman, 2007; Cirimotich et al., 2010).  

STAT regula a ativação transcricional de óxido nítrico sintase (NOS). Para prevenir a 

toxicidade do hospedeiro essa via é regulada por supressores de sinalização de citocinas 

(suppressor of cytokine signaling - SOCS) e inibidores de STAT ativado (protein inhibitor of 

activated STAT - PIAS). Ao mesmo tempo, a transcrição de mRNA de SOCs são regulados 

por STAT (Figura 11) (Wormald e Hilton, 2004; Gupta et al., 2009).  

Outros genes detectados em Drosophila que são regulados pela via JAK/STAT são os 

Tep1 e os genes de estresse Turandot, cuja regulação transcricional é complexa tendo a 

participação de outras vias como a Imd e MAPK (protein kinase mitogeno-activated) (Agaisse 

& Perrimon, 2004) 
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2 JUSTIFICATIVA 
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Atualmente as medidas de controle mais usadas contra malária são: diagnóstico e 

tratamento precoce, uso de mosquiteiros impregnados e borrifação intradomiciliar com 

inseticidas químicos. O uso dessas ferramentas tem aproximado muitos países da fase de 

controle da doença, especialmente nas Américas. Entretanto, a falta de estruturação de 

programas de vigilância e controle em alguns países, e a aparição de resistência às drogas 

existentes e aos inseticidas podem desencadear um aumento na morbidade e mortalidade 

(WHO, 2013b). Portanto, é indispensável realizar esforços intensificados para desenvolver 

ferramentas alternativas para o controle da malária, antes que as atuais medidas de 

intervenção deixem de ser efetivas. 

Um dos desafios atuais é encontrar novas moléculas ou drogas que possam ser 

utilizadas para bloquear a transmissão ou controlar a malária. O ponto chave para a 

interrupção da transmissão da doença é a elucidação dos mecanismos biológicos, fisiológicos 

e moleculares que estão envolvidos na infecção dos mosquitos com o Plasmodium.  

Na Região Amazônica Brasileira é registrado o maior numero de casos de malária e a 

maior diversidade de espécies de Anopheles, muitas das quais têm sido encontradas 

naturalmente infectadas com o parasito, mas só uma (An. darlingi) é considerada vetora 

principal, e duas (An. albitarsis e An. aquasalis) vetoras secundárias em algumas localidades. 

O papel de outras espécies de Anopheles na transmissão de malária na Amazônia ainda não 

foi esclarecido. Portanto, nesse trabalho decidimos avaliar a suscetibilidade ao P. vivax em 

espécies silvestres de Anopheles mais freqüentemente encontradas nos arredores da cidade de 

Manaus. Essa suscetibilidade foi comparada com a de An. aquasalis, vetor nas regiões 

litorâneas do Brasil, e facilmente colonizada em laboratório. 

Um fator importante que determina a infectividade de Plasmodium para o mosquito é 

a imunidade. A maioria dos estudos para avaliar a resposta imune do mosquito ao 

Plasmodium tem utilizado modelos de laboratório compostos pelas espécies de mosquitos An. 

gambiae, An. stephensi, An. albimanus e Ae. aegypti, e os parasitos P. berghei, P. 

gallinaceum e P. falciparum (e.g. Lin et al., 2004; Barillas-Mury, 2007; Garver et al., 2009; 

Rodrigues et al., 2010). Essas combinações de parasitos e vetores são implementadas em 

laboratório, facilitando os estudos sobre interação patógeno – hospedeiro. Entretanto, estudos 

sobre o custo no fitness induzido pela infecção e a expressão de genes de resposta imune têm  
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mostrado que os mecanismos de defesa ou as respostas à infecção não são iguais entre todos 

os modelos usados (Ferguson e Read, 2002; Gupta et al., 2005; Cohuet et al., 2006; Dong et 

al., 2006; Michel et al., 2006; Garver et al., 2009). Esses resultados enfatizam a necessidade 

de se trabalhar com modelos mais próximos dos naturais para esclarecer os eventos do 

desenvolvimento do plasmódio e as interações entre estes dois organismos. Enfim, as 

moléculas do inseto que participam no combate dos parasitos precisam ser melhor estudadas. 

O Laboratório de Entomologia Médica do Centro de Pesquisas René Rachou, Fiocruz 

MG, vem realizando trabalhos para avaliar a resposta imune dos mosquitos à infecção com 

Plasmodium, utilizando um modelo de malária humana composto por An. aquasalis e P. 

vivax. Anopheles aquasalis, como mencionado anteriormente, é vetor na região litorânea de 

alguns países da América do Sul e é criado em laboratório. Plasmodium vivax é responsável 

pela maioria de casos da doença no Brasil e, embora ainda não seja cultivado em laboratório, 

os trabalhos com essa espécie tendem a aumentar sua importância pelo fato dela ser 

responsável por casos graves recentes de malária e ser capaz de formar hipnozoítos (Oliveira-

Ferreira et al., 2010; revisão de Shanks e White, 2013).  

Os estudos com An. aquasalis – P. vivax mostraram que alguns genes aumentam sua 

expressão após a formação do oocisto (36 horas pós-infecção), indicando que provavelmente 

há uma grande atividade imune na fase tardia da infecção, depois da formação completa do 

oocisto. Nós hipotetizamos que deve haver uma exacerbação da resposta imune na fase tardia 

da infecção, quando o oocisto está maduro e os esporozoítos estão saindo dele e migrando 

para as glândulas salivares. Portanto, o objetivo desse trabalho foi estudar a expressão de 

genes relacionados com a imunidade na fase tardia da infecção de An. aquasalis com P. vivax.  

Também, considerando a grande importância de An. darlingi na transmissão da 

malária na região amazônica, e a ausência de trabalhos sobre resposta imune dessa espécie de 

mosquito à infecção com Plasmodium, decidimos analisar a via de resposta imune JAK/STAT 

na fase inicial da infecção com P. vivax. 

Os resultados do estudo serão de grande importância para o conhecimento das 

moléculas envolvidas na interação parasito – hospedeiro e dos fatores que as regulam, 

especialmente pelo uso de modelos de transmissão experimental. Algumas moléculas chave  
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poderão ser utilizadas como alvo para novas estratégias de controle ou bloqueio da 

transmissão da malária, por meio da produção de insetos manipulados geneticamente, 

potencialmente mais resistentes a patógenos; ou com deleção de moléculas importantes para 

invasão e colonização de tecidos pelo parasito; ou com expressão de moléculas de combate 

aos parasitos. 
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3 OBJETIVOS 
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3.1 Objetivos gerais  

3.1.1 Avaliar a suscetibilidade de espécies de Anopheles da Região Amazônica Brasileira ao 

P. vivax.  

3.1.2 Estudar a ativação da via de resposta imune JAK/STAT em An. aquasalis, na fase tardia 

da infecção e em An. darlingi na fase inicial da infecção por P. vivax.  

