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RESUMO 

 

Medeiros MM. Perfil da resposta imune humoral de pacientes sintomáticos e assintomáticos 

para malária falciparum, da Amazônia Ocidental Brasileira, contra antígenos polimórficos 

exportados para a superfície da hemácia infectada e antígenos expressos no merozoíto [Tese 

(Doutorado em Biologia da Relação Patógeno-Hospedeiro)]. São Paulo: Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2011. 

 

A imunidade adquirida contra sintomas da infecção por Plasmodium falciparum em pessoas 

de área endêmica é dependente de muitos fatores e a presença de anticorpos é essencial. 

Muitos antígenos expressos tanto pela forma invasiva – o merozoíto - quanto na hemácia 

infectada já foram avaliados separadamente como alvos da resposta humoral, porém, poucos 

estudos pesquisaram a resposta contra múltiplos antígenos de forma simultânea e ainda, 

utilizando antígenos oriundos de parasitas circulantes na mesma população na qual a resposta 

foi medida. No trabalho apresentado, obtivemos isolados de campo de P. falciparum do 

sangue de pacientes sintomáticos e assintomáticos de uma mesma área endêmica brasileira. 

Clonamos fragmentos de genes surf e dos genes das proteínas do merozoíto AMA1 e das 

famílias MSP e EBL. Expressamos todas as sequências diferentes encontradas fusionadas a 

GST. Por ELISA, testamos a positividade para IgG dos plasmas das mesmas amostras de 

sangue e identificamos as subclasses de IgG nos plasmas mais reativos e a duração da 

resposta de IgG em um subgrupo de plasmas. Os antígenos expressos pelo merozoíto foram 

amplamente reconhecidos pelos plasmas do estudo em comparação aos antígenos SURFIN. 

Assintomáticos apresentaram freqüência maior de reconhecimento dos antígenos MSP5, 

MSP9 e dos SURFIN 1.1, 4.1, 4.2, 8.2 e 13.1 e maior intensidade de reconhecimento dos 

antígenos MSP4, MSP5, MSP9, EBA175 e SURFIN 1.1, 4.2 e 13.1 do que sintomáticos. A 

odds ratio conferida pela resposta humoral contra MSP5, MSP9 e SURFIN 13.1 mostrou 9 

vezes menos chances para o primeiro, 8 vezes menos chances para o segundo e 3,5 vezes 

menos chances para o terceiro de desenvolver sintomas entre os respondedores, através da 

análise de tabelas de contingência. A odds ratio conferida pela resposta humoral mais intensa 

a MSP5 e EBA175 aponta respectivamente, 9,4 vezes e 5,7 vezes mais chances de 

desenvolvimento do perfil assintomático por regressão logística. Paralelamente, verificamos 

por RT-qPCR que pode ocorrer switching transcricional e talvez exclusão alélica na expressão 

de genes surf.  

Palavras-chave: Malária. Plasmodium falciparum. Resposta humoral. Proteínas do merozoíto. 

Proteínas SURFIN. Indivíduos assintomáticos. 



 

ABSTRACT 

 

Medeiros MM. Humoral immune response profile of symptomatic and asymptomatic patients 

of falciparum malaria, from Western Brazilian Amazon, against polymorphic antigens 

exported to the surface of infected erythrocyte and merozoite expressed antigens [Ph. D. 

thesis (Biology of the Pathogen-Host Relation)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas 

da Universidade de São Paulo; 2011. 

 

The acquired immune response against the symptoms of blood stage Plasmodium falciparum 

infection depends on multiple factors and the development of Plasmodium reactive antibodies 

is essential for immunity. Many target antigens from the invasive merozoite stage and on the 

surface of the infected red blood cell have been tested separately, but few studies used 

simultaneously multiple antigens and alleles of antigens actually in circulation in the 

population from whom the immune response was tested. In this work, we obtained P. 

falciparum field isolates present in the blood of symptomatic and asymptomatic patients from 

the same endemic area in the Western Amazon. We cloned and expressed all different 

sequences of surf genes and those encoding merozoite antigens AMA1 and members of the 

