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RESUMO

A malaria ¢ um problema de saude publica. O Brasil ¢ o pais sul-americano que mais
casos aporta todo ano, a maioria deles ocorridos na regido Amazodnica. Até o presente nao ha
nenhuma vacina eficaz contra a maldria. O controle dessa doenga baseia-se principalmente no
combate vetorial. Um dos desafios atuais ¢ encontrar novas moléculas uteis para bloquear a
transmissdo da maldaria no vetor, sendo necessario para isso conhecer a biologia da interacao
entre os parasitos e seus hospedeiros. A maioria dos grupos de pesquisa utiliza como modelos
de laboratorios combinagdes ndo naturais de Anopheles — Plasmodium. Neste trabalho foi
avaliada a suscetibilidade ao P. vivax em espécies Amazonicas de Anopheles, fémeas de
Anopheles darlingi, An. albitarsis s.I., An. nuneztovari s.l. e An. triannulatus s.1. e An.
aquasalis foram infectadas com P. vivax utilizando um sistema de infec¢do experimental por
membrana artificial. Todas as espécies de Anopheles estudadas foram suscetiveis a infecgdo
por P. vivax, porém a taxa de infec¢do 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 correlagdo positiva entre o nimero de gametocitos e
o numero de oocistos formados. Também foi avaliada a via JAK/STAT de resposta imune em
A. aquasalis, durante a fase tardia da infec¢do, ¢ em A. darlingi, no inicio da infec¢dao. A
expressao dos genes STAT, PIAS e NOS foi avaliada por g-PCR. Em An. aquasalis a
expressao dos genes estudados foi induzida a partir de 8 dPI (PIAS e NOS) e 12 dPI (STAT),
e comecou a diminuir aos 14dPI, provavelmente indicando a indugao transitoria desses genes
na fase tardia da infec¢do. Em An. darlingi ndo foi observada a ativa¢do dessa via imune
durante a fase inicial da infeccdo 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 sinalizagdo devem ser

estudadas na resposta de An. darlingi a infecgdo 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.1., An. nuneztovari s.1. 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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Rios-Velasquez CM Suscetibilidade e imunidade em Anopheles ao Plasmodium

1.1 Malaria

A maldria, conhecida também como “paludismo”, ¢ uma doencga infecciosa febril aguda
cujos sintomas sdo dores de cabeca, abdominal, nas costas e no corpo, fraqueza, febre alta,
calafrios, tontura, nduseas e vomitos. Normalmente, os sintomas aparecem entre 10 e 15 dias
apos a picada do mosquito infectado, e se a doenga ndo for tratada a tempo, pode desencadear

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

Em 1880, Alphonse Laveran descobriu o parasito causador da malaria e, em 1897,
Ronald Ross demonstrou que o vetor era um mosquito (revisado por Sherman, 1998).
Entretanto, apds mais de um século desses descobrimentos, a maldria continua sendo um
grande problema de saude publica. Atualmente, um ter¢o da populagdo mundial esta em risco

de contrai-la.

No mundo, hd um total de 104 paises endémicos, localizados nas regides tropicais e
subtropicais da Africa (43), Américas (21), Leste do Mediterraneo (10), Europa (8), Sudeste
da Asia (10) e Leste do Pacifico (10) (Figura 1). Em 2012, foram registrados
aproximadamente 219 milhdes de casos clinicos € 627.000 mortes. Essas cifras mostram uma
reducdo global de casos de 25% desde o ano 2000. Entretanto, a maioria desses casos foi
registada no Continente Africano, onde o controle da doenga ¢ dificultado pela falta de

programas de vigilancia, diagnostico, tratamento e controle efetivos (WHO, 2013b).
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Figura 1. Mapa da porcentagem da populagdo mundial em risco de contrair malaria (fonte:

WHO, 2013c).
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As Américas apresentam 21 paises endémicos para malaria. Em 2012 foram registrados
aproximadamente 469.000 casos confirmados, a maioria deles na bacia Amazonica, que cobre

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

Segundo a Organizagdo Mundial da Satide (OMS) dos 104 paises endémicos, 79 estdo
em fase de controle da malaria, 10 estio em fase de pré-eliminacdo e 10 em fase de
eliminagdo. Os cinco paises restantes, que nao tém transmissao, estdo em fase de prevengao
da reintroducdo da doenca (WHO, 2013b). Atualmente, o Plano de A¢dao Mundial Contra
Maléria (Global Malaria Action Plan -GMAP) da OMS tem como metas reduzir, até 2015, as
mortes por maldria a niveis proximos de zero, diminuir o numero de casos em 75% e eliminar

a maléaria em mais 10 paises (WHO, 2013Db).

Segundo a OMS, o Brasil esta em fase de controle da malaria (WHO, 2013b), com
uma média de 422.858 casos por ano, nos ultimos 12 anos (MS/SVS, 2013a). Em 2011 foram
registrados cerca de 267.000 casos no pais, 99.7% deles na regido Amazodnica. Os estados de
Pard, Amazonas, Amapa, Rondonia, Acre e Roraima contribuiram com aproximadamente
98% dos casos (Figuras 2 e 3). O Sistema de Informagdo sobre Mortalidade (SIM) do
Ministério da Saude registrou 69 6bitos por malaria em 2011 (MS/SVS, 2013b).

Na regido Extra-Amazonica foram registrados 914 casos em 2012, principalmente, nos
estados de Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Parana, Piaui, Rio de Janeiro e Sdo Paulo
(MS/SVS / Sivep maléria, 2013). A maioria desses casos ¢ importada, geralmente da regido
Amazonica e da Africa. Alguns casos tém sido considerados autoctones transmitidos e
mantidos em focos pequenos, especialmente em areas de Mata Atlantica (Rezende et al.,

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

No periodo de 2000 a 2011 foi observada uma redugao de 56,7% dos casos no Brasil.
Essa redugdo ¢ devida, em parte, ao estabelecimento do Programa Nacional de Controle da
Malaria (PNCM). Esse programa visa controlar e prevenir a malaria de forma permanente
através do apoio a estruturacdo dos servigos locais de satde, diagndstico e tratamento precoce
da doenga, fortalecimento da vigilancia e controle vetorial, capacitagdo de recursos humanos,
educacdo em saude, comunicacdo e mobilizacdo social, pesquisa e sustentabilidade politica

(MS/SVS, 2003).
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Figura 2. Mapa mostrando as areas com risco de transmissdo de maléria no Brasil (modificado

de MS/SVS/Sivep-Malaria, 2013).
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Figura 3. Casos de maléria notificados na Regido Amazonica, Brasil, no periodo de 2000 a

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

24



Rios-Velasquez CM Suscetibilidade e imunidade em Anopheles ao Plasmodium

Entretanto, se por um lado ha uma melhoria das a¢des do governo para controlar a
malaria, por outro hd uma série de fatos que contribuem para o aumento de casos da doenca
tais como a ocupagdo intensa ¢ desordenada das periferias das cidades, o desmatamento para
extracdo de madeira, a criacdo de gado, a criacdo de assentamentos rurais € a atividade

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

Embora muitos esfor¢os sejam feitos para controlar a malaria, o Brasil e o mundo ainda
estdo longe de conseguir esse objetivo. Muitos desafios sdo colocados atualmente, mas,
provavelmente, o desenvolvimento de uma vacina efetiva, seja a ferramenta necessaria para

prevenir a doenga (WHO, 2013a).

1.2 Os parasitos

A maldria é causada por protozoarios classificados dentro do Filo Apicomplexa, Classe
Aconoidasida, Ordem Haemosporida, Familia Plasmodiidae ¢ Género Plasmodium. Existem
cinco espécies de Plasmodium causadoras da doengca 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 € Grassi
1889.

Plasmodium ovale ocorre na Africa Subsaariana, India e Indonésia (revisado por
Antinori et al.,, 2012). E uma espécie morfologicamente parecida com P. vivax, invade
reticuldcitos e forma hipnozoitos (ou formas dormentes) no figado, que podem ser reativados
semanas, meses ou anos mais tarde, causando subseqiientes infeccoes denominadas relapsos.
Essa maléria é considerada de pouca importancia porque os sintomas sdo brandos e, somente
em casos de parasitemia alta podem aparecer episodios febris (Faye et al., 2002). Para P.
ovale, a taxa de infec¢do é muito baixa, embora a detec¢ao por métodos moleculares tenha
mostrado uma prevaléncia significativamente maior em algumas regides (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. E
propria de primatas e pode ser transmitida ao homem através da picada de mosquitos vetores.

Durante a fase inicial do seu desenvolvimento ¢ similar a P. malariae. Causa malaria humana
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grave no Sudeste Asiatico, onde apresenta uma alta prevaléncia. Invade células vermelhas
jovens e maduras e, se ndo ¢ diagnosticada e tratada cedo, sua parasitemia pode alcancar
niveis altos causando quadros graves e risco de morte (Singh et al., 2004; Reyburn ¢ Virk,
2009; Sabbatani et al., 2010). Ndo ha registros de malaria por P. ovale e P. knowlesi nas
Américas, onde P. falciparum, P. vivax e P. malariae sao as espécies responsaveis pelos casos
registrados de malaria (MS/SVS, 2013a).

Plasmodium malariae tem uma ampla distribuicdo em todas as principais regides
endémicas do mundo, sendo mais comumente encontrada na Africa Subsaariana e no
Sudoeste do Pacifico onde alcanga uma prevaléncia 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 diagndstico por gota
espessa (o0 mais comum) causa hemdlise e posterior deformagdo da célula vermelha, levando a
erros na identificagdo da espécie e, conseqiientemente, a subnotificagdo (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 reacao em cadeia da polimerase (PCR).
Essa espécie ¢ conhecida por causar malaria branda, no entanto pode causar infec¢des

cronicas e, raramente, sindrome nefrotica cronica que pode levar a morte (Muller et al., 2007).

Plasmodium falciparum ¢ a espécie mais agressiva que causa 0s casos mais graves € a
maioria das mortes. Ela afeta células vermelhas jovens e maduras, e estd amplamente
distribuida nos paises endémicos, sendo mais prevalente na Africa (revisado por Antinori et
al., 2012; WHO, 2013Db). As infecgdes por P. falciparum somam aproximadamente 11,9% dos
casos registrados no Brasil (Figura 4) (MS/SVS, 2013a).

A malaria por P. vivax é menos agressiva que P. falciparum. P. vivax tem uma
distribuicao mais ampla e ¢ mais prevalente na regido 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 caracteristica
desse parasito ¢ a formacdo de hipnozoitos, formas parasitarias que permanecem

“adormecidas” nas células hepaticas e causam recidivas tardias da infeccao.
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Figura 4. Proporcao de casos de maldria notificados, por espécie, na Regido Amazonica,

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

Desde a década de 1990 tém sido observadas mudancas na epidemiologia da malaria
na Regido Amazonica. Primeiro, uma importante redu¢do do numero de casos por P.
falciparum (de 50% em 1988 a 11,93% em 2011), parcialmente devido a aplicacdo das
diretrizes do PNCM que estabelece a realizagdo do diagnéstico e tratamento no inicio da
infeccdo, quando ainda ndo ha presenca de gametocitos em sangue periférico (MS/SVS,
2013a). Segundo, P. vivax, que tradicionalmente estava associado a quadros benignos, nos
ultimos anos tem causado quadros complicados com desenvolvimento de maléria cerebral,
disfuncdo hepatica com ictericia severa, lesdo pulmonar aguda, sindrome respiratéria aguda,
edema pulmonar, choque renal, ruptura de bago, trombocitopenia severa, hemorragia, anemia
severa, ¢ em alguns casos, tem levado a dbito. Entretanto, a relagdo da severidade dos casos
com a presenga do parasito ou a ocorréncia de outras patologias concomitantes ainda nao esta
clara (Alexandre et al., 2010; revisdo de Oliveira-Ferreira et al., 2010; Costa et al., 2012;
Lacerda et al., 2012; Raposo et al., 2013).

1.3 Os vetores

A maléria ¢ transmitida por mosquitos vulgarmente conhecidos como carapanas,

muricocas ou pernilongos. Taxonomicamente eles estdo classificados dentro da Ordem
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Diptera, Familia Culicidae e Género Anopheles. Como todos os insetos da familia Culicidae,
os anofelinos tém uma metamorfose completa (holometdbolos), ou seja, durante seu
desenvolvimento passam pelos estadios de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 5). Os estadios de
ovo, larva e pupa sdo aquaticos e ocupam criadouros de porte mediano a pequeno, providos de
agua limpa, fria e corrente, em locais sombreados, com presenca de raizes e vegetagdo
aquatica. Os ovos sdo elipticos e apresentam expansdes bilaterais do exocdrio formando
flutuadores, sdo postos individualmente na superficie da dgua, em numero de 50 a 500 por
cada fémea. As larvas passam por quatro estagios larvais que se diferenciam entre si pelo
tamanho; e se diferenciam de outros géneros de mosquitos pela auséncia de sifdo respiratorio
e por apresentarem uma posi¢do paralela a superficie da dgua. As pupas t€ém formato de
virgula e constituem o estagio de transicdo para a forma adulta. Os adultos sdo terrestres, e,
quando em repouso, ficam em posi¢ao obliqua com a superficie. As fémeas sao hematofagas e
precisam do repasto sanguineo completo para o amadurecimento dos ovos. Fémeas de
algumas espécies de Anopheles sdo estenogamicas, podendo copular em ambientes confinados
como pequenas gaiolas, o que facilita a colonizacdo em condig¢des de laboratério (Forattini,

2002).