 

3.2 Objetivos específicos 

3.2.1 Comparar a freqüência (taxa de infecção) e eficiência (desenvolvimento de oocistos) da 

infecção por P. vivax nas espécies de Anopheles silvestres com An. aquasalis colonizado em 

laboratório. 

3.2.2 Avaliar o efeito da inativação do soro de pacientes na suscetibilidade de espécies de 

Anopheles ao P. vivax. 

3.2.3 Avaliar a relação entre a quantidade de gametócitos encontrada nos pacientes maláricos 

e a suscetibilidade de Anopheles ao P. vivax. 

3.2.4 Estudar a expressão de genes da via de sinalização JAK/STAT em An. aquasalis de 

colonizado durante a fase tardia da infecção quando ocorre formação dos oocistos, liberação 

de esporozoítos no hemocele e invasão das glândulas salivares. 

3.2.5 Estudar a expressão de genes da via de sinalização JAK/STAT em An. darlingi durante 

a fase inicial da infecção desde a invasão do intestino médio por oocineto até a formação do 

oocisto.  
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4 MÉTODOLOGIA 
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4.1 Suscetibilidade ao Plasmodium vivax em espécies de Anopheles da região Amazônica 
Brasileira  

 

4.1.1 Coleta de sangue e aspectos éticos 

Para os experimentos foi utilizado sangue de pacientes maláricos, infectados com P. 

vivax, diagnosticados pelo método da gota espessa. Os pacientes foram selecionados por 

serem adultos (>18 anos de idade), residentes na cidade de Manaus, capital do Estado do 

Amazonas, Brasil, e seus arredores, e por aceitar participar voluntariamente no estudo. Os 

voluntários assinaram o termo de consentimento como doadores de sangue. 

Aproximadamente 3mL de sangue foram coletados na veia de cada paciente, e colocados em 

tubo vacutainer heparinizado. Após a coleta do sangue todos os pacientes foram tratados na 

Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT HVD) da cidade de 

Manaus, ou nos postos de saúde, nos arredores da cidade, onde eles foram diagnosticados, 

seguindo os procedimentos preconizados pelo Ministério da Saúde do Brasil. Esse projeto tem 

aprovação pelo Comitê Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP, 3726). 

O sangue coletado foi transportado a temperatura ambiente em caixas de plástico, 

adequadas para transporte de material biológico.  

 

4.1.2 Determinação da parasitemia do paciente e contagem dos gametócitos 

Lâminas com sangue dos pacientes foram preparadas por gota espessa e esfregaço, 

coradas pelo método de coloração de Giemsa e examinadas por microscopia ótica, em 

aumento de 100x, para a confirmação da presença de P. vivax. Foi realizada a contagem das 

formas sexuais (gametócitos) e assexuais por 500 leucócitos. 

 

4.1.3 Obtenção e cuidado dos mosquitos  

Larvas de mosquitos silvestres foram coletadas no período de abril de 2012 a fevereiro 

de 2013 em diferentes criadouros, nos arredores da cidade de Manaus: Ramal do 

Puraquequara (Portela 03°03`16.4”S 59°53’44.0”W; Km 9 Vicinal 03°03´09.1”S  
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59°52’12.6”W; Carlão 03° 02' 46.33000'' 59° 52' 53.90000'') e Ramal do Brasileirinho 

(Raifram 03°02´09.5”S 59°52’15.5”W; Cristo Vive 03°01´33.1”S 59°51’07.7”W). As larvas 

coletadas foram transportadas para o Laboratório de Malária e Dengue do Instituto Nacional 

de Pesquisas da Amazônia (INPA), mantidas em bandejas de plástico com água e alimentadas 

com ração de peixe até a emergência dos adultos. Os adultos foram alimentados ad libitum 

com solução açucarada 10% (Figura 12).  

 

 

Figura 12. Coleta de larvas de mosquitos em campo e criação no laboratório. A e B: coleta de 

larvas nos criadouros; C: manutenção das larvas no laboratório; D: emergência de adultos. 

 

Os adultos emergidos foram identificados como: An. darlingi, An. albitarsis s.l., An. 

nuneztovari s.l. e An. triannulatus s.l. (Faran et al., 1981; Gorham et al., 1967). Após a 

identificação, cada espécie foi separada em uma gaiola apropriada. Os adultos de An. 

aquasalis, provenientes de colônia estabelecida desde 1995, foram criados em condições de 

laboratório desde o estágio de ovo até o adulto. 
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Os mosquitos adultos foram alimentados com solução de açúcar 10% e mantidos em 

condições de laboratório a 26-28oC e 70-80% de umidade relativa. Fêmeas adultas de três a 

cinco dias de idade foram utilizadas para todos os experimentos. Exemplares de todas as 

espécies foram montados em alfinete e depositados na Coleção Biológica do Instituto 

Leônidas e Maria Deane (Fiocruz, Amazonas). 

 

4.1.4 Alimentação/infecção experimental dos mosquitos usando membrana artificial 

A alimentação/infecção experimental foi feita utilizando alimentadores de vidro 

cobertos por uma membrana de Parafilm® (Bemis Company, Inc., Neenah, Wisconsin, USA) 

através da qual os mosquitos se alimentaram. Os alimentadores foram conectados a um 

sistema de mangueiras acopladas a um banho maria através das quais circulava água a 39oC 

para manter o sangue aquecido (Figura 13). Todas as fêmeas adultas foram privadas de açúcar 

12 horas antes da alimentação/infecção. Indivíduos de cada uma das cinco espécies foram 

separados em dois grupos. Um grupo foi alimentado com sangue total (WB) de pacientes 

infectados com P. vivax. O segundo grupo foi alimentado com o soro inativado do sangue 

(IBS). O soro foi separado das hemácias por centrifugação a 2.000g por 15 minutos, retirado 

em microtubo limpo, inativado a 56oC por 60 minutos e finalmente adicionado ao tubo que 

continha as hemácias e os parasitos.  

Após a infecção, os mosquitos completamente ingurgitados foram transferidos para 

gaiolas e mantidos com soluçao de açúcar 10% no insetário para o desenvolvimento do 

parasito. 
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Figura 13. Sistema de alimentação experimental. Detalhe mostrando mosquitos se limentando 

através de membrana de Parafilm® que cobre o alimentador de vidro.  

 

4.1.5 Confirmação da infecção 

Entre cinco e oito dias após a infecção experimental, o intestino médio dos mosquitos 

foi dissecado em solução salina de fosfato, corado com solução de mercúrio cromo comercial 

2% (Merbromin), montado entre lâmina e lamínula e observado ao microscópio ótico para 

verificar a presença de oocistos. O número de oocistos foi registrado para cada intestino 

dissecado. 

 

4.1.6 Análise dos dados 

Para esse estudo foi calculada a taxa de alimentação sanguínea como a proporção de 

fêmeas completamente ingurgitadas após o repasto sanguíneo. A suscetibilidade do Anopheles  
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ao P. vivax foi avaliada pela presença e número de oocistos no intestino médio do mosquito. 