MSP and EBL protein families as GST fusion peptides. We identified plasmas positive for 

specific IgG, the IgG subclasses in the most reactive plasmas and the longevity of the 

response in a lot of plasmas by ELISA. We observed that plasmas from asymptomatic 

patients recognized more frequently and stronger the antigens MSP4, MSP5, MSP9, EBA175 

and the SURFIN 1.1, 4.1, 4.2, 8.2 e 13.1 than plasmas from symptomatic patients. When we 

correlated ELISA values with parameters from the patients history of infection in order to 

establish which immune response was most responsible for evolution to the asymptomatic 

carrier state, we observed that individuals who presented a stronger response against MSP5 

and EBA175 has 9.4 and 5.7 times, respectively, higher chance of being asymptomatic than 

symptomatic carriers, by logistic regression. The odds ratio conferred by antibodies against 

MSP5, MSP9 and SURFIN 13.1 pointed to 9 times fewer chances to the first two and 3,5 

times fewer chances to the last for presence of malaria symptoms by cross tab analysis. In 

parallel, transcription analysis of surf genes in the P. falciparum strain 3D7 verified by RT-

qPCR pointed to a mechanism reminiscent of allelic exclusion. 

 

Key words: Malaria. Plasmodium falciparum. Humoral immune response. Merozoite 

proteins. SURFIN proteins. Asymptomatic carriers.  
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1.1 Breve história da malária  

 

A doença malárica, provavelmente, acompanha o homem desde a revolução agrária 

neolítica que alcançou a África Central e o oeste africano há 5000 anos. A partir daquele 

momento, o homem abandonou os hábitos nômades e passou a viver em núcleos 

populacionais mais densos, próximos a regiões de floresta tropical, propiciando o 

desenvolvimento de hábitos antropofílicos nos vetores africanos. Posteriormente, a doença 

espalhou-se pelo Velho Mundo, Ásia e Novo Mundo, principalmente, através de movimentos 

migratórios colonizadores e atividades bélicas, que propiciaram a disseminação dos parasitas 

e dos seus vetores (1).  

A estreita relação do homem com essa doença é retratada logo pelas primeiras formas 

de escrita que se tem notícia: os hieróglifos egípcios e a escrita cuneiforme suméria. O mais 

velho registro sobre malária encontra-se em uma tábua de escrita cuneiforme, de origem 

babilônica, que associa a doença ao deus Nergal, conhecido como o Deus do Inferno, na 

mitologia dos povos da Mesopotâmia. Ele é retratado como uma criatura alada, com cabeça 

de homem e corpo de touro (1). 

Antigos manuscritos chineses, egípcios, romanos e hindus também fazem menção a 

uma doença caracterizada por febre intermitente e esplenomegalia, que pode ser reconhecida 

como a malária causada por Plasmodium malariae. A associação da doença com picadas de 

mosquitos já aparece em escritos hindus datados de 800 a.C. e dois dos mais antigos textos 

sobre a Medicina Ayurvédica discriminam a febre em cinco categorias, incluindo as febres 

terçãs e quartãs e associam a ocorrência das febres com picadas de insetos (1). 

Acredita-se que o Plasmodium vivax e o Plasmodium malariae eram endêmicos no 

Velho Mundo, Grécia, Índia e China em 500 a.C. e tenham chegado à Grécia entre o fim da 

última era glacial e 500 a.C.. Porém, evidências de febres causadas por P. falciparum 

aparecem restritas ao norte da Grécia, no século V a.C. (2).  

Hipócrates, o Pai da Medicina, em 400 a.C., também descreveu as febres terçãs 

sugestivas de P. vivax e quartãs sugestivas de P. malariae e foi o primeiro a estabelecer 

associação entre a esplenomegalia decorrente da malária à ingestão de água estagnada. 

Hipócrates é reconhecido como o primeiro malariologista e sua teoria sobre a transmissão da 

doença perdurou até o século XIX, com exceção do período em que as idéias de Galeno 

prevaleceram.  
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Galeno foi o primeiro a associar o aparecimento das febres com a estação verão e com 

icterícia nas pessoas infectadas. Mas, a explicação dada por ele e mantida por 15 séculos, para 

a ocorrência de tais febres, era um desequilíbrio nos 4 humores corporais, cujo equilíbrio seria 

restaurado através de sangrias e purgações, esta última relacionada à provocação de vômitos e 

diarréias. 