Fase
Terrestre

Fase
~ Aquatica

Figura 5. Ciclo de vida de Anopheles aquasalis
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O género Anopheles é composto por cerca de 450 espécies, 41 estdo envolvidas na
transmissdo do Plasmodium ao homem e, dentre elas, nove estdo distribuidas 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 Regido Amazodnica tém 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
sdo consideradas vetoras secundarias ou ocasionais e, apesar de estar amplamente distribuidas

na Regido, sua participagdo na transmissao da malaria € varidvel entre localidades.
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Figura 6. Mapa da distribui¢do de espécies de anofelinos vetoras de maléria, predominantes

no mundo (Fonte: Sinka et al., 2012)
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An. darlingi ¢ encontrado desde o sul do México até a Nicaragua, na América Central;
e desde a Colombia, ao leste da Cordilheira dos Andes, até o norte da Argentina, na América
do Sul (Figura 7). E uma espécie de hébito antropofilico ¢ endofilico, com horario de picada
crepuscular e noturno. E o principal e mais eficiente vetor de malaria humana nas Américas.
Tem sido associado a surtos de malaria na Argentina, Bolivia, Colombia, Guiana Francesa,
Guatemala, Guiana, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela (Revisdo de Hiwat e Bretas, 2011;
Naranjo-Diaz et al., 2013). Na Regido Amazdnica tem sido encontrada naturalmente infectada
com P. vivax, P. falciparum e P. malariae, com taxas de infec¢do que variam entre 0,3 ¢ 22%
(Deane et al., 1948; Oliveira-Ferreira et al., 1990; Klein et al., 1992; Tadei e Thatcher, 2000;
Pévoa 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, esta distribuido nas regides costeiras desde a
Nicardgua até o sudeste do Brasil, no oceano Atlantico, e no Equador, no oceano Pacifico
(Figura 7) (Forattini, 2002; revisdo de Hiwat e Bretas, 2011). A atividade hematofagica ¢ no
periodo crepuscular. As fémeas sdo mais zoofilicas que antropofilicas e mais exofilicas que
endofilicas, embora na regido norte do Brasil sejam mais antropofilicas e endofilicas. E
considerado principal vetor na Venezuela, Trinidade e Tobago, Guiana Francesa, Guiana € em
areas litoraneas do norte ¢ nordeste do Brasil (Deane et al., 1948; Chadee et al., 1999;
Zimmerman, 1992; Rubio-Palis et al., 1992). Na Regido Amazonica tem sido encontrada
naturalmente infectada com P. vivax, P. falciparum e P. malariae, com taxas de infec¢do
variando entre 0,26 ¢ 1,28% (Galvao et al., 1942; Deane et al., 1948; Povoa et al., 2003;
Silva et al., 2006a).

Anopheles albitarsis Lynch Arribalzaga, 1878 faz parte do complexo Albitarsis
composto pelas espécies cripticas: An. albitarsis, An. marajoara, An. deaneorum, ¢ uma
quarta espécie ainda ndo descrita. Essa espécie esta distribuida desde a Nicaragua até o Norte
da Argentina (Figura 7) (Forattini, 2002; revisdao de Hiwat e Bretas, 2011). As fémeas sdo
antropofilicas, embora em algumas localidades apresentem comportamento zoofilico. A
hematofagia ocorre em horério crepuscular vespertino. E considerada vetora secundaria em
algumas localidades da Regido Amazodnica, onde as taxas de infec¢do natural variam entre
0,82 ¢ 5,2% (Deane et al., 1948; Povoa et al., 2001; Silva-Vasconcelos et al., 2002; Rocha et
al., 2008).
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Figura 7. Mapa das Américas mostrando a distribui¢ao 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; revisdo de Hiwat e Bretas, 2011). As fémeas sdo exofilicas e
zoofilicas e o pico de atividade hematofigica ocorre & meia noite. E considerada transmissora
de Plasmodium na Venezuela (Rubio-Palis et al., 1992), Pert (Hayes et al., 1987), Guiana
Francesa (Dusfour et al., 2012) e Coldombia (Montoya-Lerma et al., 2011; Naranjo-Diaz et al.,
2013; Orjuela et al.,, 2013). Na Regido Amazodnica Brasileira tem sido encontrada
naturalmente infectada por P. vivax, P. falciparum e P. malariae, com taxas de infecgdo de
0,089 a 2,6% (Galvao 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) esta distribuido desde a Nicaragua até o
norte da Argentina (Figura 7) (Forattini, 2002; Hay et al., 2010). E essencialmente zoofilico e
exofilico. Devido a essas caracteristicas, ele ndo tem sido considerado um bom vetor € s6 em
algumas regides ¢ suspeito de auxiliar na transmissdo quando em altas densidades. Na Regido
Amazonica tem apresentado taxas de infecgdo natural entre 0,23 ¢ 0,56% (Povoa et al., 2001;

Galardo et al., 2007).

Na regido extra-amazonica, ao sul e sudeste do Brasil, as espécies Anopheles

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

regido amazonica ndo existem registros sobre a presenca dessas duas espécies.

1.4 Ciclo de transmissio do Plasmodium

O Plasmodium apresenta um ciclo de vida heteroxénico, 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 malaria humana durante o seu desenvolvimento passam
por duas fases: uma sexual exdgena nomeada de esporogdnica, na qual ocorre a multiplicacdo
do parasito em mosquitos do género Anopheles, e outra assexual endogena ou esquizogdnica

que ocorre no hospedeiro vertebrado.

=10000
merozoitos

Figura 8. Ciclo de transmissdo do Plasmodium (modificado de Ménard et al., 2013).
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A transmissdo do Plasmodium comega quando um mosquito infectado inocula,
durante o repasto sanguineo, junto com a saliva, esporozoitos no hospedeiro humano. Os
esporozoitos infectam os hepatécitos e se transformam em esquizontes. Esses se replicam e
transformam em merozoitos que sdo liberados na corrente sanguinea onde invadem as células
vermelhas se transformando em trofozoitos. Apds algum tempo, os trofozoitos se
transformam em merozoitos que sdo liberados novamente na corrente sanguinea. Alguns
merozoitos se transformam em gametocitos e outros continuam invadindo células vermelhas e

repetindo o ciclo assexual (Figura 8).

Os mosquitos, durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado,
adquirem gametdcitos masculinos e femininos. Dentro do intestino médio, os gametdcitos se
transformam, por gametogénese, em microgametas (masculinos) e macrogametas (femininos).
Os macrogametas saem do eritrocito para produzir um Unico gameto esférico. A
gametogénese masculina envolve trés ciclos de replicagdo de DNA para gerar oito
microgametas num processo conhecido como exflagelacdo (Alano et al, 2007). Duas ou trés
horas apds o repasto infectivo ocorre a fecundagdo das macrogametas pelas microgametas e a
subseqiiente formacao do zigoto. Durante as seguintes 10-30 horas o zigoto se transforma em
oocineto moével, que migra até as células do epitélio do intestino médio, atravessando-as.
Quando entra em contato com a lamina basal do epitélio, no lado da hemocele, se transforma
em oocisto. A formagdo dos oocistos comega 2448 horas apds o repasto ¢ dura de 5 a 10
dias, dependendo da espécie de parasito e de vetor. Dentro do oocisto, por esporogonia, sao
formados os esporozoitos que, uma vez liberados, circulam na hemocele, migram e invadem
as glandulas salivares. Nas glandulas salivares, os esporozoitos se agrupam nas cavidades
secretoras e, posteriormente, 15 a 20 dias apds o repasto infectante, alcangam os ductos
salivares para serem inoculados em um novo hospedeiro no préoximo repasto sanguineo,
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).
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Figura 9. Ciclo de desenvolvimento do Plasmodium no mosquito: transformagdes do

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

Durante o desenvolvimento do Plasmodium no mosquito ocorrem diminui¢do e
aumento do nimero de parasitos dependendo da fase de desenvolvimento. Geralmente, menos
de 5% dos macrogametodcitos ingeridos no repasto sanguineo 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 a resposta imune do
mosquito. Um grande aumento da densidade parasitiria ocorre durante o processo de
esporogonia, quando cada oocisto pode produzir entre 1x10° — 1x10* esporozoitos. Deles, s6

25% chegara até a glandula 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 ativacdo da via de sinalizagdo 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 ¢ considerada como o periodo que comprende
aproximadamente os trés primeiros dias da infeccao, desde 0 momento do repasto sanguineo
até a formacao dos oocistos. A fase tardia da infec¢do compreende o periodo entre a formagao
completa dos oocistos e a invasdo das glandulas salvares pelos esporozoites, € demora

aproximadamente duas semanas apds o repasto sanguineo infectante.
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1.5 Competéncia vetorial

A transmissdo do Plasmodium varia entre espécies e, em muitos casos, entre
populagdes de mosquitos. Algumas espécies t€m um papel decisivo na transmissdo da malaria
em areas endémicas, por outro lado, outras espécies tém papel secundario com relevancia

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

A importancia de uma espécie de mosquito na transmissdo depende da sua capacidade
e competéncia vetorial. A capacidade vetorial esta relacionada com a intensidade da
transmissdo do parasito e € quantificada pela densidade dos vetores, a taxa de picada, a
quantidade de parasitos por inoculo e a longevidade do mosquito. A competéncia vetorial € a
capacidade intrinseca do mosquito que permite a replicacdo e transmissao do parasito (Cohuet

etal., 2010).

Uma espécie de mosquito é considerada vetora competente quando o Plasmodium
consegue completar seu ciclo de desenvolvimento desde a fase de gametocito no sangue
ingerido até o esporozoito na glandula salivar. A observac¢do de oocistos bem desenvolvidos
no intestino médio do mosquito indica que o Plasmodium esta estabelecido e que o mosquito
¢ suscetivel (Cohuet et al., 2010; Stone et al., 2013).). Esse parametro ¢ usado para calcular a
taxa de infec¢do numa populacdo de mosquitos (propor¢do de individuos em uma populacao
de mosquitos que expressa a incidéncia do Plasmodium) e serve para definir a competéncia

vetorial e a dindmica de transmissao em regides geograficas e populagdes diferentes.

Parasitos e vetores tendem a garantir a sobrevivéncia do hospedeiro pelo tempo
suficiente para que o parasito complete seu desenvolvimento e consiga ser transmitido. Entre
tanto, a presenca de patdogenos induz uma resposta imune no mosquito que pode limitar a

eficiéncia da infeccao.

1.6 Infec¢io experimental

A infec¢ao dos mosquitos com Plasmodium ocorre apdés um repasto com sangue
infectado com gametocitos 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 extraido por venipuntura do paciente malarico
utilizando um sistema artificial composto por alimentadores de vidro revestidos com uma
membrana sintética ou natural. O método de alimentacdo direta foi desenvolvido por
Muirhead-Thomson (1957) e, embora mostre a realidade epidemioldgica, ndo tem total
aceitacdo pelas implicagdes éticas, o incomodo e reagdes colaterais causadas pela picada do

mosquito.

Para a alimentacdo indireta sdo utilizados alimentadores de vidro compostos por uma
cavidade central tubular, fechada na parte inferior por uma membrana através da qual os
mosquitos se alimentardo. Ao redor desse tubo encontra-se, uma camara conectada por
mangueiras a um banho maria que permite a circula¢do de 4gua a 39°C para manter o sangue
aquecido. Para esse tipo de alimentagdo, tradicionalmente tém sido utilizadas diversas
membranas naturais, tais como pele de pinto, camundongo e intestino suino (i.e.: Yoeli, 1938;
Pothikasikorn et al., 2007). Entretanto, devido as dificuldades de manejo e crecentes
restrigdes ao uso de animais de experimentagcdo, 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) vém sendo cada vez mais utilizadas na infec¢do experimental de mosquitos.

Experimentos realizados para comparar a eficiéncia de ambos os métodos
(alimentacdo direta e por membranas) tém mostrado que ambos os métodos sdo adequados
para avaliar diversos parametros da interacdo entre os parasitos ¢ seus hospedeiros como: a
infectividade entre individuos portadores de gametocitos, a suscetibilidade dos mosquitos a
infecgdo com Plasmodium, taxa de infec¢do, formagao de oocistos ¢ atividade de bloqueio de
transmissdo de malaria (Bonnet et al., 2000; Awono-Ambene et al., 2001; Bousema et al.,
2010; Bharti et al., 2006). Os dois métodos tém se mostrado sensiveis permitindo o
desenvolvimento da infec¢do no mosquito, mesmo com parasitemia baixa no paciente
malarico doador do sangue (Bonnet et al., 2000; Bousema et al., 2010; Sattabongkot et al.,
2003).
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1.7 Modelos de infeccao para estudos de interacio entre parasitos e hospedeiros

A maldria continua sendo um grande problema de saide publica no mundo. As
estratégias para controlar a endemia nao tem sido suficientes e as estatisticas mostram alta
morbidade e mortalidade todo ano. Os novos desafios para controlar a maléaria incluem
estratégias para a interrup¢do do ciclo de transmissdo no mosquito, mas isso requer um
melhor entendimento das interagdes especificas entre os plasmodios humanos e seus vetores

naturais.

Para estudar a interagdo entre os parasitos e seus vetores sao utilizados modelos de
infeccdo experimental. A maioria desses modelos inclui os parasitos Plasmodium berghei
(agente causador da malaria murina), Plasmodium gallinaceum (agente causador da malaria
aviaria) e Plasmodium falciparum; e as espécies de mosquitos Anopheles gambiae (principal
vetor na Africa), Anopheles stephensi (vetor na India), Anopheles albimanus (vetor nas
Américas) e Aedes aegypti (modelo experimental para malaria aviaria) (e.g. Lin et al., 2004;
Osta et al., 2004; Barillas-Mury, 2007; Garver et al., 2009; Rodrigues et al., 2010). Todas
essas espécies sdo cultivadas/colonizadas em condigdes de laboratorio, facilitando o

desenvolvimento das pesquisas.

Diferentes combinagdes de parasito — mosquito vetor induzem diferentes mecanismos
de resposta imune. A producdo de 6xido nitrico sintase (NOS) ¢ induzida apds a invasdo das
células epiteliais do intestino médio de An. stephensi por oocinetos de P. berghei, mas ndo ¢
induzida ap6s a invasdo 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 formagao de oocistos foi alta e eficiente em An. gambiae e Aedes aegypti, porém
a perda parasitaria foi alta em An. stephensi. Esses exemplos indicam que os mecanismos de
resposta a infec¢do com Plasmodium ndo sdo universais ¢ sim dependentes das espécies

(Plasmodium e mosquitos) e populagdes (gendtipos) envolvidas.