As taxas de infecção foram calculadas dividindo o número de mosquitos infectados (os que 

possuíam pelo menos um ou mais oocistos) pelo número de mosquitos dissecados. O teste G 

foi utilizado para comparar a freqüência da infecção entre as espécies estudadas 

conjuntamente e par a par. O teste Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar diferenças no 

número de oocistos entre as espécies de mosquitos infectadas, utilizando somente os 

mosquitos que desenvolveram oocistos. O teste Conover-Inman foi utilizado para comparar o 

número de oocistos entre todas as espécies de mosquitos estudadas. Foi utilizada Regressão 

Logística para avaliar se, para cada espécie, a probabilidade de um mosquito se infectar está 

relacionada com o número de gametócitos no sangue. A Correlação de Spearman foi utilizada 

para correlacionar o número de gametócitos no sangue circulante com o número de oocistos. 

Testes G foram utilizados para comparar o número de oocistos por mosquito infectado 

com os gametócitos presentes no sangue infectivo. Os mesmos testes também foram usados 

para avaliar se fatores sanguíneos afetam a probabilidade de infecção do mosquito ao se 

comparar a taxa de infecção dos mosquitos alimentados com WB ou ISB. Para todas as 

análises foi utilizado α = 0,05. Para as análises foi utilizado o programa R-Project version 

2.13.1 (R Core Team). 

 

4.2 Resposta imune JAK/STAT em An. aquasalis e An. darlingi (Diptera: Culicidae) 

infectados por P. vivax. 

Os procedimentos para coleta de sangue, determinação da parasitemia do paciente, contagem 

dos gametócitos e obtenção e cuidado dos mosquitos foram descritos nos itens 4.1.1 a 4.1.3. 

 

4.2.1 Alimentação/infecção experimental dos mosquitos usando membrana artificial 

Todas as fêmeas adultas foram privadas de açúcar 12 horas antes da 

alimentação/infecção experimental. Indivíduos de cada espécie foram separados em dois 

grupos. Um grupo foi alimentado com sangue de pacientes infectados com P. vivax (grupo 

infectado). O segundo grupo foi alimentado com sangue de voluntário não infectado (grupo  
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controle). Após a alimentação/infecção os mosquitos completamente ingurgitados foram 

transferidos para gaiolas, mantidos em condições de laboratório, e alimentados com solução 

açucarada. Para a normalização dos dados obtidos por PCR em Tempo Real foram usadas 

fêmeas de dois dias de idade alimentadas somente com solução açucarada. 

 

4.2.2 Confirmação da infecção por presença de oocistos 

 Cinco dias após o repasto com sangue infectado, de cada gaiola foi retirado um 

número de indivíduos correspondente ao 10% do total de fêmeas ingurgitadas. O intestino das 

fêmeas foi dissecado em solução salina, corado e observado como no item 3.1.2.  

 

4.2.3 Isolamento do RNA total 

Grupos de cinco mosquitos de cada tratamento (infectados, não infectados e 

alimentados com açúcar) foram colocados em microtubos com 1 mL de Trizol e macerados 

com pistilo. O RNA total de cada pool foi extraído pelo método do Trizol, tratado com kit 

RQ1 RNase-free DNase (Promega) e purificado com cloreto de lítio, seguindo as instruções 

dos fabricantes.  

A integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 2% corado 

com brometo de etídio e pela medição da proporção de absorbância OD260/OD280 (o valor 

de referencia é uma proporção >1,95). 

 

4.2.4 Sintese do cDNA 

O RNA total purificado foi quantificado em Nanodrop. Foram retirados 5µg de RNA 

total para a síntese de cDNA utilizando o kit SuperScriptIII RT PCR e oligo (dT)20 50µM, 

seguindo as instruções do fabricante.  

 

 



Ríos-Velásquez CM                                Suscetibilidade e imunidade em Anopheles ao Plasmodium 

57 
 

 

4.2.5 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Foi realizada uma reação em cadeia da polimerase (PCR) para avaliar a integridade do 

cDNA, utilizando um iniciador do gene constitutivo de An. aquasalis RP49 (Fwd 5’-AGG 

GAC AGT ACC TGA TGC CCA ACA T-3’, Rev 5’-CGC ACG TTG TGG ACG AGG AAC 

TTC T-3’). 

Para verificar se as amostras estavam realmente infectadas, foi realizada uma PCR 

com iniciadores específicos para a detecção de P. vivax Pv18S (Fwd 5'-ACA TGG  CTA 

TGA CGG GTA ACG-3', Rev 5'-TGC CTT CCT TAG ATG TGG TAG CTA-3'). 

Para todas as PCRs foi utilizado o kit GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega), 

seguindo as instruções do fabricante. Os ciclos da PCR foram: 10 minutos a 95oC / 40ciclos 

de 15 segundos a 95oC e 1 minuto a 60oC / 1 ciclo α a 16oC. O DNA amplificado foi separado 

por eletroforese em gel de agarose 2% com brometo de etídio.  

 

4.2.6 PCR em tempo real (qPCR)  

Foi realizada qPCR em tempo real, utilizando para as reações a sonda de fluorescência 

SyberGreen (Power SybrGreen PCR Master Mix, Applied Biosystems). Para o qPCR foi 

utilizada uma máquina StepOnePlus (Applied Biosystems). Os ciclos usados na PCR foram: 2 

minutos a 50oC / 10 minutos a 95oC / 35 ciclos de 15 segundos a 95oC e 1 minuto a 63oC. 

Para a normalização dos genes foi utilizado o gene constitutivo RP49. 

Para os experimentos com os genes STAT, PIAS e NOS foram utlizadas 2-3 replicatas 

biológicas e 2-3 replicatas técnicas/experimentais (vindas de um mesmo pool) para os 

diferentes tempos testados após alimentação/infecção (pós-infeção = PI, pós-alimentação com 

sangue não infectado = BF).Todos os iniciadores dos genes avaliados para An. aquasalis 

foram desenhados por Bahia et al. (2010). 

STAT Fwd 5’-ctggcggaggcgttgagtatgaaat-3’ Rev 5’-cggataaggaaggctcgttttgaat-3’ 

PIAS Fwd 51-tagcagctcacagtatagcctcgat-3’ Rev 5’-tcccattccaaccaacaaacca-3’ 

NOS Fwd 5’-aggatctggccctcaaggaagccga-3’ Rev 5’-atcgtcacatcgccgcacacgtaca-3’ 



Ríos-Velásquez CM                                Suscetibilidade e imunidade em Anopheles ao Plasmodium 

58 
 

 

As sequencias dos iniciadores de An. darlingi foram gentilmente cedidos pelo Dr. Oswaldo 

Marinotti (University of California Irvine, Irvine, CA): 

RP49 Fwd 5’-ACCCGTCATATGCTGCCGTG-3’, 

RP49 Rev 5’-ACGATGGCCTTGCGCTTCTT-3’, 

STAT Fwd 5’-CGTCAGAGGTACGCGCAGTT-3’,  

STAT Rev 5’-CCGCTCGAAGGAGTGTCACG-3’, 

PIAS Fwd 5’-ACGCTAAGTGATTCGGAAGATGATGG-3’,  

PIAS Rev 5’-CAGCTGAAGGGTGGCCAATA-3’, 

NOS Fwd 5’-CGCCACTCATCCTACGCGAG-3’,  

NOS Rev 5’-ACTTCTCCATCTCGGTTTCGGT-3’. 