A malária impediu a invasão de Roma por povos bárbaros diversas vezes, porém, 

acredita-se que tenha sido determinante para a queda do Império Romano. A presença da 

doença naquela região, na metade do século V A.D., foi evidenciada através dos achados 

arqueológicos do pesquisador David Soren. Fósseis de 47 crianças, a mais velha com 3 anos 

de idade, foram encontrados na localidade de Lugnano, situada ao norte de Roma. Evidências 

apontam que as crianças morreram decorrentes de uma epidemia e o grande número de 

recém-nascidos e prematuros sugere o acometimento das mesmas na gestação. Anos mais 

tarde, Robert Sallares identificou em um dos fósseis coletados desse sítio arqueológico, a 

presença de DNA de Plasmodium falciparum (2).  

O médico italiano Giovanni Maria Lancisi, em 1716, foi o primeiro a descrever a 

presença de pigmentação escurecida no cérebro e no baço de vítimas das febres episódicas 

letais. Porém, ele associou a doença com vapores venenosos de regiões pantanosas (teoria do 

“mau ar”, ou male aria, em italiano) ou com água estagnada. Posteriormente, a partir dele, 

ressurgiram as velhas teorias de Varro e Celsus sobre a existência de diminutivos vermes, 

invisíveis aos olhos, que infectavam o sangue das pessoas, causando as tais febres. Ele chegou 

a postular um possível mecanismo de inoculação desses seres, a partir das aberturas cutâneas 

ocasionadas pelas picadas de mosquitos existentes nos pântanos. Porém, ele abandonou essa 

teoria por falta de provas (1).  

Posteriormente, a teoria do “mau ar” começou a perder a força. No século XIX, sob 

influência da teoria dos germes, o Bacillus malariae foi identificado a partir do solo romano, 

sendo a doença atribuída a ele.  

Finalmente, em 6 de novembro de 1880, o médico francês Charles Louis Alphonse 

Laveran identificou no sangue fresco de um soldado doente, a presença de grânulos 

pigmentados e formas em crescente que se movimentavam freneticamente, batizando-os de 

Oscillaria malariae. Em 1884, Marchiafava e Celli, dois patologistas italianos, identificaram 

uma forma amebóide em anel nas hemácias de pacientes com a doença, conferindo-lhe o 

nome de Plasmodium. Os mesmos patologistas identificaram, em 1889, parasitas distintos 

causadores das febres terçãs, sendo os primeiros a identificar o P. falciparum por 

microscopia. Camilo Golgi, renomado neurofisiologista e ganhador do Prêmio Nobel de 
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Medicina em 1906 por seus estudos sobre a estrutura do sistema nervoso, foi o primeiro a 

identificar, em 1885, diferentes tipos de parasitas responsáveis pelas formas terçã e quartã da 

doença e também associou a ocorrência das febres com a ruptura dos merozoítos no interior 

das hemácias. Golgi foi o primeiro a sugerir a possibilidade de formas exoeritrocíticas do 

parasita no curso da doença. 

Ronald Ross, orientado por Sir Patrick Manson, identificou a presença de oocistos no 

intestino de mosquitos em 1897. Apesar de Manson ter descoberto que a filariose era 

transmitida pela picada de mosquitos, ambos atribuíam à ingestão de água contaminada com 

ovos de mosquitos, a responsabilidade pela transmissão da doença malárica (teoria 

hipocrática). Um ano mais tarde, Ross descobriu formas dos parasitas nas glândulas salivares 

dos mosquitos que transmitiam a doença a pássaros, estabelecendo a teoria da transmissão da 

doença através de picadas de mosquitos infectados. No mesmo ano, um grupo de 

pesquisadores italianos liderado por Batista Grassi descobriu que o mosquito anofelino era o 

causador da malária humana. Porém, apenas em 1900, Manson demonstrou definitivamente 

que a doença é transmitida ao homem por picadas de mosquitos anofelinos infectados. Ronald 

Ross e Laveran foram agraciados com o Prêmio Nobel de Medicina em 1902 e 1907, 

respectivamente.  

Na década de 40 do século passado, a equipe liderada pelos pesquisadores Shortt e 

Garnham identificou as formas teciduais hepáticas do P. vivax. As formas teciduais de P. 

falciparum foram identificadas em 1949 (3), assim como, as formas teciduais de P. ovale, em 

1954 (4) e de P. malariae, em 1959 (5). 