Algumas das combinagdes parasito — mosquito vetor, tais como P. berghei —An.
gambiae (Osta et al., 2004), sdo puramente experimentais € ndo ocorrem na natureza, €
podem ndo refletir a real interacdo entre os parasitos e seus vetores (Boete, 2005). A

probabilidade de que a infec¢do com o parasito cause a morte do hospedeiro ¢ maior entre
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combinagdes ndo naturais de parasito-mosquito do que entre combinacdes naturais, aquelas
que co-evoluiram ao longo do tempo (Ferguson e Read, 2002). Provavelmente, essa co-
evolucdo entre parasitos ¢ mosquitos favoreceu a sele¢do de mecanismos para reduzir os
impactos negativos sobre a sobrevivéncia do mosquito aumentando a probabilidade de

transmissdo do parasito.

P. vivax é a espécie de Plasmodium mais prevalente na regido Amazonica, mas ainda
ndo ¢ cultivada com sucesso em laboratdrio. Seus principais vetores sao An. darlingi ¢ An.
aquasalis, mas s6 essa ultima espécie ¢ colonizada em condigdes de laboratério (Silva et al.,
2006b). A combinagao An. aquasalis (proveniente de uma colonia estavel mantida desde 1995
no Laboratorio de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores (Laficave) do Instituto
Oswaldo Cruz) e P. vivax, proveniente de pacientes malaricos, vem sendo usada pelo nosso
grupo como um modelo experimental de transmissdo de malaria humana para entender os
mecanismos de resposta imune ativados durante a fase inicial da infecg@o (Bahia et al., 2010;
2011; 2013). O uso de modelos experimentais (e.g. P. vivax — An. aquasalis) vem fornecendo
informacdes e ferramentas mais proximas da realidade que permitem conhecer as relagdes
parasito-vetor, sua importancia epidemioldgica e sua possivel contribuicdo para o
desenvolvimento de estratégias para reduzir a competéncia vetorial e a incidéncia da maléria

(Bahia et al., 2010; 2011; 2013; Rios-Velasquez et al., 2013).

1.8 Resposta imune do mosquito a infec¢do com o Plasmodium

Os mosquitos, da mesma forma que outros insetos, possuem mecanismos de defesa
que os protegem contra organismos invasores. Esses mecanismos sdo compostos por barreiras
estruturais e barreiras imunologicas 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 ultima década vem se falando
de resposta imune tipo “primming” que ¢ semelhante & memoria imune e permite aos insetos
acumular uma resposta imune mais efetiva apds o segundo contato com o agente invasor.

Rodrigues et al. (2010) mostraram um aumento na diferenciac¢do ¢ quantidade de hemocitos
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que resultou na redugdo da intensidade da infeccdo 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 abundancia e capacidade de resposta dos

hemocitos.

As barreiras estruturais, que evitam a entrada dos microrganismos na hemolinfa, sdo
compostas pelo exoesqueleto, o intestino médio, a matriz peritrofica e o revestimento
quitinoso da traquéia (Figura 10) (Dimopoulos, 2003; revisado por Lemaitre ¢ Hoffman,
2007). A ruptura dessas barreiras induz uma série de reagdes no hospedeiro como a
melanizagdo e coagulagdo na hemolinfa que selam a lesdo e previnem a dispersdo do agente

patogénico (revisado por Lemaitre ¢ Hoffman, 2007).

O sistema imune inato ¢ um sofisticado sistema de reconhecimento de patdégenos
ativado quando o agente invasor entra na cavidade corporal e é reconhecido como “nao
proprio” pelo inseto através da interacao entre padrdoes moleculares associados aos patdgenos
(PAMPs) e receptores de reconhecimento padroes (PRRs) do hospedeiro. Os PAMPs podem
ser componentes das membranas celulares dos patdogenos como peptidoglicanos (PGN) e
lipopolissacarideos (LPS). Os PRRs sdo peptideos localizados na superficie das células
hospedeiras. Alguns exemplos de PRRs sdo as proteinas de adesao a bactérias Gram negativas
(GNBP), as proteinas de reconhecimento de peptidoglicanos (PGRP) e as proteinas do tipo
fibrinogénio (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 interacdo entre os PAMPs e PRRs desencadeia a ativacdo de vias de sinalizagdo que
regulam: a expressao de moléculas efetoras antimicrobianas (AMPs), a ativacdo da resposta
celular mediada pelos hemocitos que leva a fagocitose, encapsulamento do invasor e morte da
célula invadida por apoptose, além da ativacdo de cascatas de profenoloxidases que sdo
responsaveis por processos de melanizagdo (revisado por Abraham et al., 2004; revisado por

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

Os AMPs sdo sintetizados principalmente pelo corpo gorduroso e os hemdcitos, sdo
secretados na hemolinfa e atuam na membrana do patogeno provocando lise. Em Drosophila,
podem ser classificados em trés grupos de acordo com os organismos alvo: Drosomicinas e

Metchnikowinas sdo ativadas contra fungos; Defensinas sdo ativadas contra bactérias Gram
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Figura 10. Desenho do corte longitudinal de um mosquito mostrando os 6rgdos e tipo de
células envolvidas na interagdo com o Plasmodium e as formas do Plasmodium durante seu
ciclo sexual no vetor. AMG: intestino médio anterior, PMG: intestino médio posterior, SG:
glandula salivar, GC: gametdcito, OK: oocineto, OC: oocisto, S: esporozoito (modificado de

Dimopoulos, 2003).

positivas; e Attacinas, Cecropinas, Diptericinas e Drosocinas s3o ativadas contra bactérias
Gram negativas. Em mosquitos s6 tém sido detectadas Defensinas, Attacinas, Gambicinas e
Cecropinas (Levashina 2004; Dong et al., 2006; revisado por Lemaitre ¢ Hoffman, 2007;
Waterhouse et al., 2007).

A existéncia de distintas respostas contra diferentes microorganismos indica que a
expressao de AMPs ¢ regulada por diferentes vias. As vias de sinalizagdo intracelular sdo bem
conservadas entre animais. As mais conhecidas sdo Toll, Imd (immuno deficiency) e
JAK/STAT (janus kinase/signal transducers and activators of transcription) (revisado por

Leclerc e Reichhart, 2004; revisado por Lemaitre ¢ Hoffman, 2007).
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1.8.1 Via de sinalizacdo Toll - Essa via ¢ ativada por fungos e bactérias Gram positivas,
porém ela tem sido implicada na defesa contra virus 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
patégeno e estimulam uma cascata de serino proteases que ativam a protedlise do ligante
extracelular Spatzle, que se liga ao receptor de mebrana Toll, e desencadeia a fosforilagdo de
Cactus e a liberagdo de fatores de transcricdo Rel 1 (NF- kappaB-like), originalmente
descritos como Gambifl (Barillas-Mury et al., 1996), ortdlogos de Dorsal em Drosophila, que
entram no nucleo e induzem a expressao de genes como TEP (thioester-containing protein),
LRIM (leucine-rich repeat immune protein), entre outras (Figura 11) (revisado por Lemaitre e

Hoffman, 2007).

JAK/STAT

TOLL 5 PGRPs
: . ——

O P berghei
Virus

[ ] Fungo ascata
Gram'* Serine Proteases

@ @ Spatzle

/
-9

Cactus

Niicleo L’
Efetores Efetores
I Efetores
.L antimicrobianos - imicrobi A
TO01anos

Rel2-S

Figura 11. Vias de sinalizacdo imune Toll, IMD e JAK/STAT. Nas vias Toll e Imd sdo
apresentados os fatores detectados na defesa imune contra Plasmodium (Modificada de
Cirimotich et al., 2010) e na via JAK/STAT sdo mostrados os fatores detectados na resposta

imune de Drosophila a agentes patogénicos (modificada de Souza - Neto et al., 2009).
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1.8.2 Via de sinaliza¢do Imd — Essa via foi inicialmente definida pela identificacdo de uma
mutagdo nomeada immune deficiency (imd) - deficiéncia imune — que diminuia a expressao de
varios peptideos antibacterianos em Drosophila. Ocorre quando um patogeno ¢ detectado por
PGRPs de membrana. Apos a deteccao dos patdgenos o PGRP recruta o adaptador Imd que
interage com dFADD e se une a caspase Dredd. Dredd ¢ clivado apds a fosforilacdo de Relish
pelo IKK. Essa interagdo de caspases e kinases leva a divisdo funcional da via: uma
ramificacdo usa JNK para ativar o fator de transcricdo AP-1 e a outra ativa NF-kappaB e
termina com o processamento do fator de transcricdo Rel2 (Figura 11) (revisado por Lemaitre

e Hoffman, 2007).

A via Imd ¢ ativada na resposta imune de An. gambiae contra P. falciparum e P.
berghei, ¢ é mediada pela ativagdo de moléculas efetoras, responsaveis 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 ¢ importante na regulagdo da infecgdo de An.
gambiae com P. berghei e identificaram a indugdo da expressdo das enzimas HPX2 ¢ NOX5
que potencializam a nitragdo do epitélio intestinal em resposta a invasdao por Plasmodium e
regula a expressdo dos genes efetores (TEP1 and FBN9) que participam nessa resposta

(Garver et al. 2013).

1.8.3 Via de sinalizacio JAK/STAT- A via de resposta JAK/STAT (Janus Kinase /
transdutores de sinal e ativadores de transcri¢cao) foi identificada inicialmente pelo seu papel
na segmentagdo embriondria em insetos. Essa via tem um papel importante na resposta
antiviral em mamiferos (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 apés infec¢do com virus, bactérias e plasmodios (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 participa¢ao de STAT na imunidade de insetos foi comprovada em Anopheles
quando observado que apds um desafio imune, essa proteina acumulava-se no ntcleo
(Barillas-Mury et al., 1999). Em An. gambiae foi comprovada a ativa¢ao 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 € ativada por citocinas (IFN-y, Unpaired-3 -Upd-3), que
se unem a receptores transmembrana Domeless, os quais, através do JAK kinase Hopscotch
sinalizam a ativagdo de STAT (revisado por Lemaitre ¢ Hoffman, 2007; Gupta et al., 2009;
revisado por Agaisse e Perrimon, 2004). Em An. gambiae tém sido identificados dois fatores
de transcricdo STAT (STAT-A e STAT-B). STAT-B regula a transcri¢do de STAT-A. STAT-
A migra para o nucleo, e desencadeia a regulagdo da expressdo de moléculas efetoras (Figura

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

STAT regula a ativacdo transcricional de 6xido nitrico sintase (NOS). Para prevenir a
toxicidade do hospedeiro essa via é regulada por supressores de sinalizagdo de citocinas
(suppressor of cytokine signaling - SOCS) e inibidores de STAT ativado (protein inhibitor of
activated STAT - PIAS). Ao mesmo tempo, a transcrigdo de mRNA de SOCs sao regulados
por STAT (Figura 11) (Wormald e Hilton, 2004; Gupta et al., 2009).

Outros genes detectados em Drosophila que sao regulados pela via JAK/STAT sédo os
Tepl e os genes de estresse Turandot, cuja regulacdo transcricional ¢ complexa tendo a
participagdo 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 maléria sdo: diagnostico e
tratamento precoce, uso de mosquiteiros impregnados e borrifagdo intradomiciliar com
inseticidas quimicos. O uso dessas ferramentas tem aproximado muitos paises da fase de
controle da doenga, especialmente nas Américas. Entretanto, a falta de estruturagdo de
programas de vigilancia e controle em alguns paises, e a aparicdo de resisténcia as drogas
existentes e aos inseticidas podem desencadear um aumento na morbidade e mortalidade
(WHO, 2013b). Portanto, ¢ indispensavel realizar esforcos intensificados para desenvolver
ferramentas alternativas para o controle da malaria, antes que as atuais medidas de

intervencao deixem de ser efetivas.

Um dos desafios atuais € encontrar novas moléculas ou drogas que possam ser
utilizadas para bloquear a transmissdo ou controlar a malaria. O ponto chave para a
interrupg¢do da transmissdo da doenga ¢ a elucidagdo dos mecanismos biologicos, fisiologicos

e moleculares que estdo envolvidos na infec¢do dos mosquitos com o Plasmodium.

Na Regido Amazodnica Brasileira € registrado o maior numero de casos de malaria e a
maior diversidade de espécies de Anopheles, muitas das quais t€ém sido encontradas
naturalmente infectadas com o parasito, mas s6 uma (An. darlingi) é considerada vetora
principal, e duas (An. albitarsis e An. aquasalis) vetoras secundarias em algumas localidades.
O papel de outras espécies de Anopheles na transmissdo de malaria na Amazonia ainda nio
foi esclarecido. Portanto, nesse trabalho decidimos avaliar a suscetibilidade ao P. vivax em
espécies silvestres de Anopheles mais freqiientemente encontradas nos arredores da cidade de
Manaus. Essa suscetibilidade foi comparada com a de An. aquasalis, vetor nas regides

litoraneas do Brasil, e facilmente colonizada em laboratorio.

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 laboratério compostos pelas espécies de mosquitos An.
gambiae, An. stephensi, An. albimanus ¢ Ae. aegypti, ¢ 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 combinagdes de parasitos e vetores sdo implementadas em
laboratdrio, facilitando os estudos sobre interacao patégeno — hospedeiro. Entretanto, estudos

sobre o custo no fitness induzido pela infec¢@o e a expressdo de genes de resposta imune t€ém
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mostrado que os mecanismos de defesa ou as respostas a infeccdo ndo sdo iguais entre todos
os modelos usados (Ferguson ¢ 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 proximos dos naturais para esclarecer os eventos do
desenvolvimento do plasmddio e as interagdes entre estes dois organismos. Enfim, as

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

O Laboratério de Entomologia Médica do Centro de Pesquisas René Rachou, Fiocruz
MG, vem realizando trabalhos para avaliar a resposta imune dos mosquitos a infec¢cdo com
Plasmodium, utilizando um modelo de malaria humana composto por An. aquasalis ¢ P.
vivax. Anopheles aquasalis, como mencionado anteriormente, ¢ vetor na regido litoranea de
alguns paises da América do Sul e é criado em laboratorio. Plasmodium vivax é responsavel
pela maioria de casos da doenga no Brasil e, embora ainda ndo seja cultivado em laboratdrio,
os trabalhos com essa espécie tendem a aumentar sua importdncia pelo fato dela ser
responsavel por casos graves recentes de malaria e ser capaz de formar hipnozoitos (Oliveira-

Ferreira et al., 2010; revisao de Shanks ¢ White, 2013).