 

4.2.7 Análise dos dados  

A análise da expressão relativa dos genes amplificados por qPCR, foi feita pelo 

método de diferença de CT (cycle threshold ou ∆∆CT), baseada nas medições de 

fluorescência na fase logarítmica de crescimento exponencial dos produtos da PCR, quando é 

esperado um aumento de 2x nos produtos da PCR em cada ciclo (Schefe et al. 2006). Todos 

os dados foram normalizados usando o gene constitutivo RP49. 

Para análise dos dados foi utilizado o test ANOVA com múltiplas comparações de 

Turkey ou o teste Kruskal-Wallis com múltiplas comparações de Dunns. Quando necessário, 

foram feitas correções de Bonferroni. Todos os testes foram realizados com um nível de 

confiança de 95% (α=0.05). Para todas as análises foi utilizado o programa GraphPadPrism 5. 
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5 RESULTADOS 
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5.1 Suscetibilidade ao Plasmodium vivax em espécies de Anopheles da região Amazônica 
Brasileira  

No total, 2.449 fêmeas de Anopheles e 62 isolados de P. vivax de pacientes maláricos 

foram utilizados para os diferentes experimentos. Somente as fêmeas completamente 

ingurgitadas foram incluidas nos experimentos (Tabela 1). 

O tempo gastado pelas fêmeas para realizar o repasto sanguíneo completo variou entre 

as espécies. Aproximadamente 64% das fêmeas de Anopheles aquasalis, An. darlingi e An. 

triannulatus s.l. completaram o repasto em 40 minutos, porenquanto 72% das fêmeas de 

Anopheles albitarsis s.l. e 64% de An. nuneztovari s.l. demoraram entre 60 e 80 minutos. 

 

Tabela 1. Taxa de infecção e número médio de oocistos produzidos em especies de Anopheles 

da Amazônia Brasileira infectados com sangue total (WB) ou soro inativado (IBS). 

Mosquitos infectados com sangue total (WB) 

Anopheles 

Species 

Número de 
amostras 

gametocitémicas

Número 
de 

intestinos 
dissecados 

Taxa de 
infecção (%) 

Média de oocistos 
(Min –Max) 

An. aquasalis  29 861 44,8 29,4 (1-260) 

An. albitarsis s.l. 12 76 44,7 13,3 (1-50) 

An. darlingi 17 530 18,3 15,9 (1-150) 

An. nuneztovari s.l. 17 106 24,5 7,3 (1-34) 

An. triannulatus s.l. 20 260 8,8 3,4 (1-22) 

 Mosquitos infectados com soro inativado (IBS) 

An. aquasalis  10 201 40,8 22,5 (1-200) 

An. albitarsis s.l. 9 40 20,0 5,5 (1-17) 

An. darlingi 9 217 28,1 11,9 (1-124) 

An. nuneztovari s.l. 9 43 30,2 11,5 (1-80) 

An. triannulatus s.l. 10 115 16,5 5,4 (1-29) 

Ooc = oociystos, Min = número mínimo de oocistos, Max = número máximo de oocistos. 
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Mosquitos das cinco espécies estudadas se infectaram com P. vivax (Figura 14). A 

proporção de mosquitos infectados após o repasto sanguíneo foi significativamente diferente 

entre as espécies estudadas (G = 199.1, GL = 4, p <0.001) (Figura 15). An. aquasalis e An. 

albitarsis s.l. tiveram taxas de infecção muito similares (G < 0.01, GL = 1, p = 0.98). An. 

aquasalis mostrou a maior taxa de infecção (44.8%, comparações com as outras espécie, G > 

18, GL. = 1, p < 0.001) seguido por An. albitarsis s.l. (44.7%), que foi diferente de todas as 

outras espécies de mosquitos (G > 8.14, GL = 1, p < 0.01). An. nuneztovari s.l. teve a terceira 

maior taxa de infecção (24.5%), e não foi significativamente diferente de An. darlingi, cuja 

taxa de infecção foi de 18.3% (G = 2.1, GL = 1, p = 0.148), mas foi diferente de An. 

triannulatus s.l., com 8.8% das fêmeas infectadas (G = 14.6, GL = 1, p < 0.001). A taxa de 

infecção de An. darlingi foi significativamente maior que a de An. triannulatus s.l. (G = 13.1, 

GL = 1, p = 0.001) (Figura 15). 

 

 

Figura 14. Intestino médio de espécies de Anopheles com oocistos desenvolvidos após 

infecção experimental. 
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A intensidade da infecção, medida pelo número de oocistos por mosquito infectado, 

alimentado com WB ou ISB, variou significativamente entre as espécies estudadas (K = 48.9, 

GL = 4, p < 0.001) (Figura 16). O maior número de oocistos foi contado em An. aquasalis 

(media =29.4 ±41.7 S.D, mediana = 12) e foi significativamente diferente das outras espécies 

analisadas aqui. An. darlingi (media = 15.9 ± 24.3 SD, mediana= 7) foi seguida por An. 

albitarsis s.l. (media = 13.3 ± 14.8 SD, median = 6) e por An. nuneztovari s.l. (media = 7.3 ± 

8 SD, mediana = 5). Não houve difrença significativa no número de oocistos entre An. 

darlingi, An. albitarsis s.l. e An. nuneztovari s.l. Porém, An. triannulatus s.l. teve menos 

oocistos que todas as espéces estudadas (media = 3.4 ± 4.7 S.D., mediana = 1). 

 

 

Figura 15. Comparação da suscetibilidade ao P. vivax em espécies de Anopheles da régião 

Amazônica infectadas com sangue total (WB) (Barras com asterisco indicam diferença 

significativa entre as espécies analisadar por comparações pareadas, * = p <0.01, NS = no  

significativo. 
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Figura 16. Comparação da mediana de ocistos de Plasmodium vivax de espéces de Anopheles 

da região Amazônica infectadas com sangue total (EB) ou soro inativado (ISB). 

 

Para mostrar a distribuição das intensidades da infecção entre os mosquitos infectados 

com WB, organizamos o número de oocistos em quatro grupos, da seguinte forma: 1–10, 11–

50, 51–100 e mais de 100. A comparação da distribuição desses quatro grupos entre os 

indivídus de cada espécie é ilustrada na Figura 17. Não foram desenvolvidos oocistos em 69% 

dos mosquitos e a proporção de indivíduos com zero oocistos foi maior em An. triannulatus 

s.l., seguida por An. darlingi, An. nuneztovari s.l., An. aquasalis e An. albitarsis s.l. 