A primeira forma de tratamento curativo para as febres intermitentes na Europa, 

apenas foi possível no século XVI. Antes desse período, o que prevaleceu foi o tratamento 

recomendado por Galeno, associado a uma intensa mortalidade. A partir da colonização das 

Américas, a malária chegou ao Novo Mundo. Porém, os nativos da região do Peru 

desenvolveram um tratamento a partir da ingestão da infusão da casca da cinchona ou quina, 

para curar as febres intermitentes. Os padres jesuítas foram os primeiros a experimentar o 

tratamento e levaram-no para a Europa em 1632. A casca da quina ficou conhecida como a 

casca dos jesuítas e o princípio ativo quinino foi isolado, na França, em 1820.  

Grandes avanços ocorreram no combate à malária durante a Segunda Guerra Mundial. 

As drogas cloroquina, primaquina, amodiaquina, proguanil e pirimetamina foram sintetizadas 

e o inseticida residual DDT (difenildiclorotrietano) passou a ser utilizado no combate vetorial. 

Durante a guerra do Vietnã, cientistas chineses iniciaram um projeto para isolar o princípio 
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ativo da artemisina, baseado nas propriedades antimaláricas da Artemisia annua, utilizada na 

China no combate a febres desde 340 A.D.. Os cientistas chineses obtiveram êxito em 1971. 

O desenvolvimento de um método de cultivo de P. falciparum in vitro por Trager e 

Jansen (6) em 1975, o seqüenciamento dos genomas do P. falciparum (7) e Anopheles 

gambiae (8) em 2002 e do P. vivax (9) e P. knowlesi (10) em 2008 são marcos de extrema 

relevância para o entendimento biológico do parasita.  

No final da década de 60 do século passado, as pesquisas para o desenvolvimento de 

uma vacina antimalária começaram a surgir, primeiramente em modelos experimentais, 

utilizando esporozoítos de P. berghei irradiados com raios X (11). Atualmente, várias 

formulações vacinais baseadas em antígenos sintéticos de P. falciparum estão sendo testadas 

na África (12, 13), sendo essa estratégia uma grande esperança para a eliminação da doença 

ou para a redução da mortalidade.  

 

1.2 A evolução dos parasitas e dos vetores 

 

Acredita-se que um ancestral comum dos parasitas da malária tenha surgido há 500 

milhões de anos (14). Evidências sugerem que esse pré–parasita era um protozoário de vida 

livre, apresentava um cloroplasto e adaptou-se a viver no interior de invertebrados aquáticos. 

Primeiramente, ele reproduzia-se sexualmente apenas e posteriormente, adquiriu uma forma 

de reprodução assexuada chamada de esquizogonia, potencializando seu poder proliferativo. 

Entre os invertebrados aquáticos para os quais os pré–parasitas adaptaram-se, possivelmente 

encontram-se as larvas aquáticas dos ancestrais da ordem Diptera, originários dos mosquitos e 

que surgiram primeiramente entre 150 a 200 milhões de anos. Posteriormente, algumas 

linhagens de parasitas evoluíram e adaptaram-se a dois hospedeiros, invertebrado e 

vertebrado, sendo este último representado pelas aves, répteis e mamíferos (14). 

O P. falciparum é intimamente relacionado com o P. reichenowi e os dois são mais 

relacionados com os plasmódios que infectam aves do que os que infectam mamíferos. 

Acredita-se que o ancestral comum surgiu há 130 milhões de anos e a origem das duas 

linhagens ocorreu entre 4 a 10 milhões de anos, simultaneamente, com a divergência da 

linhagem humana a partir dos grandes macacos africanos, ou seja, chimpanzés, orangotangos, 

gorilas e bonobos. Evidências recentes apontam que o P. falciparum originou-se dos parasitas 

que infectam gorilas, na África Central, a partir de uma única transferência mediada pelo 
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vetor (15, 16). As cepas letais de P. falciparum, possivelmente originaram-se entre 5.000 a 

10.000 anos, juntamente com a co-especiação do An. gambiae e dos hominídeos. 