Os estudos com An. aquasalis — P. vivax mostraram que alguns genes aumentam sua
expressao apos a formacgao do oocisto (36 horas pds-infec¢do), indicando que provavelmente
ha uma grande atividade imune na fase tardia da infec¢do, depois da formacao completa do
oocisto. Nos hipotetizamos que deve haver uma exacerbagdo da resposta imune na fase tardia
da infeccdo, quando o oocisto estda maduro e os esporozoitos estdo saindo dele e migrando
para as glandulas salivares. Portanto, o objetivo desse trabalho foi estudar a expressdo de

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

Também, considerando a grande importancia de An. darlingi na transmissdo da
maléria na regido amazdnica, e a auséncia de trabalhos sobre resposta imune dessa espécie de
mosquito a infecgdo com Plasmodium, decidimos analisar a via de resposta imune JAK/STAT

na fase inicial da infec¢@o com P. vivax.

Os resultados do estudo serdo de grande importancia para o conhecimento das
moléculas envolvidas na interacdo parasito — hospedeiro e dos fatores que as regulam,

especialmente pelo uso de modelos de transmissao experimental. Algumas moléculas chave
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poderdo ser utilizadas como alvo para novas estratégias de controle ou bloqueio da
transmissdo da maldria, por meio da producdo de insetos manipulados geneticamente,
potencialmente mais resistentes a patégenos; ou com delegdo de moléculas importantes para
invasdo e colonizagdo de tecidos pelo parasito; ou com expressao 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 Regido Amazonica Brasileira ao

P. vivax.

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

da infecgdo e em An. darlingi na fase inicial da infec¢ao por P. vivax.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Comparar a freqiiéncia (taxa de infec¢do) e eficiéncia (desenvolvimento de oocistos) da
infecgdo por P. vivax nas espécies de Anopheles silvestres com An. aquasalis colonizado em

laboratorio.

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

Anopheles ao P. vivax.

3.2.3 Avaliar a relagdo entre a quantidade de gametocitos encontrada nos pacientes malaricos

¢ a suscetibilidade de Anopheles ao P. vivax.

3.2.4 Estudar a expressdo de genes da via de sinalizagdo JAK/STAT em An. aquasalis de
colonizado durante a fase tardia da infeccdo quando ocorre formagdo dos oocistos, liberagao

de esporozoitos no hemocele e invasdo das glandulas salivares.

3.2.5 Estudar a expressdo de genes da via de sinalizagdo JAK/STAT em An. darlingi durante
a fase inicial da infec¢do desde a invasdao do intestino médio por oocineto até a formagao do

oocisto.
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4 METODOLOGIA

50



Rios-Velasquez CM Suscetibilidade e imunidade em Anopheles ao Plasmodium

4.1 Suscetibilidade ao Plasmodium vivax em espécies de Anopheles da regido Amazonica
Brasileira

4.1.1 Coleta de sangue e aspectos éticos

Para os experimentos foi utilizado sangue de pacientes malaricos, 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
voluntarios 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. Apds a coleta do sangue todos os pacientes foram tratados na
Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT HVD) da cidade de
Manaus, ou nos postos de saude, nos arredores da cidade, onde eles foram diagnosticados,
seguindo os procedimentos preconizados pelo Ministério da Satde do Brasil. Esse projeto tem

aprovacdo pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP, 3726).

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

adequadas para transporte de material biologico.

4.1.2 Determinacio da parasitemia do paciente e contagem dos gametdcitos

Laminas com sangue dos pacientes foram preparadas por gota espessa e esfregaco,
coradas pelo método de coloragdo de Giemsa e examinadas por microscopia Otica, em
aumento de 100x, para a confirmacdo da presenca de P. vivax. Foi realizada a contagem das

formas sexuais (gametocitos) e assexuais por 500 leucocitos.

4.1.3 Obtengao e cuidado dos mosquitos

Larvas de mosquitos silvestres foram coletadas no periodo 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; Carlao 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 Laboratorio de Malaria e Dengue do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia (INPA), mantidas em bandejas de plastico com agua e alimentadas
com ragao de peixe até a emergéncia dos adultos. Os adultos foram alimentados ad libitum

com solugdo agucarada 10% (Figura 12).

Figura 12. Coleta de larvas de mosquitos em campo e criagdo no laboratdrio. A e B: coleta de

larvas nos criadouros; C: manutencao das larvas no laboratério; D: emergéncia de adultos.

Os adultos emergidos foram identificados como: An. darlingi, An. albitarsis s.1., An.
nuneztovari s.l. ¢ An. triannulatus s.l. (Faran et al., 1981; Gorham et al., 1967). Apds a
identificagdo, cada espécie foi separada em uma gaiola apropriada. Os adultos de An.
aquasalis, provenientes de colonia estabelecida desde 1995, foram criados em condi¢des de

laboratorio desde o estagio de ovo até o adulto.
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Os mosquitos adultos foram alimentados com solu¢do de agucar 10% e mantidos em
condicdes de laboratdrio a 26-28°C e 70-80% de umidade relativa. Fémeas adultas de trés a
cinco dias de idade foram utilizadas para todos os experimentos. Exemplares de todas as
espécies foram montados em alfinete e depositados na Cole¢ao Biologica do Instituto

Leonidas e Maria Deane (Fiocruz, Amazonas).

4.1.4 Alimentacao/infec¢ao experimental dos mosquitos usando membrana artificial

A alimentagdo/infeccdo 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 dgua a 39°C
para manter o sangue aquecido (Figura 13). Todas as fémeas adultas foram privadas de aglcar
12 horas antes da alimentacdo/infec¢do. Individuos 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 hemécias por centrifugacdo a 2.000g por 15 minutos, retirado
em microtubo limpo, inativado a 56°C por 60 minutos e finalmente adicionado ao tubo que

continha as hemadcias e os parasitos.

Apoés a infeccdo, os mosquitos completamente ingurgitados foram transferidos para
gaiolas e mantidos com solucao de agucar 10% no insetario para o desenvolvimento do

parasito.
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Alimentador de vidro

Membrana (parafilm)

Figura 13. Sistema de alimentacao experimental. Detalhe mostrando mosquitos se limentando

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

4.1.5 Confirmacao da infecciao

Entre cinco e oito dias apods a infeccao experimental, o intestino médio dos mosquitos
foi dissecado em solucao salina de fosfato, corado com solugdao de mercurio cromo comercial
2% (Merbromin), montado entre ldmina e laminula e observado ao microscopio Otico para
verificar a presenca de oocistos. O numero de oocistos foi registrado para cada intestino

dissecado.

4.1.6 Analise dos dados

Para esse estudo foi calculada a taxa de alimentacao sanguinea como a proporgao de

fémeas completamente ingurgitadas apos o repasto sanguineo. A suscetibilidade do Anopheles
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ao P. vivax foi avaliada pela presenga e nimero de oocistos no intestino médio do mosquito.
As taxas de infec¢do foram calculadas dividindo o nlimero de mosquitos infectados (os que
possuiam pelo menos um ou mais oocistos) pelo nimero de mosquitos dissecados. O teste G
foi utilizado para comparar a freqiiéncia da infeccdo entre as espécies estudadas
conjuntamente e par a par. O teste Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar diferencas no
nimero de oocistos entre as espécies de mosquitos infectadas, utilizando somente os
mosquitos que desenvolveram oocistos. O teste Conover-Inman foi utilizado para comparar o
numero de oocistos entre todas as espécies de mosquitos estudadas. Foi utilizada Regressao
Logistica para avaliar se, para cada espécie, a probabilidade de um mosquito se infectar esta
relacionada com o nimero de gametdcitos no sangue. A Correlagdo de Spearman foi utilizada

para correlacionar o nimero de gametocitos no sangue circulante com o nimero de oocistos.

Testes G foram utilizados para comparar o nimero de oocistos por mosquito infectado
com os gametdcitos presentes no sangue infectivo. Os mesmos testes também foram usados
para avaliar se fatores sanguineos afetam a probabilidade de infeccdo do mosquito ao se
comparar a taxa de infeccdo dos mosquitos alimentados com WB ou ISB. Para todas as
analises foi utilizado o = 0,05. Para as andlises 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, determinagdo da parasitemia do paciente, contagem

dos gametocitos e obten¢do e cuidado dos mosquitos foram descritos nos itens 4.1.1 a 4.1.3.

4.2.1 Alimentacgao/infec¢ciao experimental dos mosquitos usando membrana artificial

Todas as fémeas adultas foram privadas de actcar 12 horas antes da
alimentagdo/infeccdo experimental. Individuos 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 voluntario ndo infectado (grupo
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controle). Apds a alimentagdo/infec¢do os mosquitos completamente ingurgitados foram
transferidos para gaiolas, mantidos em condi¢gdes de laboratdrio, e alimentados com solugdo
acucarada. Para a normaliza¢do dos dados obtidos por PCR em Tempo Real foram usadas

fémeas de dois dias de idade alimentadas somente com solugdo agucarada.

4.2.2 Confirmaciao da infeccdo por presenca de oocistos

Cinco dias apds o repasto com sangue infectado, de cada gaiola foi retirado um
nimero de individuos correspondente ao 10% do total de fémeas ingurgitadas. O intestino das

fémeas foi dissecado em soluc¢ao 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, ndo infectados e
alimentados com agucar) foram colocados em microtubos com 1 mL de Trizol e macerados
com pistilo. O RNA total de cada pool foi extraido pelo método do Trizol, tratado com kit
RQ1 RNase-free DNase (Promega) e purificado com cloreto de litio, seguindo as instru¢des

dos fabricantes.

A integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio e pela medi¢dao da propor¢ao de absorbancia OD260/0D280 (o valor

de referencia ¢ uma proporcao >1,95).

4.2.4 Sintese do cDNA

O RNA total purificado foi quantificado em Nanodrop. Foram retirados 5pg de RNA
total para a sintese de cDNA utilizando o kit SuperScriptlll RT PCR e oligo (dT)20 50uM,

seguindo as instrugdes do fabricante.
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4.2.5 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Foi realizada uma reacdo 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 especificos para a detecgdo 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 instru¢des do fabricante. Os ciclos da PCR foram: 10 minutos a 95°C / 40ciclos
de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C / 1 ciclo o a 16°C. O DNA amplificado foi separado

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

4.2.6 PCR em tempo real (QPCR)

Foi realizada qPCR em tempo real, utilizando para as reagdes a sonda de fluorescéncia
SyberGreen (Power SybrGreen PCR Master Mix, Applied Biosystems). Para o qPCR foi
utilizada uma maquina StepOnePlus (Applied Biosystems). Os ciclos usados na PCR foram: 2
minutos a 50°C / 10 minutos a 95°C / 35 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 63°C.

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

Para os experimentos com os genes STAT, PIAS e NOS foram utlizadas 2-3 replicatas
bioldgicas e 2-3 replicatas técnicas/experimentais (vindas de um mesmo pool) para os
diferentes tempos testados apos alimentagao/infeccdo (poés-infecao = PI, pds-alimentagdo com
sangue nao 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-tagcagctcacagtatagectcgat-3” Rev 5’-tcccattccaaccaacaaacca-3’

NOS Fwd 5’-aggatctggccctcaaggaagecga-3° Rev 5’-atcgtcacatcgecgeacacgtaca-3’
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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 Analise dos dados

A andlise da expressao relativa dos genes amplificados por qPCR, foi feita pelo
método de diferenca de CT (cycle threshold ou AACT), baseada nas medigdes de
fluorescéncia na fase logaritmica de crescimento exponencial dos produtos da PCR, quando ¢
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 analise dos dados foi utilizado o test ANOVA com multiplas comparagdes de
Turkey ou o teste Kruskal-Wallis com multiplas comparag¢des de Dunns. Quando necessario,
foram feitas correcoes de Bonferroni. Todos os testes foram realizados com um nivel de

confianca de 95% (0=0.05). Para todas as andlises foi utilizado o programa GraphPadPrism 5.
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S RESULTADOS
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5.1 Suscetibilidade ao Plasmodium vivax em espécies de Anopheles da regiio Amazénica
Brasileira

No total, 2.449 fémeas de Anopheles e 62 isolados de P. vivax de pacientes malaricos
foram utilizados para os diferentes experimentos. Somente as fémeas completamente

ingurgitadas foram incluidas nos experimentos (Tabela 1).

O tempo gastado pelas fémeas para realizar o repasto sanguineo completo variou entre
as espécies. Aproximadamente 64% das fémeas de Anopheles aquasalis, An. darlingi e An.
triannulatus s.l. completaram o repasto em 40 minutos, porenquanto 72% das fémeas de

Anopheles albitarsis s.1. e 64% de An. nuneztovari s.l. demoraram entre 60 e 80 minutos.

Tabela 1. Taxa de infecgdo e ntimero médio de oocistos produzidos em especies de Anopheles

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

Mosquitos infectados com sangue total (WB)

Anopheles Numero de Numero Taxa de Média de oocistos
amostras de infecgdo (%) (Min —Max)
Species gametocitémicas  intestinos
dissecados
An. aquasalis 29 861 44,8 29,4 (1-260)
An. albitarsis s.1. 12 76 44,7 13,3 (1-50)
An. darlingi 17 530 18,3 15,9 (1-150)
An. nuneztovari s.1. 17 106 24,5 7,3 (1-34)
An. triannulatus s.1. 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.1. 9 40 20,0 5,5(1-17)
An. darlingi 9 217 28,1 11,9 (1-124)
An. nuneztovari s.1. 9 43 30,2 11,5 (1-80)
An. triannulatus s.1. 10 115 16,5 5,4 (1-29)

Ooc = oociystos, Min = nimero minimo de oocistos, Max = nimero maximo de oocistos.
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Mosquitos das cinco espécies estudadas se infectaram com P. vivax (Figura 14). A
propor¢do de mosquitos infectados apds o repasto sanguineo foi significativamente diferente
entre as espécies estudadas (G = 199.1, GL = 4, p <0.001) (Figura 15). An. aquasalis ¢ An.
albitarsis s.I. tiveram taxas de infec¢do muito similares (G < 0.01, GL = 1, p = 0.98). An.
aquasalis mostrou a maior taxa de infec¢do (44.8%, comparagdes com as outras espécie, G >
18, GL. =1, p < 0.001) seguido por An. albitarsis s.1. (44.7%), que foi diferente de todas as
outras espécies de mosquitos (G > 8.14, GL = 1, p < 0.01). An. nuneztovari s.1. teve a terceira
maior taxa de infeccdo (24.5%), e ndo foi significativamente diferente de An. darlingi, cuja
taxa de infeccdo foi de 18.3% (G = 2.1, GL = 1, p = 0.148), mas foi diferente de An.
triannulatus s.1., com 8.8% das fémeas infectadas (G = 14.6, GL = 1, p < 0.001). A taxa de
infec¢do de An. darlingi foi significativamente maior que a de An. triannulatus s.1. (G = 13.1,
GL=1,p=0.001) (Figura 15).