Aproximadamente 16% dos indisíduos das cinco espécies apresentou de 1 a 10 oocistos e 

somente 10% foi infectado com 11 a 50 oocistos, sendo An. triannulatus s.l. a espécie com a 

menor proporção observada (0.4%) e An. albitarsis s.l. com a maior proporção (21.3%). 

Somente An. darlingi e An. aquasalis desenvolveram mais de 50 oocistos, com 1.3 e 7.6% dos 

indivíduos, respectivamente. 
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Figura 17. Porcentagem de mosquitos da Região Amazônica infectados com WB com 

diferentes densidades de oocistos de P. vivax (Ooc = número de oocistos). 
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Quando analisadas todas as espécies estudadas como um grupo único, a inativação de 

fatores do complemento presentes no soro do sangue não teve efeito na taxa de infecção (G = 

0.2899, GL = 1, p = 0.585). Porém, quando analisadas as epécies separadamente, a taxa de 

infecção foi diferente quando utilizado IBS. A inativação do soro não afetou a taxa de 

infecção de An. aquasalis (G= 1.08, GL = 1, p = 0.298) nem de An. nuneztovari s.l. (G = 0.5, 

GL = 1, p = 0.47), mas aumentou em 53% a taxa de infecção de An. darlingi (G = 8.55, GL = 

1, p = 0.003) e em 87% a de An. triannulatus s.l. (G = 4.4, GL = 1, p = 0.035). O efeito oposto 

foi observado em An. albitarsis s.l. cuja taxa de infacção diminuiu em 55% após a inativação 

do soro (G = 7.32, GL = 1, p = 0.007) (Tabela 1, Figura 18). 

 

 

 

Figura 18. Comparação das taxas de infecção por Plasmodium vivax em espécies de 

Anopheles da região Amazônica Brasileira, infectadas com sangue total (WB) e soro inativado 

(IBS) (* = Significativo, NS = Não significativo). 
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Em geral, a intensidade da infecção, representada pelo número de oocistos, variou 

entre as espécies quando foi utilizado soro inativado para infectar os mosquitos. Não foi 

observada diferença significativa no número de oocistos formados em An. aquasalis (U = 1.3, 

p = 2.44) e An. nuneztovari s.l. (Mann–Whitney U = 0.466 p = 0.495), houve um aumento 

leve no número de oocistos formados em An. triannulatus s.l. (U = 7.7, p = 0.006) e uma 

diminuição em An. darlingi (U = 5.01, p = 0.024) e An. albitarsis s.l. (U = 8.27; p = 0.004) 

(Figura 16). 

Um total de 17 isolados de P. vivax de pacientes maláricos foi utilizado para a 

infecção experimental de An. darlingi, 13 para An. albitarsis s.l., 17 para An. nuneztovari s.l., 

20 para An. triannulatus s.l. e 29 para An. aquasalis (Tabela 1). Em geral, a relação entre o 

número de gametócitos / 500 leucócitos e a taxa de infecção dos mosquitos foi observada (Z = 

−8.37, p < 0.001). Porém, a relação variou entre as espécies.  

Para An. darlingi (Z = −2.9, p < 0.01) e An. aquasalis (Z = −4.66, p < 0.001) a taxa de 

infecção aumentou quando aumentou o número de gametócitos. Para An. nuneztovari s.l., An. 

triannulatus s.l. e An. albitarsis s.l. (Z < 1.02, p > 0.3 em todos os casos) não houve 

correlação entre essas duas variáveis. Quando analisados só os indivíduos infectados de cada 

espécie, An. aquasalis (Spearman rho = 0.255, n = 386, p < 0.01) e An. darlingi (rho = 0.518; 

n = 54, p < 0.01) mostraram uma correlação positiva entre o número de gametócitos e o 

número de oocistos formados, mas não houve correlação em nenhuma das outras espécies 

estudadas (p > 0.05). 

 

5.2 Resposta imune JAK/STAT em An. aquasalis e An. darlingi (Diptera: Culicidae) 
infectados por P. vivax. 

No total, a taxa e infecção obtida para An. aquasalis infectados com P. vivax 5-6 dias 

após ainfecção foi de 44,8%. A média de oocistos por fêmea infectada foi de 13.3. Para 

An.darlingi e a taxa de infecção foi de 18,3% e a intensidade da infecção foi de 15,9 

oocistos/intestino médio. 
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5.2.1 Ativação da via de resposta immune JAK/STAT durante a fase tardia d infecção de 
An. aquasalis com P. vivax 

Os dados mostram que a expressão de STAT e PIAS foi induzida 24h depois da 

infeção com P. vivax em An. aquasalis (Figura 19A-C) e diminuida 48 hours pós-infecção 

(hpi). A expressão do gene NOS exibiu uma leve tendência à indução 24 hpi, porém os níveis 

de expressão foram inferiores a os observados nos mosquitos controle alimentados com 

açúcar (Figura 19B). 

 

 

Figura 19. Expressão de STAT, NOS e PIAS em An. aquasalis infectados com P. vivax. A-C: 

Expressão relative de STAT, NOS e PIAS em An. aquasalis alimentados com sangue não 

infectado (BF) e sangue infectado com P. vivax (PI) em diferentes tempos após a infecção. D-

F: Porcentagem da diferençana na expressão de STAT, NOS e PIAS em amostras infectadas 

(PI) comparadas com não infectadas (BF). Linha ponteada = níveis de mRNA em mosquitos 

controle alimentados com açúcar (linha basal = 1), h = horas, d = dias, asteriscos indicam 

diferença estatisticamente significativa entre BF e PI para um tempo dado (* p<0.05, ** 

p<0.01, *** p<0.001), ns= diferença estatisticamente não significativa. 
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Após da indução inicial da expressão de STAT, a expressão desse gene foi fortemente 

diminuida entre os dias 4 e 10 pós-infecção (dpi), e foi re-induzida em 12 dpi. A infecção por 

P. vivax apresentou um forte aumento de mais de seis vezes nos níveis de mRNA de STAT no 

dia 14 dpi, e quase duas vezes em 12 dpi comparado com amostras não infectadas (Figura 

19D). Da mesma forma, os níveis de mRNA do gene rgulador PIAS foram também induzidos 

na fase tardia da infecção (Figura 19C). A expresão do gene PIAS foi aumentada 

aproximadamente duas vezes entre os 10 e 14 dpi (Figura 19F).  

A expressão do gene NOS foi observada entre 8 e 14 dpi, com um pico de indução em 

12 dpi (Figura 19B). Um aumento de duas vezes na expressão desse gene foi observado em 8, 

12 e 14 dpi comparado com controles não infectados (Figura 19E). 

 

5.2.2 Via JAK/STAT na fase inicial da infecção de An. darlingi com P. vivax 

Não foi observada indução da expressão dos genes STAT e PIAS durante a fase inicial 

da infecção de An. darlingi com P. vivax (Figuras 20A - F). Comparando os valores de 

expressão de STAT em 24 hpi, parece que a expressão desse gene é induzida 36 hpi tanto em 

mosquitos infectados quanto em não infectados, mas os níveis de expressão não são 

significativamente diferentes.  