Os P. vivax, P. ovale e P. malariae divergiram há 100 milhões de anos, 

acompanhando a linhagem de parasitas que infectam mamíferos. O P. ovale infecta apenas o 

homem, porém, o P. malariae pode infectar tanto humanos quanto chimpanzés, pois possui 

um ancestral comum para os dois hospedeiros. O P. vivax e o P. cynomolgi pertencem a um 

grupo de parasitas que infectam macacos e divergiram entre 2 a 3 milhões de anos (14).  

Na classificação atualizada em clados, segundo a International Society of 

Protistologists Classification (ISPC), esses organismos pertencem, em ordem crescente de 

especiação, aos clados: Eukarya, Chromoalveolata, Alveolata, Myzozoa, Apicomplexa, 

Aconoidasida, Haemosporidiasina, Chromotorida, Laveraniina, Plasmodiidae e Plasmodium. 

Este último possui 15 subgêneros. O subgênero Laverania alberga 5 espécies, entre elas o 

Plasmodium (Laverania) falciparum e o P. (L.) reichenowi, enquanto o subgênero 

Plasmodium agrupa o Plasmodium (Plasmodium) vivax, P. (P.) ovale, P. (P.) malariae e P. 

(P.) knowlesi, entre outros. A seguir, algumas características dos plasmódios que infectam o 

homem: 

Plasmodium falciparum: descrito por Welch em 1897, é responsável pela febre terçã maligna 

ou semiterçã, caracterizada pelos acessos febris em intervalos de 36 a 48 horas. Essa espécie é 

a responsável pelos casos fatais da doença, devido ao fenômeno de citoaderência dos 

eritrócitos infectados pelas formas maduras do parasita a outros eritrócitos e às células 

endoteliais da microcirculação de cérebro, pulmão, rins, baço e placenta. 85% dos casos de 

malária na África são decorrentes de infecções por essa espécie, assim como, a maioria das 

mortes entre crianças menores de 5 anos de idade . 

Plasmodium vivax: descrito por Grassi e Feletti em 1890, é o agente causador da febre terçã 

benigna, com acessos febris em intervalos de 48 horas. Atualmente, o cenário de benignidade 

das infecções por P. vivax tem apresentado mudanças. Algumas evidências sugerem a 

possibilidade de citoaderência dos eritrócitos infectados pelas formas maduras do parasita às 

células endoteliais (17) e casos letais têm sido registrados no Amazonas (18-20). Essa espécie 

apresenta formas teciduais latentes, conhecidas como hipnozoítos, que permanecem alojadas 

nos hepatócitos, podendo reiniciar o ciclo eritrocítico meses após a primeira infecção. Essa 

espécie é a mais globalmente disseminada, sendo responsável por 80% dos casos na Américas 

do Sul e Central e por 60% dos casos nas regiões sul e sudeste do continente asiático. 
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Plasmodium ovale: descrito por Stephens em 1922, é responsável por outra forma de febre 

terçã benigna, com acessos febris em intervalos de 48 horas. Atualmente, encontra-se restrito 

a África tropical, Nova Guiné e Filipinas. Também possui formas hepáticas latentes. 

Plasmodium malariae: descrito por Laveran em 1881, é responsável pela febre quartã, com 

acessos febris em intervalos de 72 horas. Essa espécie perdeu a sua importância ao longo do 

tempo, restringindo-se a surtos epidêmicos na África, algumas partes da Índia, oeste do 

Pacífico e na América do Sul. As formas sangüíneas podem persistir por décadas em 

infecções assintomáticas (21). 

Plasmodium knowlesi: descrito por Sinton e Mulligan em 1932. Originalmente este parasita 

foi associado à malária em orangotangos, porém casos de infecções no homem parecem 

restritos a regiões asiáticas (22-25). 

Os agentes transmissores da malária são os mosquitos da ordem Diptera, da família 

Culicidae e do gênero Anopheles. O gênero Anopheles compreende cerca de 380 espécies, 

porém, apenas 60 podem transmitir a doença em condições naturais (26). 