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

infeccdo experimental.
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A intensidade da infec¢do, medida pelo nimero 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 nimero 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.I. (media = 13.3 £+ 14.8 SD, median = 6) ¢ por An. nuneztovari s.l. (media = 7.3 +
8 SD, mediana = 5). Nao houve difrenga significativa no nimero de oocistos entre An.
darlingi, An. albitarsis s.I. ¢ 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).

Percentage of infected mosquitoes

Figura 15. Comparagdo da suscetibilidade ao P. vivax em espécies de Anopheles da régido
Amazobnica infectadas com sangue total (WB) (Barras com asterisco indicam diferenga
significativa entre as espécies analisadar por comparacdes pareadas, * = p <0.01, NS = no

significativo.
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Figura 16. Compara¢ao da mediana de ocistos de Plasmodium vivax de espéces de Anopheles

da regidao Amazonica infectadas com sangue total (EB) ou soro inativado (ISB).

Para mostrar a distribuicdo das intensidades da infec¢ao entre os mosquitos infectados
com WB, organizamos o nimero de oocistos em quatro grupos, da seguinte forma: 1-10, 11—
50, 51-100 e mais de 100. A comparacdo da distribuicdo desses quatro grupos entre os
individus de cada espécie ¢ ilustrada na Figura 17. Nao foram desenvolvidos oocistos em 69%
dos mosquitos e a proporg¢do de individuos 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 indisiduos das cinco espécies apresentou de 1 a 10 oocistos e
somente 10% foi infectado com 11 a 50 oocistos, sendo An. triannulatus s.1. a espécie com a
menor propor¢do observada (0.4%) e An. albitarsis s.I. com a maior propor¢do (21.3%).
Somente An. darlingi e An. aquasalis desenvolveram mais de 50 oocistos, com 1.3 ¢ 7.6% dos

individuos, respectivamente.
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Figura 17. Porcentagem de mosquitos da Regido Amazodnica infectados com WB com

diferentes densidades de oocistos de P. vivax (Ooc = numero de oocistos).
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Quando analisadas todas as espécies estudadas como um grupo Unico, a inativacao de
fatores do complemento presentes no soro do sangue ndo teve efeito na taxa de infecgdo (G =
0.2899, GL = 1, p = 0.585). Porém, quando analisadas as epécies separadamente, a taxa de
infeccdo foi diferente quando utilizado IBS. A inativacdo do soro nao afetou a taxa de
infecgdo 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 infecgdo de An. darlingi (G = 8.55, GL =
1, p=10.003) e em 87% a de An. triannulatus s.1. (G=4.4, GL =1, p = 0.035). O efeito oposto
foi observado em An. albitarsis s.l. cuja taxa de infac¢ao diminuiu em 55% apos a inativagao

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

NS & WB

3 1SB

NS
304

204 *

10+

Percentage of infected mosquitoes

Figura 18. Comparagdo das taxas de infeccdo por Plasmodium vivax em espécies de
Anopheles da regiao Amazonica Brasileira, infectadas com sangue total (WB) e soro inativado

(IBS) (* = Significativo, NS = Nao significativo).
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Em geral, a intensidade da infecc¢do, representada pelo niimero de oocistos, variou
entre as espécies quando foi utilizado soro inativado para infectar os mosquitos. Nao foi
observada diferenga significativa no nimero 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 niimero de oocistos formados em An. triannulatus s.l. (U = 7.7, p = 0.006) e uma
diminui¢do em An. darlingi (U = 5.01, p = 0.024) e An. albitarsis s.I. (U = 8.27; p = 0.004)
(Figura 16).

Um total de 17 isolados de P. vivax de pacientes malaricos foi utilizado para a
infec¢do experimental de An. darlingi, 13 para An. albitarsis s.1., 17 para An. nuneztovari s.1.,
20 para An. triannulatus s.l. ¢ 29 para An. aquasalis (Tabela 1). Em geral, a relagao entre o
numero de gametocitos / 500 leucdcitos e a taxa de infecgao dos mosquitos foi observada (Z =

—8.37, p <0.001). Porém, a relag@o 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
infecgdo aumentou quando aumentou o ntimero de gametdcitos. Para An. nuneztovari s.1., An.
triannulatus s.1. e An. albitarsis s.I. (Z < 1.02, p > 0.3 em todos os casos) ndo houve
correlagdo entre essas duas variaveis. Quando analisados s6 os individuos 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 correlagao positiva entre o numero de gametocitos € o
nimero de oocistos formados, mas nao houve correlagdo 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 infecgdo obtida para An. aquasalis infectados com P. vivax 5-6 dias
apos ainfec¢do foi de 44,8%. A média de oocistos por fémea infectada foi de 13.3. Para
An.darlingi ¢ a taxa de infec¢do foi de 18,3% e a intensidade da infecgdo foi de 15,9

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

Os dados mostram que a expressao de STAT e PIAS foi induzida 24h depois da
infe¢ao com P. vivax em An. aquasalis (Figura 19A-C) e diminuida 48 hours pods-infec¢do
(hpi). A expressao do gene NOS exibiu uma leve tendéncia a indugdo 24 hpi, porém os niveis
de expressdo foram inferiores a os observados nos mosquitos controle alimentados com

acucar (Figura 19B).

Relative expression

Fold difference
S

T T T T T T T 0 T T T T T T — 0 T T T T T T T
24h 48h 4d 84 10d 12d 14d 24h 48h 4d 8d 10d 12d 14d 24h 48h 4d 8d 10d 12d 14d
Time after infection

Figura 19. Expressdo de STAT, NOS e PIAS em An. aquasalis infectados com P. vivax. A-C:
Expressdo relative de STAT, NOS e PIAS em An. aquasalis alimentados com sangue ndo
infectado (BF) e sangue infectado com P. vivax (PI) em diferentes tempos apés a infec¢do. D-
F: Porcentagem da diferengana na expressao de STAT, NOS e PIAS em amostras infectadas
(PI) comparadas com ndo infectadas (BF). Linha ponteada = niveis de mRNA em mosquitos
controle alimentados com agucar (linha basal = 1), h = horas, d = dias, asteriscos indicam
diferenga estatisticamente significativa entre BF e PI para um tempo dado (* p<0.05, **

p<0.01, *** p<0.001), ns= diferenga estatisticamente nao significativa.
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Ap6s da indugado inicial da expressao de STAT, a expressao desse gene foi fortemente
diminuida entre os dias 4 e 10 pés-infec¢ao (dpi), e foi re-induzida em 12 dpi. A infec¢do por
P. vivax apresentou um forte aumento de mais de seis vezes nos niveis de mRNA de STAT no
dia 14 dpi, e quase duas vezes em 12 dpi comparado com amostras nao infectadas (Figura
19D). Da mesma forma, os niveis de mRNA do gene rgulador PIAS foram também induzidos
na fase tardia da infeccdo (Figura 19C). A expresdo do gene PIAS foi aumentada

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

A expressao do gene NOS foi observada entre 8 e 14 dpi, com um pico de indu¢do em
12 dpi (Figura 19B). Um aumento de duas vezes na expressao desse gene foi observado em 8,

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

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

Nao foi observada inducao da expressdo dos genes STAT e PIAS durante a fase inicial
da infecgdo de An. darlingi com P. vivax (Figuras 20A - F). Comparando os valores de
expressdo de STAT em 24 hpi, parece que a expressao desse gene ¢ induzida 36 hpi tanto em
mosquitos infectados quanto em ndo infectados, mas os niveis de expressdo ndo sdo

significativamente diferentes.

Os niveis de mRNA de NOS foram fortemente reduzidos 24hpi comparados com os
mosquitos ndo infectados (Figura 20B). Apos esse tempo, os niveis 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. Expressdo de STAT, NOS e PIAS em An. darlingi infectados com P. vivax. A-C:
Expressao relativa de STAT, NOS e PIAS em An. darlingi alimentados com sangue nao
infectado (BF) e com sangue infectado com P. vivax (PI) em diferentes tempos apos a
infeccdo. D -F: Porcentagem da diferengana na expressdo de STAT, NOS e PIAS em
niveis de mRNA

amostras infectadas (PI) e nd3o infectadas (BF). Linha ponteada
emindividuos controle alimentados com agucar (linha basal = 1), h = horas, d = dias,
asteriscos indicam diferenca estatisticamente significativa entre BF and PI para um tempo

dado (** p<0.01), ns= diferenca estatisticamente nao significativa.
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6 DISCUSAO
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6.1 Suscetibilidade ao Plasmodium vivax em espécies de Anopheles da regiio Amazénica

Brasileira

O numero de espécimes de cada espécie silvetre disponiveis para infec¢do
experimental foi limitado devido a sasonalidade das espécies e aos picos de transmissdo de

maldria na regido Amazodnica, perto da cidade de Manaus.

A infec¢do experimental dos mosquitos vetores pode ser realizada diretamente, na pele
dos pacientes infectados, ou oferecendo um repasto sanguineo através de um sistema de
alimentacdo por membrana. Por motivos éticos, a tendéncia ¢ preferir alimentacdo por
membrana para minimizar as reacdes aos efeitos da picada do mosquito, tais como inchaco,

prurido, e possiveis reagdes alérgicas mais acentuadas.

A maioria dos experimentos realizados com Anopheles amazonicos coletados em
campo tém utilizado alimentacdo direta sobre a pele de pacientes gametocitémicos (Klein et
al. 1991a; b). A taxa de infecg¢do (18,3%) ¢ a carga de oocistos (média 15,9; min = 1, max =
150) observadas em An. darlingi estdo de acordo com com os publicados por outros autores
(Alves et al., 2005; Bharti et al., 2006) que mostram que a alimenta¢do direta ou por
membrana com sangue de pacientes gametocitémicos resulta em taxas de infec¢do entre 22 e
23% e uma carga média de oocistos de 11.5, variando de 1 a 175. Klein et al. (1991a),
utilizando alimentagdo diretamente na pele de pacientes malaricos em Costa Marques, RO,
observaram taxas de infec¢do maiores de 73% para An. darlingi, de 52% para An. albitarsis e
de 60% para An. triannulatus. Nesse mesmo trabalho, o niimero médio de oocistos observado
nessas espécies foi similar ao encontrado por ndés em populacdes dessas espécies de

mosquitos nos arredores de Manaus.

No nosso trabalho An. aquasalis e An. albitarsis s.l. tiveram taxas de infecgdo
significativamente maiores que An. darlingi, que ¢ considerado o principal vetor de
Plasmodium na Amazonia Brasileira e essas trés espécies mostraram quantidades altas de
oocistos, com o maior nimero observado em An. aquasalis. Nossos resultados confirmam que
a alimentacdo por membrana ¢ um eficiente método para estudar a infec¢ao por Plasmodium

em mosquitos vetores.
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An. darlingi ¢ mais abundante na regido Amazonica durante o final da estagdo chuvosa
e durante o inicio do periodo seco, e as outras espécies estudadas sdo mais abundantes no
inicio do periodo seco (Klein et al., 1990; 1992). Da mesma forma, na regido de Manaus,
quando An. darlingi apresenta abundancia alta, An. albitarsis s.I. e An. nuneztovari s.l. sdo
pouco abundantes (observagdo pessoal). Quando a abundéancia de An. darlingi estava baixa, as
populagdes de An. albitarsis s.I. e An. nuneztovari s.l. aumentavam. Essa dinamica de
sucesdo de espécies ¢ um ponto muito importante para a manuten¢do da transmissdo da
malédria e pode representar dificuldades para o cotrole da doenca nesta regido devido a

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

Nesse trabalho ¢ mostrado que popula¢des de campo de An. darlingi, An. albitarsis
s.l., An. nuneztovari s.1., e An. triannulatus s.1., ¢ An. aquasalis colonizados em laboratoério,
sdo suscetiveis ao P. vivax em condi¢des de laboratorio. Todas as espécies estudadas aqui
poderiam ser esporadicamente vetores competentes na natureza, embora tenha sido observada
uma alta propor¢do de fémeas nao infectadas. Além disso, as taxas de infeccdo observadas
nesse trabalho foram maiores que as registradas na natureza para as cinco espécies estudadas.
A utiliza¢do de técnicas de Elisa, baseadas no uso de anticorpos antiesporozoito espécie —
especificos, tem demosnstrado que populagdes de mosquitos Amazdnicos apresentam taxas de
infec¢do 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.1. foram de
0.2% e em An. aquasalis de 0.3 a 1.3% (Arruda et al., 1986; Tadei e Thatcher, 2000; Povoa et
al., 2003; 2006; Santos et al., 2009; Galardo et al., 2007; Rocha et al., 2008; Silva et al.,
2001; Couto et al., 2001; Povoa et al., 2001; Martins-Campos et al., 2012). Como nesse
estudo foi oferecido sangue infectado com gametodcitos aos mosquitos, era esperado observar
taxas de infec¢do altas, noentanto a infectividade de uma mesma amostra gametocitemica foi
varidvel. Essa diferenga na infectividade das diferentes amostras de sangue pode ser devida a
combinagdo de variaveis tais como maturidade dos gametocitos, propor¢do de gametocitos
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 numero de oocistos tem pouca importancia epidemioldgica, pois a maioria dos
mosquitos encontrados infectados na natureza tem baixo numero (Adak et al., 2005).