Os níveis de mRNA de NOS foram fortemente reduzidos 24hpi comparados com os 

mosquitos não infectados (Figura 20B). Após esse tempo, os níveis de NOS foram observados 

abaixo da linha basal, embora houve um aumento de duas vezes nos mosquitos infectados em 

3 dpi (Figura 20E). 
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Figura 20. Expressão de STAT, NOS e PIAS em An. darlingi infectados com P. vivax. A-C: 

Expressão relativa de STAT, NOS e PIAS em An. darlingi alimentados com sangue não 

infectado (BF) e com sangue infectado com P. vivax (PI) em diferentes tempos após a 

infecção. D -F: Porcentagem da diferençana na expressão de STAT, NOS e PIAS em 

amostras infectadas (PI) e não infectadas (BF). Linha ponteada = níveis de mRNA 

emindivíduos controle alimentados com açucar (linha basal = 1), h = horas, d = dias, 

asteriscos indicam diferença estatisticamente significativa entre BF and PI para um tempo 

dado (** p<0.01), ns= diferença estatisticamente não significativa. 
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6 DISCUSÃO 
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6.1 Suscetibilidade ao Plasmodium vivax em espécies de Anopheles da região Amazônica 

Brasileira  

O número de espécimes de cada espécie silvetre disponíveis para infecção 

experimental foi limitado devido à sasonalidade das espécies e aos picos de transmissão de 

malária na região Amazônica, perto da cidade de Manaus.  

A infecção experimental dos mosquitos vetores pode ser realizada diretamente, na pele 

dos pacientes infectados, ou oferecendo um repasto sanguineo através de um sistema de 

alimentação por membrana. Por motivos éticos, a tendência é preferir alimentação por 

membrana para minimizar as reações aos efeitos da picada do mosquito, tais como inchaço, 

prurido, e possíveis reações alérgicas mais acentuadas.  

A maioria dos experimentos realizados com Anopheles amazônicos coletados em 

campo têm utilizado alimentação direta sobre a pele de pacientes gametocitémicos (Klein et 

al. 1991a; b). A taxa de infecção (18,3%) e a carga de oocistos (média 15,9; min = 1, max = 

150) observadas em An. darlingi estão de acordo com com os publicados por outros autores 

(Alves et al., 2005; Bharti et al., 2006) que mostram que a alimentação direta ou por 

membrana com sangue de pacientes gametocitémicos resulta em taxas de infecção entre 22 e 

23% e uma carga média de oocistos de 11.5, variando de 1 a 175. Klein et al. (1991a), 

utilizando alimentação diretamente na pele de pacientes maláricos em Costa Marques, RO, 

observaram taxas de infecção maiores de 73% para An. darlingi, de 52% para An. albitarsis e 

de 60% para An. triannulatus. Nesse mesmo trabalho, o número médio de oocistos observado 

nessas espécies foi similar ao encontrado por nós em populações dessas espécies de 

mosquitos nos arredores de Manaus.  

No nosso trabalho An. aquasalis e An. albitarsis s.l. tiveram taxas de infecção 

significativamente maiores que An. darlingi, que é considerado o principal vetor de 

Plasmodium na Amazônia Brasileira e essas três espécies mostraram quantidades altas de 

oocistos, com o maior número observado em An. aquasalis. Nossos resultados confirmam que 

a alimentação por membrana é um eficiente método para estudar a infecção por Plasmodium 

em mosquitos vetores. 
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An. darlingi é mais abundante na região Amazônica durante o final da estação chuvosa 

e durante o início do período seco, e as outras espécies estudadas são mais abundantes no 

início do período seco (Klein et al., 1990; 1992). Da mesma forma, na região de Manaus, 

quando An. darlingi apresenta abundância alta, An. albitarsis s.l. e An. nuneztovari s.l. são 

pouco abundantes (observação pessoal). Quando a abundância de An. darlingi estava baixa, as 

populações de An. albitarsis s.l. e An. nuneztovari s.l. aumentavam.  Essa dinâmica de 

sucesão de espécies é um ponto muito importante para a manutenção da transmissão da 

malária e pode representar dificuldades para o cotrole da doença nesta região devido à 

suscetibilidade ao P. vivax observada em todas as espécies estudadas (Deane et al., 1988). 

Nesse trabalho é mostrado que populações de campo de An. darlingi, An. albitarsis 

s.l., An. nuneztovari s.l., e An. triannulatus s.l., e An. aquasalis colonizados em laboratório, 

são suscetíveis ao P. vivax em condições de laboratório. Todas as espécies estudadas aqui 

poderiam ser esporádicamente vetores competentes na natureza, embora tenha sido observada 

uma alta proporção de fêmeas não infectadas. Além disso, as taxas de infecção observadas 

nesse trabalho foram maiores que as registradas na natureza para as cinco espécies estudadas. 

A utilização de técnicas de Elisa, baseadas no uso de anticorpos antiesporozoíto espécie – 

específicos, tem demosnstrado que populações de mosquitos Amazônicos apresentam taxas de 

infecção por P. vivax diferentes: em An. darlingi variaram de 0.3 to 9.3%; em An. albitarsis 

s.l. de 0.4 a 5.2%; em An. nuneztovari s.l. de 0.3 to 1.1%; em An. triannulatus s.l. foram de 

0.2% e em An. aquasalis de 0.3 a 1.3% (Arruda et al., 1986; Tadei e Thatcher, 2000; Póvoa et 

al., 2003; 2006; Santos et al., 2009; Galardo et al., 2007; Rocha et al., 2008; Silva et al., 

2001; Couto et al., 2001; Póvoa et al., 2001; Martins-Campos et al., 2012). Como nesse 

estudo foi oferecido sangue infectado com gametócitos aos mosquitos, era esperado observar 

taxas de infecção altas, noentanto a infectividade de uma mesma amostra gametocitemica foi 

variável. Essa diferença na infectividade das diferentes amostras de sangue pode ser devida à 

combinação de variáveis tais como maturidade dos gametócitos, proporção de gametócitos 

masculinos e femininos, fatores imunes no soro do paciente, mecanismos de resposta imune 

do hospedeiro, dentre outros (Gonzalez-Ceron et al., 1999; Silva et al., 2006; Abeles et al., 

2013; Oliveira-Ferreira et al., 2004; Souza-Neiras et al., 2010).  

O número de oocistos tem pouca importância epidemiológica, pois a maioria dos 

mosquitos encontrados infectados na natureza tem baixo número (Adak et al., 2005). 