Provavelmente, um dos fatores mais importantes para determinar a capacidade vetorial da
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espécie ¢ o grau de antropofilia (Nanda et al., 1996). Nos arredores da cidad de Manaus, de
An. darlingi sdo reconhecidas como fortemente antropofilicas ¢ endofilicas e suas populagdes
ocorrem ao longo do ano todo. An. albitarsis s.I. se mostrou muito suscetivel a infec¢do por P.
vivax, concordando com resultados de outros trabalhos realizados em outros estados da
Amazonia Brasileira, tais como Roraima, Para, Amapa e Rondonia (Arruda et al., 1986;
Oliveira-Ferreira, et al., 1990; Silva-Vasconcelos et al., 2002; Povoa et al., 2000) Entretanto,
Klein et al. (1992) consideraram An. albitarsis s.I. um vetor duvdoso devido ao baixo niimero
de oocistos observados, o comportamento zoofilico e a distribui¢ao 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 ¢ uma ferramenta valiosa para realizar estudos sobre
interagdo parasito — hospedeiro em vetores do Novo Mundo. Diferente de An. darlingi, An.

aquasalis esta bem adaptada as condigdes de colonizagdo em laboratorio.

An. nuneztovari s.l. também mostrou uma alta taxa de infec¢do, que ndo foi
significativamente diferente da taxa de infeccdo de An. darlingi, mas sim de An. albitarsis s.1.
O ntimero de oocistos em An. nuneztovari s.l. foi menor que o observado em An. darlingi e
An. albitarsis s.1., porém ndo foi diferente entre esas duas tltimas espécies. An. nuneztovari
s.l. é considerada importante vetora de malaria em alguns paises da América do Sul como
Venezuela (Rubio-Palis et al., 1992) e Pert (Hayes et al., 1987), porém, em outros paises,
como o Brasil, essa espécies ndo ¢ considerada vetora porque raramente € encontrada
naturalmente infectada com Plasmodium, e quando infectada, a taxa de infecgdo ¢ muito baixa
(Tadei e Tatcher, 2000; Galardo et al., 2007; Santos et al., 2009). Os resultados apresentados
aqui sugerem, claramente, An. nuneztovari s.I. possue um alto potencial como vetor de
maldria, e poderia oferecer risco dependendo da sua alta densidade em algumas areas. Nos
arredores de Manaus, por exemplo, An. nuneztovari s.l. pode ser uma espécie importante para
a transmissdo de malaria por causa da suas altas taxas de alimentagdo e de infecg¢ao
observadas em condigdes de laboratério. A populagdo dessa espécie foi encontrada em altas
densidades em localidades nos arredores Manaus, onde An. darlingi ¢ 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 infeccdo e numero
de oocistos significativamente baixos comparados com os das outras espéces estudadas. Essas

observagdes reforgam a conclusdo de que An. triannulatus s.I. ndo é um importante vetor de
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malaria na regido Amazonica (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 infec¢do aumentaram em
todas as espécies apds a inativagdo do soro. Fatores do soro tém se mostrado importantes por
influenciar a capacidade dos gametdcitos de P. vivax para infectar mosquitos em
experimentos em que o plasma do paciente foi substituido por plasma ou soro livre de P.
vivax (Bharti et al., 2006; Bousema et al., 2012;). A infec¢do nessas duas espécies de
mosquitos ndo parece estar fortemente relacionada com fatores imunes do hospedeiro. A
resisténcia a infeccdo por Plasmodium em An. albitarsis s.1. e An. aquasalis pode estar mais
associada a fatores intrinsecos relacionados com o sistema imune do proprio mosquito, que
efetivamente, responde destruindo o Plasmodium. Estudos futuros devem incluir a avaliagdo
da variabilidade de cepas de P. vivax na suscetibilidade do mosquito e a variagdo intra e

interespecifica na resposta imune dos mosquitos a infecgao por Plasmodium.

Os resultados também mostram que o nimerode de gametdcitos esta positivamente
correlacionado com a taxa de infec¢do e o numero de oocistos formados, porém, quando os
resultados foram analisados separadamente para cada espécie, somente An. darlingi e An.
aquasalis mostraram correlagdo positiva entre a quantidade de gametocitos e as outras duas
variaveis. Entretanto, de acordo com Klein et al. (1991) nao houve correla¢do entre o nimero
de gametocitos de P. falciparum e o niimero médio de oocistos formados em An. darlingi,
embora, em geral, o nimero baixo de gametdcitos circulantes no sangue resultou em poucos
mosquitos infecados. Resultados diferentes poderiam estar relacionados com os métodos
utilizados para a contagem de gametdcitos, como determinado por microscopia de luz, que

nao predizem a transmissdo de P. vivax aos mosquitos (Sattabongkot et al., 1991).

6.2 Ativacio da via de resposta immune JAK/STAT durante a fase tardia d infeccao de

An. aquasalis com P. vivax

Bahia et al. (2011) caracterizaram um membro da familia STAT em An. aquasalis,

chamado AqSTAT, que ¢ filogenéticamente mais proximo 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 expressdao de AgSTAT-A, que mais tarde meia a ativagdo transcricional dos genes

NOS e SOCS em resposta a infecg@o por P. falciparum em An. gambiae (Gupta et al., 2009).

Bahia et al. (2011) encontraram que o gene AqSTAT ¢é expressado em todos os
estagios de desenvolvimento de An. aquasalis (ovo, larva, pupa e machos e fémeas adultos), e
durante a fase inicial da infec¢do com P. vivax. No nosso trabalho observamos indugdo dos
genes STAT e PIAS 24hpi, concordando com resultados prévios que mostraram a ativagao

dessa via de sinalizacdo durante a fase inicial da infec¢ao.

Bahia et al. (2011) nao observaram aumento na expressdo de NOS em 12 and 24 hpi,
mas observaram um pico de inducdo desse gene em 36 hpi. Nossos dados mostraram uma
leve indugdo da expressdo de NOS em 24hpi, confirmando a idéia de Bahia et al. (2011) de
que a via JAK/STAT ¢ ativada de forma transitoria durante a fase inicial da infec¢do de An.

aquasalis com P. vivax.

Nossos dados mostram que, ap6s a indugdo da via JAK/STAT na fase inicial da
infec¢do (Figura 1, Bahia et al., 2011) a expressdo dos genes STAT, PIAS e NOS nao ¢
aumentada nos 4dpi nos mosquitos infectados. Pode ser que, uma vez o oocinete esta a ponto
de atravessar o epitélio, a ativagdo da via ndo ¢ desencadeada no intestino médio e/ou
sistemicamente e, entdo, essa via imune chega a ser silenciosa. Nesse tempo da infec¢do, os
oocistos estdo 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 ndo estd claro o exato momento em ge os oocistos sdo
liberados na hemolinfa apos 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 esporozoitos podem circular no hemdcele por mais de seis dias apds a
ruptura sincronizada dos oocistos no intestino médio. Porém, a invasdao das glandulas
salivares deve ocorrer em menos de 8 h depois da sua liberacdo no hemocele, de forma

contraria eles serdo degradados. Nos 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 ¢ o periodo de
tempo em que foi observada uma re-indu¢do dos genes da via STAT (Figurae 1). Mais ou
menos nesse tempo, o sistema immune do mosquito ¢ capaz de detectar de novo a presenga
dos parasitos (esporozoites) na hemolinfa e assim acumular uma resposta imune que inclui a

ativacdo da via JAK/STAT para limitar o nimero de esporozoitos.

A alta indugdo da expressao do gene NOS em 12dpi pode estar relacionada com
processosde fagocitose modulados pelos hemocitos (Hillyer et al., 2003). O gene NOS ¢
expressado no citoplasma das células do epitélio do intestino médio e nos hemocitos; a
ativacdo da via STAT pode estar implicada na indug¢do da expressdo de NOS em outros
tecidos, incluindo as glandulas salivares (Richman et al., 1997; Dimopoulos, 1998; Hillyer et
al., 2009). Em Drosophila a produgdo aumentada de NO éobservada durante respostas de

encapsulagdo melandtica mediada por hemocitos (Nappi et al., 2000).

Nossos dados demonstram que os niveis de mRNA de STAT and NOS inducidos
diminuiram em 14dpi (Figuras 1A and B). Isso pode estar indicar que a ativagdo da via
JAK/STAT na fase tardia da infecgdo com P.vivax também ¢ transitoria. Provavelmente, os
efetores imunes dessa via sdo necessarios para limitar a sobrevivéncia dos esporozoitos e a
invasdo das glandulas salivares por um breve periodo de tempo. NoOs observamos que a
espressao de PIAS, de forma diferente de NOS, ¢ induzida ainda em 14dpi (Figura 1C)
podendo indicar e garantir que a via ndo permanega ativa constatemente ao longo dos ltimos
dias da infecgdo. Assim, a ativagdo de JAK/STAT na fase tardia da infec¢ao trabalha dentro
de uma janela de tempo estreita quando os esporozoitos devem invadir as glandulas salivares
ou ser destruidos no hemocele. A ativacdo transitoria da via STAT foi apontada por

Dimopoulos et al. (1998) em An. gambiae infectados com P. berghei.

Nossos dados mostram que a via de sinalizacdo JAK/STAT ¢ ativada de forma
transtitoria durante as fases inicial e tardia da infec¢do 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 Ativacio da via JAK/STAT durante a fase inicial da infec¢do de An. darlingi com P.

vivax

Foi observada uma redug@o nos niveis de NOS em An. darlingi infectados com P.
vivax. Segundo Gupta et al. (2012) niveis baixos de NOS sao necesarios para o sucesso da
invasao do intestino médio pelo oocineto e a posterior formagao dos oocistos. Dessa forma, a
expressdo reduzida de NOS em 24hpi podria estar indicando que outra via diferente de
JAK/STAT ¢ a que regula a invasdo do epitlio. E possivel que a expressio de NOS observada
em 3 dpi tenha sido induzida por resposta imune celular modulada pelos hemocitos ou por

outros tecidos (Richman et al., 1997; Dimopoulos, 1998; Hillyer et al., 2003; 2009).

Nossos dados sugerem que a via immune JAK/STAT ndo ¢ ativada durante a fase
inicial da infec¢do de An. darlingi com P. vivax. Claramente, os genes STAT, PIAS e NOS
nao foram induzidos pelo parasito. O papel da via JAK/STAT na fase tardia da infeccao 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 infec¢do com Plasmodium nesse importante vetor amazonico.
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7 CONCLUSOES
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- An. darlingi, An. albitarsis s.l., An.triannulatus s.l.e An. nuneztovari s.l. silvestres e An.

aquasalis de colonia sdo suscetiveis a infec¢do experimental por P. vivax.

- Anopheles albitarsis s.1., An. nuneztovari s.l. e An. aquasalis apresentaram taxas de infec¢do
maiores que An. darlingi. Entretanto, An. albitarsis s.1. e An. darlingi desenvolveram a maior

quantidade de oocistos.

-A baixa taxa e infec¢do observada em An. darlingi indica que outras caracteristicas da
espécie devem ser muito importantes para que seja tida como a principal vetora na regido

Amazonica.

-A alta taxa de infec¢@o e o alto nimero de oocistos mostrados em An. aquasalis indicam que

a combinagdo An. aquasalis - P. vivax ¢ um modelo de laboratorio factivel.

-A inativacdo do soro antes da alimetacdo experimental dos mosquitos pode ajudar a melhorar

a taxa de infec¢do e favorecer a formagao de oocistos em algumas espécies de mosquitos.

-A expressao dos genes da via JAK/STAT ¢ induzida na fase tardia da infec¢ao de An.
aquasalis com P. vivax. Nesse par parasito-vetor a via JAK/STAT foi ativada de forma
transtoria durante o inicio da infec¢do, quando os oocinetos atravessam as células do epitélio
intestinal, e na fase tardia, quando os esporozoitos sao liberados no hemocele ¢ invadem as

glandulas salivares.

-Em An. darlingi infectados com P. vivax a via JAK/STAT nao foi ativada durante a fase
inicial da infec¢do. Outras vias devem ser estudadas para tentar entender o sistema imune

dessa importante espécie vetora de Plasmodium na regidao Amazonica.

O desenvolvimento de novas estratégias para o controle da maléria inclui métodos
direcionados a interromper o desenvolvimento do parasito no vetor. Estudar as interacdes dos
parasitos com seus vetores, utilizando sistemas de transmissao natural, diferente dos modelos
ndo naturais usados atualmente, € critico para o desenvolvimento de estratégias que possam,
finalmente, ser utilizadas em campo. Esses estudos sdo realizados em situacdes dificeis,
quando os mosquitos ndo podem ser criados em laboratério, como ocorre com muitos dos
vetores da América do Sul, tais como An. darlingi, que ainda ndo é colonizado em laboratorio,

apesar dos diversos esfor¢os por parte de diferentes grupos de investigacao (observagdo
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pessoal). Somente An. aquasalis, o principal vetor em regides costeiras do Brasil, tem sido

estabelecido ¢ mantido em condi¢des de laboratorio.
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Abstract

Background: Anopheles darlingi is the major malaria vector in countries located in the Amazon region. Anopheles
aquasalis and Anopheles albitarsis s.I. are also proven vectars in this region. Anopheles nuneztovari s.l. and Anopheles
triannulatus s.. were found infected with Plasmodium vivax; however, their status as vectors is not yet well defined.
Knowledge of susceptibility of Amazon anopheline populations to Plasmodium infection is necessary to better
understand their vector capacity. Laboratory colonization of An. darlingi, the main Amazon vector, has proven to be
difficult and presently An. aquasalis is the only available autonomous colony.

Methods: Larvae of An. darlingi, An. albitarsis s.l, An. nuneztovari s.l. and An. triannulatus s.I. were collected in the
field and reared until adult stage. Adults of An. aquasalis were obtained from a well-established colony. Mosquitoes
were blood-fed using a membrane-feeding device containing infected blood from malarial patients.

The infection of the distinct Anopheles species was evaluated by the impact variance of the following parameters:
(a) parasitaemia density; (b) blood serum inactivation of the infective bloodmeal; (c) influence of gametocyte
number on infection rates and number of oocysts. The goal of this work was to compare the susceptibility to P.
vivax of four field-collected Anopheles species with colonized An. aguasalis.

Results: All Anopheles species tested were susceptible to P. vivax infection, nevertheless the proportion of infected
mosquitoes and the infection intensity measured by oocyst number varied significantly among species. Inactivation
of the blood serum prior to mosquito feeding increased infection rates in An. darlingi and An. triannulatus s, but
was diminished in An. albitarsis s.l. and An. aquasalis. There was a positive correlation between gametocyte density
and the infection rate in all tests (Z=-8.37; p < 0.001) but varied among the mosquito species. Anopheles albitarsis
s.l, An. aquasalis and An. nuneztovari s.I. had higher infection rates than An. darlingi.

Conclusion: All field-collected Anopheles species, as well as colonized An. aquasalis are susceptible to experimental
P. vivax infections by membrane feeding assays. Anopheles darlingi, An. albitarsis s.. and An. aquasalis are very
susceptible to P. vivax infection. However, colonized An. aquasalis mosquitoes showed the higher infection intensity
represented by infection rate and oocyst numbers. This study is the first to characterize experimental development
of Plasmodium infections in Amazon Anopheles vectors and also to endorse that P. vivax infection of colonized An.
aquasalis is a feasible laboratory model.
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Background

Malaria is an infectious disease with major impact on
global public health and economy. Currently, malaria
threatens almost one third of the world population in
103 tropical countries, resulting in 207 million of clinical
cases and 627,000 deaths in 2012 [1]. In the Americas,
21 countries are affected by malaria, with approximately
1.1 million cases in 2010, most of which occurred in the
Amazon basin, which covers 40% of South American
territory. In Brazil, the Federal Health System Surveil-
lance registered 267,000 cases in 2011, most of them
(99.8%) in the Amazon region [2].

Human malaria parasites in the genus Plasmodium are
transmitted by anopheline mosquitoes, Plasnodium fal-
ciparum and Plasmodium vivax are the main species-
affecting humans. Actually, since the mid-1990s, P. vivax
has become the predominant New World malaria spe-
cies, as it has expanded its range throughout South
America [1]. In Brazil, 84% of registered malaria cases
are caused by P. vivax [2]. The consequences of this in-
crease in distribution are higher exposure and increased
infection, adding to difficulties in controlling the disease.
Although P. vivax malaria is generally considered to be
relatively benign, there are numerous reports of complex
cases with severe clinical complications and deaths
[3-10].

One keystone stage in the Plasmodium life cycle is the
infection of mosquito vectors. Among the 33 Anopheles
mosquito species described from the Brazilian Amazon
region, Anopheles darlingi is considered to be the main
malaria vector. Other anopheline species can be consid-
ered secondary or occasional malaria vectors because of
their population density, anthropophilic behavior and
natural infectivity across their geographic distributions
[11-14]. Anopheles albitarsis s.l, An. nuneztovari s.l. and
An. triannulatus s.l. are commonly collected in the
Amazon, and they have been observed infected with P.
vivax and P. falciparum, but their role as malaria vectors
has not yet been elucidated [15-25]. Anopheles aquasalis
is distributed predeminantly along the Atlantic coast be-
cause of its tolerance to saltwater environment and has
been found naturally infected by P. vivax [20,26-28] in
the Eastern Amazon region.

Outside the Brazilian Amazon, An. darlingi has been
associated with malaria transmission in Bolivia,
Colombia, French Guiana, Guyana, Peru, Suriname, and
Venezuela [12,29]; An. albitarsis s.l. in Venezuela [30];
An. nuneztovari sl in Venezuela [30], Peru [31] and
Colombia [32,33]; An. triannulatus s.. in Venezuela [34]
and Peru [31]; and, An aquasalis in Trinidad [35],
Guyana [28] and Venezuela, where it is considered to be
the primary coastal malaria vector of P. vivax [36].

The life cycle of Plasmodium spp. starts when mosqui-
toes ingest gametocytes, the parasite sexual stage, during
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the blood meal taken through the skin of infected verte-
brate hosts. Inside the mosquito alimentary tract, fusion
between male and female gametocytes produces motile
ookinetes, which traverse the mosquito midgut epithe-
lium to form oocysts [37,38]. The presence of well-
developed oocysts outside mosquito midgut indicates
Plasmodium establishment in a susceptible vector and
this parameter is used to determine the infection rate of
a mosquito population [39,40].

In the field studies, the infection rate, i.e., the amount
of individuals in a mosquito population that carry well-
developed Plasmodium oocysts, is an important param-
eter for defining vector competence and thus, a key indi-
cator in the description of malaria dynamics and
transmission biology in a given geographic region. In-
deed, infection rates in mosquito vectors are related to
gametocyte survival, viability and success of fertilization,
and finally, midgut invasion by the resulting ookinetes.
However, not all gametocytes that are ingested by sus-
ceptible mosquito vectors reach the ookinete stage
[41-43]. Factors such as gametocyte density, gender ratio
and maturity, presence of anti-malarial drugs, human
and mosquito immune factors, and intrinsic parasite fac-
tors influence gametocyte viability, fusion and infectivity
and consequently oocyst formation [44-48]. To complete
the sexual development of Plasmodiunt in the mosquito,
sporozoites are released from the cocyst and go on to
invade the salivary glands. Once the salivary glands be-
come infected with sporozoites, the mosquito is infec-
tious to humans during the next blood meal [49-51].

It is well known that among the over 400 species of
mosquitoes in the genus Anopheles only about 10% are
important as vectors of human malaria. There is a multi-
tude of both ecological and genetic determinants that in-
fluence vector competence, both among species and
even at the level of geographic populations within a sin-
gle species [41-4547]. Differences in susceptibility to
Plasmodium infection among the putative vectors of
malaria in the Amazon have never been fully and care-
fully considered until this study.

Mosquito vectors of malaria from Africa and Asia have
been well established in colonies and are feasible to
maintain in laboratory. For example the Anopheles gam-
biae, the major vector in several African countries, is the
most well studied mosquito, including its interaction
with human and murine Plasmodium species causative
agents of malaria [52,53]. Distinctly, the colonization of
An. darlingi, the major Amazon vector, has proven to be
difficult as well as other anopheline species from the re-
gion, and presently there is only An. aquasalis as an
available autonomous colony. Anopheles aquasalis has
been reared in laboratory as free mating since 1995
[54-56] and recently adapted as a well-established colony
in Amazon institutions for experimental studies [57-59].
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The goal of this work was to compare the susceptibil-
ity to 2. vivax of colonized An. aquasalis with four
groups of field-collected Anopheles species. This study
was focused on vector infection rates as defined by the
presence, quantification of oocysts and proportion (per-
centage) of infected individuals in these mosquito popu-
lations, following exposure to blood obtained from
infected human patients. In addition, P. vivax infection
in the vector was correlated with gametocyte numbers
present in the circulating blood of infective human
hosts. In laboratory studies, the infection rate is a critical
part of the determination of vector competence. It is im-
portant to study P. vivax infection of New World vectors
due to the huge gap regarding the knowledge comparing
other vector-parasite pairs from the Old World.

Methods

Blood collection and ethic statements

Adult volunteers (ages >18 years) residents from the re-
gion of Manaus (State of Amazonas, Brazil) with P.
vivax malaria infection diagnosed by blood smears were
invited to participate in the study. Volunteers signed in-
formed consent documents as blood sample donors.
About 3 ml of blood samples were collected by
venipuncture from volunteers and placed into a sterile
lithium heparinate vacutainer tube. After blood collec-
tion, all patients were treated at the Fundacio de
Medicina Tropical Dr Heitor Vieira Dourado (located in
the city of Manaus) or in the health posts from the re-
gion of Manaus where they were diagnosed, following
ethical procedures determined by the Brazilian Health
Ministry. This study was approved by the Brazilian
National Ethics Committee Board (CONEP, 3726).

Plasmodium vivax peripheral parasitaemia and
gametocyte counts

Thick and thin blood smears from malarial patients were
prepared by Giemsa staining method and examined
under light microscope x100 oil immersion lens to con-
firm the presence of P. vivax parasites. Sexual (gameto-
cyte}) and asexual stages counting per 500 leukocytes
were performed.

Anopheles collections

Mosquito larvae were collected during one year at differ-
ent breeding sites near the city of Manaus, capital of Ama-
zonas State, Brazil: Puraquequara Road (Portela 03°03°
16.4"S 59°53'44.0"W; Km 9 Vicinal 03°03'09.1"S 59°52°
12.6"W; Carlao 03° 02° 4633000 59° 52" 53.90000");
Brasileirinho Road (Raifram 03°02°09.5"S 59°52'15.5"W/;
Cristo Vive 03°01'33.1"S 59°51'07.7"W). Larvae were
reared in the insectary as described elsewhere [17].
Emerged adult mosquitoes were identified as the fol-
lowing species: An. darlingi, An. albitarsis s.l., An.
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nuneztovari s.l. and An. triannulatus s.l., as described
elsewhere [60,61]. Field mosquitoes from each species
were separated and housed in the rearing containers.
Anopheles aguasalis mosquitoes originated from a col-
ony established in 1995 [54] were reared from eggs to
adult. All mosquitoes were ad [ibitum fed 10% sugar
solution and kept in laboratory conditions at 26-28°C
and 70-80% RH (relative humidity). Three- to five-days
old adult females were used in all experiments. Pinned
voucher specimens were deposited at the Biological
Collection at the Instituto Lednidas e Maria Deane
(Fiocruz, Amazonas).

Plasmodium vivax infection of mosquitoes via membrane

feeding assay

Adult mosquitoes were sugar starved overnight prior to
infection via membrane feeding assay. Individuals from
each of the five species were separated in two experi-
mental groups. One group was offered whole blood
(WB) from P. vivax patients for a period of 45 to 90 mi-
nutes via membrane feeding assay (glass device covered
with Parafilm®). Blood was held at 37-39°C through a
hose system connected to a thermal bath. The secand
group was treated in similar way but with inactivated-
blood serum (IBS). The P. vivax infective blood samples
were centrifuged for 15 minutes at 2,000 g and the
serum removed and heated for 1 hour at 56°C. Then, the
inactivated serum was added back to the red blood cells
containing parasites, suspended and offered to the mos-
quitoes. After the infective blood meals only fully
engorged mosquitoes were transferred to rearing con-
tainers and maintained in the insectary as described
above for the development of infection.

Evidence of infected mosquitoes

Five to eight days after infective blood meal, midguts
from the experimentally infected mosquitoes were dis-
sected in phosphate buffered saline, stained with 2%
commercial Mercurochrome (Merbromin), placed under
a coverglass and examined for the presence of oocysts.
The number of oocysts on the mosquito midgut was
recorded.

Data analysis

In this study, the blood-feeding rate was calculated as
the proportion of female mosquitoes that were fully
engorged after a blood meal. The susceptibility of the
Anopheles species to P. vivax was evaluated by the pres-
ence and the number of oocysts in the midguts. The
population infection rates were calculated by dividing
the number of infected maosquitoes (those with one or
more oocysts) by the number of dissected mosquitoes. G
tests were used to compare the frequency of infection
among all the studied mosquito species conjointly, as
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well as pairwise comparisons between each pair of spe-
cies. The Kruskal-Wallis test evaluates differences in the
number of oocysts between the infected mosquito spe-
cies. Only positively infected mosquitoes were used for
this last analysis. Conover-Inman test, @ posteriori, was
used for comparison of the number of vocysts among all
studied mosquito species [62,63]. For each mosquito
species, logistic regressions were used in order to evalu-
ate if the probability of the mosquito to be infected was
related to the number of gametocytes in the blood meal.
Spearman’s Rank correlations were used in infected
mosquitoes to correlate blood-circulating gametocyte
numbers with oocyst numbers. G tests were used to
compare the number of oocysts per infected midgut with
the gametocytes present in the infective blood. G test
was also used to evaluate if blood factors affect the mos-
quito infection probability, comparing the mosquito in-
fection rate of the species fed on WB or ISB blood
samples. All statistical analysis used «=0,05 and the R-
Project software version 2.13.1 (R Core Team).

Results

A total of 2,449 adult female mosquitoes and 62 P. vivax
isolates from malarial patients were used for the differ-
ent experimental feeding assays and only the fully
engorged mosquitoes after blood feeding were analyzed
in this study (Table 1). The five mosquito species dif-
fered in regard to feeding time until engorgement.
Anopheles aquasalis, An. darlingi and An. triannulatus
s.l. fed the most rapidly with 64% of individuals fed to
repletion in 40 minutes. Anopheles albitarsis 5.I. and An.
nuneztovari s.l. fed more slowly, with 72% and 64%, re-
spectively, fully engorged over a period of approximately
60 to 80 minutes. The proportion of infected mosquitoes

Suscetibilidade e imunidade em Anopheles ao Plasmodium
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following engorgement on an infected blood meal was
significantly different among species (G=199.1, GL=4,
p <0.001) (Figure 1). Anopheles aquasalis and An. albi-
tarsis s.l. showed very similar infection rates (G <0.01,
GL=1, p=0.98). Actually, An. aquasalis showed the
highest infection rate (44.8%, remaining comparisons, G
>18, GL.=1, p<0.001) followed by An. albitarsis s.l
(44.7%), which were significantly different to all other
mosquito species (G >8.14, GL=1, p <0.01). Anopheles
nuneztovari s.l. held the third highest infection rate
(24.5%), and it was not statistically different to An. dar-
lingi, which had an infection rate of 18.3% (G =2.1, GL
=1, p=0.148), but was different to An. triannulatus s,
with only 8.8% of the individuals infected (G =14.6, GL
=1, p<0.001). Anopheles darlingi also had a significantly
higher infection rate compared with An. triannulatus s.i.
(G=13.1, GL=1, p=0.001) (Figure 1).