Provavelmente, um dos fatores mais importantes para determinar a capacidade vetorial da  
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espécie é o grau de antropofilia (Nanda et al., 1996). Nos arredores da cidad de Manaus, de 

An. darlingi são reconhecidas como fortemente antropofílicas e endofílicas e suas populações 

ocorrem ao longo do ano todo. An. albitarsis s.l. se mostrou muito suscetível à infecção por P. 

vivax, concordando com resultados de outros trabalhos realizados em outros estados da 

Amazônia Brasileira, tais como Roraima, Pará, Amapá e Rondônia (Arruda et al., 1986; 

Oliveira-Ferreira, et al., 1990; Silva-Vasconcelos et al., 2002; Póvoa et al., 2000) Entretanto, 

Klein et al. (1992) consideraram An. albitarsis s.l. um vetor duvdoso devido ao baixo número 

de oocistos observados, o comportamento zoofílico e a distribuição sasonal. Da mesma forma 

que An. darlingi e An. albitarsis s.l., An. aquasalis mostrou uma alta suscetibilidade ao P. 

vivax, indicando que essa espécie é uma ferramenta valiosa para realizar estudos sobre 

interação parasito – hospedeiro em vetores do Novo Mundo. Diferente de An. darlingi, An. 

aquasalis está bem adaptada às condições de colonização em laboratório.  

An. nuneztovari s.l. também mostrou uma alta taxa de infecção, que não foi 

significativamente diferente da taxa de infecção de An. darlingi, mas sim de An. albitarsis s.l. 

O número de oocistos em An. nuneztovari s.l. foi menor que o observado em An. darlingi e 

An. albitarsis s.l., porém não foi diferente entre esas duas últimas espécies. An. nuneztovari 

s.l. é considerada importante vetora de malaria em alguns países da América do Sul como 

Venezuela (Rubio-Palis et al., 1992) e Perú (Hayes et al., 1987), porém, em outros países, 

como o Brasil, essa espécies não é considerada vetora porque raramente é encontrada 

naturalmente infectada com Plasmodium, e quando infectada, a taxa de infecção é muito baixa 

(Tadei e Tatcher, 2000; Galardo et al., 2007; Santos et al., 2009). Os resultados apresentados 

aqui sugerem, claramente, An. nuneztovari s.l. possue um alto potencial como vetor de 

malária, e poderia oferecer risco dependendo da sua alta densidade em algumas áreas. Nos 

arredores de Manaus, por exemplo, An. nuneztovari s.l. pode ser uma espécie importante para 

a transmissão de malária por causa da suas altas taxas de alimentação e de infecção 

observadas em condições de laboratório. A população dessa espécie foi encontrada em altas 

densidades em localidades nos arredores Manaus, onde An. darlingi é também abundante 

(Tadei e Tatcher, 2000). Por outro lado, embora An. triannulatus s.l. chegue a se infectar com 

P. vivax nos experimentos descritos aqui, essa espécie apresenta taxas de infecção e número 

de oocistos significativamente baixos comparados com os das outras espéces estudadas. Essas 

observações reforçam a conclusão de que An. triannulatus s.l. não é um importante vetor de  
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malária na região Amazônica (Arruda et al., 1986; Deane et al., 1988; Oliveira-Ferreira et al., 

1990; Klein et al., 1992). 

Exceto para An. albitarsis s.l. e An. aquasalis, as taxas de infecção aumentaram em 

todas as espécies após a inativação do soro. Fatores do soro têm se mostrado importantes por 

influenciar a capacidade dos gametócitos de P. vivax para infectar mosquitos em 

experimentos em que o plasma do paciente foi substituído por plasma ou soro livre de P. 

vivax (Bharti et al., 2006; Bousema et al., 2012;). A infecção nessas duas espécies de 

mosquitos não parece estar fortemente relacionada com fatores imunes do hospedeiro. A 

resistência à infecção por Plasmodium em An. albitarsis s.l. e An. aquasalis pode estar mais 

associada a fatores intrínsecos relacionados com o sistema imune do próprio mosquito, que 

efetivamente, responde destruindo o Plasmodium. Estudos futuros devem incluir a avaliação 

da variabilidade de cepas de P. vivax na suscetibilidade do mosquito e a variação intra e 

interespecífica na resposta imune dos mosquitos à infecção por Plasmodium.  

Os resultados também mostram que o númerode de gametócitos esta positivamente 

correlacionado com a taxa de infecção e o número de oocistos formados, porém, quando os 

resultados foram analisados separadamente para cada espécie, somente An. darlingi e An. 

aquasalis mostraram correlação positiva entre a quantidade de gametócitos e as outras duas 

variáveis. Entretanto, de acordo com Klein et al. (1991) não houve correlação entre o número 

de gametócitos de P. falciparum e o número médio de oocistos formados em An. darlingi, 

embora, em geral, o número baixo de gametócitos circulantes no sangue resultou em poucos 

mosquitos infecados. Resultados diferentes poderiam estar relacionados com os métodos 

utilizados para a contagem de gametócitos, como determinado por microscopia de luz, que 

não predizem a transmissão de P. vivax aos mosquitos (Sattabongkot et al., 1991). 

 

6.2 Ativação da via de resposta immune JAK/STAT durante a fase tardia d infecção de 

An. aquasalis com P. vivax 

Bahia et al. (2011) caracterizaram um membro da família STAT em An. aquasalis, 

chamado AqSTAT, que é filogenéticamente mais próximo do gene STAT-A do que do gene  
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STAT-B de An. gambiae, previamente registrados por Barillas-Mury et al. (1999). AgSTAT-

B regula a expressão de AgSTAT-A, que mais tarde meia a ativação transcricional dos genes 

NOS e SOCS em resposta à infecção por P. falciparum em An. gambiae (Gupta et al., 2009). 

Bahia et al. (2011) encontraram que o gene AqSTAT é expressado em todos os 

estágios de desenvolvimento de An. aquasalis (ovo, larva, pupa e machos e fêmeas adultos), e 

durante a fase inicial da infecção com P. vivax. No nosso trabalho observamos indução dos 

genes STAT e PIAS 24hpi, concordando com resultados prévios que mostraram a ativação 

dessa via de sinalização durante a fase inicial da infecção.  

Bahia et al. (2011) não observaram aumento na expressão de NOS em 12 and 24 hpi, 

mas observaram um pico de indução desse gene em 36 hpi. Nossos dados mostraram uma 

leve indução da expressão de NOS em 24hpi, confirmando a idéia de Bahia et al. (2011) de 

que a via JAK/STAT é ativada de forma transitória durante a fase inicial da infecção de An. 

aquasalis com P. vivax. 

Nossos dados mostram que, após a indução da via JAK/STAT na fase inicial da 

infecção (Figura 1, Bahia et al., 2011) a expressão dos genes STAT, PIAS e NOS não é 

aumentada nos 4dpi nos mosquitos infectados. Pode ser que, uma vez o oocinete está a ponto 

de atravessar o epitélio, a ativação da via não é desencadeada no intestino médio e/ou 

sistemicamente e, então, essa via imune chega a ser silenciosa. Nesse tempo da infecção, os 

oocistos estão bem estabelecidos na lamina basal e, de alguma forma, “escondidos” do 

sistema imune do mosquito. Em An. gambiae infectados com P. berghei foi observada uma 

resposta immune sistémica na carcasa quando os oocistos estavam formados (Richman et al., 

1997; Dimopoulos, 1998).  