The intensity of infection, measured by the numbers
of oocysts per infected mosquitoes, fed on WB and IBS
varied significantly among species (K=489, GL=4, p<
0.001) (Figure 2). The highest number of oocysts was
observed in An. aquasalis (mean =28.6 +41.7 S.D, me-
dian = 12) and showed statistical difference when com-
pared with all the other species. Anopheles darlingi
(mean = 15.9 + 24.3 SD, median = 7) was followed by An.
albitarsis s.l. (mean=13.3+14.8 SD, median=6) and
An. nuneztovari s.l. (mean=7.3+8 SD, median=5).
There was no significant difference in the number of oo-
cysts between Am darlingi, An. albitarsis s.l. and An
nuneztovari s.l. However, An. friannulatus s.l. had sig-
nificantly less oocysts than all other studied species
(mean=3.4+47 S.D., median=1).

To outline the distribution of infection intensities,
among WB-infected mosquitoes, we organize the cocyst

Table 1 Infection rate and mean number of oocysts produced in Anopheles species from the Brazilian Amazon infected
with whole blood (WB-infected mosquitoes) or inactivated blood serum (IBS-infected mosquitoes)

Anopheles
species

Number of gametocytaemic

Number of dissected
samples gut

Infection rate Mean number of ococysts (Min -
(%) Max)

WB-infected masquitoes

An. albitarsis sl 29 861
An. aquasalis 12 7a
A, darlingi 17 530
An. nuneztovarn s.l T2 106
An. triannuiarus 5. 20 260

IBS-i
An. albitarsis 5. 10 ) 20
A aguasalis 9 40
An. darling! 9 217
An. nuneztovari sl. 9 43
An, trignnulatus s, 10 15

448 294 (1-260)
44,7 128 (1-50)
183 15,9 (1-150)
245 7.3(1-34)
83 33 (1-22)
nfected mosquitoes
10,8 225 (1-200)
20 55(1-17)
28,1 11,9(1-124)
30,2 11,5 (1-80)
165 54 (1-29)

Ooc = oocysts, Min = minimal number of oocysts, Max =maximal number of cocysts.
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Figure 1 Comparison of the susceptibility of WB-infected
Anopheles from the Brazilian Amazon to Plasmodium vivax
(Bars with asterisk indicates significant pair comparisons
between the species, * = p <0.01, NS = not significant).

numbers into four groups, as follows: 1-10, 11-50, 51—
100, and more than 100 oocysts. A comparison of the
distribution of these groups among individuals within
species is illustrated in Figure 3. Sixty-nine per cent of
the mosquito specimens did not develop oocysts: the
proportion of individuals with zero oocysts was higher
in An. triannulatus sl followed by An. darlingi, An.
nuneztovari s.l, An. aquasalis, and An. albitarsis s.l. Ap-
proximately 16% of individuals from all five species were
infected with 1 to 10 oocysts and only 10% were infected
with 11 to 50 oocysts, with the lower number of infected
individuals observed in An. trignnulatus s.l. (0.4%) and
the higher in An. albitarsis s.l. (21.3%). Only An. darlingi
and An. aquasalis had more than 50 oocysts, with 1.3
and 7.6% of the individuals, respectively.

Considering all the studied Anapheles species as a whole
group, the inactivation of factors present in blood serum
was not of significant importance to change the infection
rate (G =0.2899, GL = 1, p=0.585). However, the pattern
of the infection rate differed among IBS-infected mosquito
species. While the serum inactivation did not cause
changes in infection rates on An. aquasalis (G=1.08,
GL =1, p=0.298) and An. nuneztovari 5. (G=05, GL=1,
p = 0.47), serum inactivation resulted in a 53% increase in
infection rates in An. darlingi (G = 8.55, GL = 1, p = 0.003),
and 87% increase in An. triannulatus sl (G=4.4, GL=1,
p = 0.035). Inversely, the infection rate for An. albitarsis s.l.
decreased by 55% (G =7.32, GL = 1, p = 0.007) (Figure 4).
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In general, the intensity of infection, represented by oo-
cyst numbers, varied among species when inactivated
serum was used to infect mosquitoes (IBS-infected mos-
quitoes). There was no difference in cocyst numbers
formed on An. aguasalis (U=13, p=244) and An
nuneztovari s.d. (Mann—Whitney U = 0.466 p = 0495). On
the other hand, the inactivation slightly increased the oo-
cyst formation on An. triannulatus sl. (U=7.7, p = 0.006)
and decreased in An. darlingi (U =5.01, p = 0.024) and An.
albitarsis s.i, (U =8.27; p = 0.004) (Figure 2).

A total of 17 P. vivax isolates from malarial patients
were used for An. darlingi feeding experiments, 13 for An.
albitarsis s.l, 17 for An. nuneztovari s.l., 20 for An. trian-
nulatus s, and 29 for An. aquasalis (Table 1). Infection
rates and range of oocyst numbers per gut varied widely
among the different species of WB-infected mosquitoes
and IBS-infected mosquitoes. [n general, a relationship be-
tween the number of gametocytes/500 leukocytes and the
infection rate of the mosquitoes (Z = -8.37, p <0.001) was
observed. However, that relationship varied among the
species. For An. darlingi (Z=-29, p <001) and An. aqua-
salis (Z =-4.66, p<0.001) infection rates increased with
an increase in the number of gametocytes. For An. nunez-
tovari s.L, An. triannulatus s.l. and An. albitarsis s.l. (Z<
1.02, p>0.3 in all cases) there was no correlation between
those two variables. Also, among infected species, An.
aquasalis (Spearman rho =0.255, n =386, p<0.01) and
An. darlingi (rho=0518; n=54, p<0.01) showed a posi-
tive correlation between the number of gametocytes and
the number of oocysts formed. The data for all other spe-
cies did not exhibit a correlation between the quantity of
gametocytes and the quantity of oocysts (p > 0.05).

Discussion

The number of field mosquito specimens available for
experimental infection was limited by the seasonality of
the species and the malaria transmission peaks in the
Amazonas region near to Manaus city. A membrane-
feeding assay was used to infect Anopheles species.
Experimental infection of mosquito vectors can involve
direct feeding on the skin of patients or offering blood
meal through a membrane-feeding device, Ethical prefer-
ence tends to lean towards the use of membrane-feeding
experiments, in order to minimize the human factor
interaction. Most experimental results with Amazon out-
bred Anopheles species have used direct skin feeding on
gametocytaemic malarial patients [17,27,64]. These find-
ings are in agreement with other published data where
both direct and membrane feeding using blood from P.
vivax-gametocytaemic patients resulted in An. darlingi
infection rates between 22 and 23% with a mean oocyst
load per infected midgut of 11.5 with a range of 1-175
[65,66]. Anopheles aquasalis and An. albitarsis s.l. had a
significantly higher infection rate than An. darlingi,
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Figure 2 Comparison of the median numbers of Plasmodium vivax oocysts of WB-infected and IBS-infected Anopheles species from the

Brazilian Amazon.

considered the main malaria vector in the Brazilian
Amazon, and all three species showed high quantity of
oocysts, being that the highest one was found in An.
aquasalis. These results confirm that the membrane-
feeding assay is as efficient as direct feeding on human
skin when it comes to the study of Plasmodium infec-
tion on mosquito vectors.

Anopheles darlingi in Amazon area is more abundant
during the late wet season and early dry season, while the
other species are more abundant during the early dry sea-
son [44,67]. Similar situation occurs in Manaus region
(personal observation). During the time period when An.
darlingi was in high abundance, An. albitarsis s.l. and An.
nuneztovari s.l. were in low abundance. When the abun-
dance of An. darlingi was low, An. albitarsis s.l. and An.
nuneztovari s.l. abundance increased. This dynamics in
species succession is a very important factor for mainten-
ance of malaria transmission, and can present difficulties
for malaria control in this region due to susceptibility of
all studied species to P. vivax infection [68].

Here, it was demonstrated that An. darlingi, An. albitar-
sis 5.1, An. nuneztovari s.l, and An. triannulatus s.l. field
populations, and the laboratory-colonized An. aquasalis
are susceptible to P. vivax under laboratory conditions. All
of the studied species might be sporadic competent vec-
tors in nature, although there was a generalized high pro-
portion of uninfected mosquitoes. However, infection
rates were much higher than those reported in nature for
the five species examined. As determined by the ELISA
technique, based on the use of species-specific anti-

sporozoite monoclonal antibodies, Amazonian mosquito
populations had different P. vivax infection rates: An. dar-
lingi ranged from 0.3 to 9.3%; An. albitarsis s.l. from 04 to
5.2%; An. nuneztovari s.l. from 0.3 to 1.1%; An. triannula-
tus sl 02% and An. aquasalis from 03 to 13%
[15,18,20-25,27,69-71]. Since this study used blood in-
fected with gametocytes that was offered to mosquitoes,
higher infection rates were expected, but variable infectiv-
ity in the same setting of gametocytaemia was observed.
Differences in infectivity of the different blood samples
could be due to a combination of variables, such as, gam-
etocyte maturity, gametocyte gender ratio, different P.
vivax genotypes, immune factors in patient sera, and host
response mechanisms, all of which could alter gametocyte
infectivity [27,48,72-74].

The number of oocysts has little importance in malaria
epidemiology since most infected mosquitoes found in
nature only possesses a few oocysts [75]. The degree of
anthropophily in nature is probably the most important
factor to determine vector capacity [76]. In sites around
Manaus, Brazil, An. darlingi is known to be strongly
anthropophilic and endophilic, and population of this
species occurs through the year. Anopheles albitarsis s.L
was shown to be a very susceptible species to P. vivax,
and these results agree with results obtained in other
Brazilian Amazonian states of Roraima, Pard, Amapa
and Rondénia [15,16,19,70]. However, Klein and collabo-
rators considered An. albitarsis s.i. a dubious malaria
vector because of the low number of oocysts, zoophilic
behavior and seasonal distribution [44]. Like An. darlingi
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Figure 3 Percentage of WB-infected Anopheles mosquitoes
from the Brazilian Amazon with different Plasmodium vivax
oocyst densities (Ooc = oocyst numbers).

Percentage of infected mosquitoes

Figure 4 Comparison of Plasmodium vivax infection rates of
WB-infected and IBS-infected Anopheles species from the
Brazilian Amazon (* = Significant, NS = No significant),
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and An. albitarsis s.l., An. aquasalis showed a high sus-
ceptibility to P. vivax. The high level of susceptibility of
An. aquasalis to P. vivax indicates the value of using this
species in studying New World malarial parasite vector-
interaction. Unlike An. darlingi, An. aquasalis is well
adapted to colonization in the laboratory.

Anopheles nuneztovari s.l. also showed a high infection
rate, although not statistically different to An. darlingi it
was significantly different to An. albitarsis s.l. Oocyst
numbers in An. nuneztovari s.l. were lower than in An.
darlingi and An. albitarsis s.1., although the mean num-
ber of oocysts was not significantly different between
these species. Anopheles nuneztovari s.l. is considered an
important malaria vector in some South American coun-
tries [30,31]; however, for others, this species is not con-
sidered a malaria vector because natural infections are
rarely observed and when they are, infection rates are
very low [18,23,24]. The results presented here clearly
suggest the high potential of An. nuneztovari sl as a
vector of malaria, which could be considered a risk de-
pending on its density in a given area. In the Manaus
area for example, An. nuneztovari s.l. is probably an im-
portant species for malaria transmission, because of its
high feeding and infection rates observed in laboratory.
The population of this species was found in high dens-
ities in localities around Manaus where An. darlingi is
also abundant [18]. On the other hand, although An. tri-
annulatus s.l. became infected with P. vivax in the ex-
periments described here, this species had significantly
the lowest infection rates and mean number of oacysts
compared with the other species studied. These observa-
tions reinforce the conclusion that An. triannulatus s.l.
is not an important malaria vector in the Amazon region
[15,16,44,68].

Except for An. albitarsis s.l. and An. aquasalis, mos-
quito infection rates were increased after blood serum
inactivation. Blood serum factors have been shown to in-
fluence the ability of P. vivax gametocytes to infect mos-
quitoes in experiments in which patient plasma was
replaced with P. vivax-naive sera or plasma [46,66]. In-
fection in these two mosquito species does not appear to
be strongly related to host immune factors. Resistance to
Plasmodium infection in An. albitarsis s.l. and An. agua-
salis may be more strongly associated with intrinsic fac-
tors related to the mosquito’s own immune system,
which could respond more effectively to destroy Plasmo-
dium infections. Future studies should include evaluation
of P. vivax strain variability on mosquito susceptibility and
both intra- and interspecific variation in mosquito im-
mune responses to Plasmodium infection.

The results also indicate that the quantity of gameto-
cytes are positively correlated with the infection rate and
the number of oocysts formed, but when results were ana-
lyzed by individual species only An darlingi and An.
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aquasalis had a positive correlation between the quantity
of gametocytes and the other two variables. However,
according to Klein and collaborators there was no correl-
ation between the number of P. falciparum gametocytes
and the mean number of cocysts formed in An. darlingi,
although, in general, low numbers of circulating gameto-
cytes resulted in few infected mosquitoes [17]. Distinct re-
sults could be related to observational methods for
verifying the quantity of gametocytes, as determined by
light microscopy, which does not predict P. vivax trans-
mission to mosquitoes [77].

Conclusion

Development of novel malaria control strategies includes
methods aimed at disrupting parasite development in the
mosquito vector. Studying natural vector-parasite interac-
tions, as opposed to model systems, is critical to the develop-
ment of strategies that can ultimately be used in the field.
These studies are made difficult in cases where mosquito
vectors cannot be colonized in the laboratory. Such is the
case with many of the vectors in South America, including
the main vector An. darlingi, which has not been colonized
after several efforts by distinct research groups (personal ob-
servation). Only An. aquasalis, the main vector in coastal
Brazil, has been established and maintained in the laboratory.
This study established baseline data for key transmission pa-
rameters showing that in laboratory, P. vivax infection of col-
onized An. aquasalis had an infection rate of 44.8% with a
mean oocyst count of 29 per infected individual. Tt is possible
now to begin using this system to explore mosquito immune
response to P, vivax infection [57-59].
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