No nosso modelo, ainda não está claro o exato momento em qe os oocistos são 

liberados na hemolinfa após a ruptura dos oocistos. Experimentos utilizando An. gambiae - P. 

falciparum (Hillyer et al., 2003) e Ae. aegypti - P. gallinaceum (Hillyer et al., 2007) 

mostraram que os esporozoítos podem circular no hemócele por mais de seis dias após a 

ruptura sincronizada dos oocistos no intestino médio. Porém, a invasão das glândulas 

salivares deve ocorrer em menos de 8 h depois da sua liberação no hemócele, de forma 

contrária eles serão degradados. Nós especulamos que, em An. aquasalis infectados com P.  
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vivax, a ruprura dos oocistos deve ocorrer entre 10 and 14dpi, porque esse é o período de 

tempo em que foi observada uma re-indução dos genes da via STAT (Figurae 1). Mais ou 

menos nesse tempo, o sistema immune do mosquito é capaz de detectar de novo a presença 

dos parasitos (esporozoítes) na hemolinfa e assim acumular uma resposta imune que inclui a 

ativação da via JAK/STAT para limitar o número de esporozoítos. 

A alta indução da expressão do gene NOS em 12dpi pode estar relacionada com 

processosde fagocitose modulados pelos hemócitos (Hillyer et al., 2003). O gene NOS é 

expressado no citoplasma das células do epitélio do intestino médio e nos hemócitos; a 

ativação da via STAT pode estar implicada na indução da expressão de NOS em outros 

tecidos, incluindo as glândulas salivares (Richman et al., 1997; Dimopoulos, 1998; Hillyer et 

al., 2009). Em Drosophila a produção aumentada de NO éobservada durante respostas de 

encapsulação melanótica mediada por hemócitos (Nappi et al., 2000).  

Nossos dados demonstram que os níveis de mRNA de STAT and NOS inducidos 

diminuíram em 14dpi (Figuras 1A and B). Isso pode estar indicar que a ativação da via 

JAK/STAT na fase tardia da infecção com P.vivax também é transitória. Provavelmente, os 

efetores imunes dessa via são necessários para limitar a sobrevivência dos esporozoítos e a 

invasão das glândulas salivares por um breve período de tempo. Nós observamos que a 

espressão de PIAS, de forma diferente de NOS, é induzida ainda em 14dpi (Figura 1C) 

podendo indicar e garantir que a via não permaneça ativa constatemente ao longo dos últimos 

dias da infecção. Assim, a ativação de JAK/STAT na fase tardia da infecção trabalha dentro 

de uma janela de tempo estreita quando os esporozoítos devem invadir as glândulas salivares 

ou ser destruídos no hemócele. A ativação transitória da via STAT foi apontada por 

Dimopoulos et al. (1998) em An. gambiae infectados com P. berghei.  

Nossos dados mostram que a via de sinalização JAK/STAT é ativada de forma 

transtitória durante as fases inicial e tardia da infecção de An. aquasalis com P. vivax. Agora 

temos interesse em saber de que forma os genes regulados por essa via podem modular o 

desenvolvimento do parasito no mosquito  
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6.3 Ativação da via JAK/STAT durante a fase inicial da infecção de An. darlingi com P. 

vivax 

Foi observada uma redução nos níveis de NOS em An. darlingi infectados com P. 

vivax. Segundo Gupta et al. (2012) níveis baixos de NOS são necesários para o sucesso da 

invasão do intestino médio pelo oocineto e a posterior formação dos oocistos. Dessa forma, a 

expressão reduzida de NOS em 24hpi podria estar indicando que outra via diferente de 

JAK/STAT é a que regula a invasão do epitlio. É possível que a expressão de NOS observada 

em 3 dpi tenha sido induzida por resposta imune celular modulada pelos hemócitos ou por 

outros tecidos (Richman et al., 1997; Dimopoulos, 1998; Hillyer et al., 2003; 2009).  

Nossos dados sugerem que a via immune JAK/STAT não é ativada durante a fase 

inicial da infecção de An. darlingi com P. vivax. Claramente, os genes STAT, PIAS e NOS 

não foram induzidos pelo parasito. O papel da via JAK/STAT na fase tardia da infecção de 

An. darlingi com P. vivax ainda deve ser investigado. Outros mecanismos de resposta immune 

devem ser estudados em An. darlingi infectados com P. vivax para poder entender os eventos 

moleculares que modulam a infecção com Plasmodium nesse importante vetor amazônico.  
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- An. darlingi, An. albitarsis s.l., An.triannulatus s.l.e An. nuneztovari s.l. silvestres e An. 

aquasalis de colônia são suscetíveis à infecção experimental por P. vivax.  

- Anopheles albitarsis s.l., An. nuneztovari s.l. e An. aquasalis apresentaram taxas de infecção 

maiores que An. darlingi. Entretanto, An. albitarsis s.l. e An. darlingi desenvolveram a maior 

quantidade de oocistos.  

-A baixa taxa e infecção observada em An. darlingi indica que outras características da 

espécie devem ser muito importantes para que seja tida como a principal vetora na região 

Amazônica. 

-A alta taxa de infecção e o alto número de oocistos mostrados em An. aquasalis indicam que 

a combinação An. aquasalis - P. vivax é um modelo de laboratório factível. 

-A inativação do soro antes da alimetação experimental dos mosquitos pode ajudar a melhorar 

a taxa de infecção e favorecer a formação de oocistos em algumas espécies de mosquitos. 

-A expressão dos genes da via JAK/STAT é induzida na fase tardia da infecção de An. 

aquasalis com P. vivax. Nesse par parasito-vetor a via JAK/STAT foi ativada de forma 

transtória durante o inicio da infecção, quando os oocinetos atravessam as células do epitélio 

intestinal, e na fase tardia, quando os esporozoitos são liberados no hemocele e invadem as 

glândulas salivares. 

-Em An. darlingi infectados com P. vivax a via JAK/STAT não foi ativada durante a fase 

inicial da infecção. Outras vias devem ser estudadas para tentar entender o sistema imune 

dessa importante espécie vetora de Plasmodium na região Amazônica. 

O desenvolvimento de novas estratégias para o controle da malária inclui métodos 

direcionados a interromper o desenvolvimento do parasito no vetor. Estudar as interações dos 

parasitos com seus vetores, utilizando sistemas de transmissão natural, diferente dos modelos 

não naturais usados atualmente, é crítico para o desenvolvimento de estratégias que possam, 

finalmente, ser utilizadas em campo. Esses estudos são realizados em situações difíceis, 

quando os mosquitos não podem ser criados em laboratório, como ocorre com muitos dos 

vetores da América do Sul, tais como An. darlingi, que ainda não é colonizado em laboratório, 

apesar dos  diversos esforços por parte de diferentes grupos de investigação (observação  
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pessoal). Somente An. aquasalis, o principal vetor em regiões costeiras do Brasil, tem sido 

estabelecido e mantido em condições de laboratório.  
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