No Brasil, o principal vetor é o An. darlingii, presente em 80% do território brasileiro 

(27). Os criadouros preferenciais são coleções de água limpa, quente, sombreadas e de baixo 

fluxo. Raramente é encontrado no ambiente florestal da Amazônia, portanto sua proliferação e 

disseminação é fruto dos processos de colonização humana do território nacional. As outras 

principais espécies incluem o An. aquasalis, que ocupa a faixa litorânea do norte do Amapá 

até o norte de São Paulo e tem como criadouro preferencial águas salobras, o An albitarsis, 

que compreende um complexo de subespécies que ocupa tanto o litoral quanto o interior e o 

An. cruzii e o An. bellator, que distribuem-se do litoral sul de São Paulo até o norte do Rio 

Grande do Sul e têm como criadouros preferenciais a água que se acumula na base das folhas 

das bromélias (26, 28, 29). Evidências sugerem que o A. darlingii está mais presente em áreas 

onde a ação humana provocou grandes impactos no meio ambiente, sendo mais encontrado 

em fronteiras de regiões desflorestadas com regiões de floresta intacta e próximo a regiões de 

ocupação humana (30). 

Os principais vetores africanos An. gambiae, An. arabiensis e An. funestus fazem parte 

do complexo An. gambiae. O An. gambiae distingue-se das demais espécies de anofelinos por 

sua intensa antropofilia, adaptabilidade aos meios urbanos e semi–urbanos e longevidade, 

fatos esses que o tornam o mais eficiente vetor da malária humana (31). 
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1.3 Ciclo de vida dos plasmódios humanos 

 

O ciclo biológico divide-se entre o hospedeiro invertebrado e vertebrado, 

distinguindo-se, entre outros aspectos, pelas formas de reprodução sexuada e assexuada, 

respectivamente. As duas fases são semelhantes entre as espécies que parasitam o hospedeiro 

humano e um modelo esquemático é mostrado na Figura 1. 

Ciclo no hospedeiro vertebrado ou intermediário 

Durante o repasto sangüíneo, a fêmea anofelina infectada injeta formas esporozoíticas 

do parasita presentes nas suas glândulas salivares, juntamente com a saliva, que contém 

substâncias anestésicas e vasodilatadoras, sob a pele do indivíduo. Os esporozoítos lançados 

na derme deslizam pelo tecido, através de um movimento ativo conhecido como gliding (11), 

impulsionado por um motor submembranoso de actina–miosina, alcançando rapidamente, os 

capilares sanguíneos e linfáticos, sendo direcionados tanto para o fígado como para os 

linfonodos drenantes (32).  

 Após poucos minutos, os esporozoítos que atingiram a corrente sangüínea, alcançam o 

fígado iniciando a fase hepática ou exoeritrocítica da doença. Após atravessarem os 

macrófagos residentes do órgão hepático, as células de Kupffer, os esporozoítos chegam aos 

hepatócitos. Através do movimento de gliding, eles deslizam sobre as células e atravessam 

várias, até alojarem-se em alguma (33). Os hepatócitos que sofreram invasão passam a 

secretar um fator de crescimento do hepatócito, HGF (hepathocyte growth factor), que se liga 

ao receptor transmembrana tirosino-quinase Met, presente na superfície do hepatócito 

infectado. Esse mecanismo é responsável pela sobrevivência do hepatócito infectado, 

evitando a apoptose celular, através da inibição da via apoptótica dependente de TNF (34). O 

reconhecimento dos hepatócitos pelos esporozoítos é mediado por interações entre a proteína 

CS (circumsporozoite protein) e o receptor heparansulfato (35). A proteína CS é o 

componente mais abundante da superfície do esporozoíto e apresenta dois estágios 

conformacionais importantes para a migração e para a adesão do esporozoíto ao hepatócito, 

no momento da invasão (36). A proteína TRAP (trombospondine related associated protein) 

é essencial para o movimento de gliding (11) e as proteínas AMA1 (apical membrane antigen 

1) e MAEBL (merozoite adhesive erythrocytic binding protein), também expressas pelo 

esporozoíto, também participam nos processos de invasão (37). As duas últimas serão 

abordadas neste estudo.  

Uma vez dentro do hepatócito, os esporozoítos transformam-se em células 

arredondadas chamadas criptozoítas, no interior de vacúolos. Os criptozoítas passam por uma 
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divisão assexuada chamada esquizogonia tecidual, originando esquizontes hepáticos ou 

esquizontes teciduais primários, repletos de merozoítos. A esquizogonia hepática dura seis 

dias para o P. falciparum, oito dias para P. vivax, nove dias para P. ovale e de 12 a 16 dias 

para P. malariae. Posteriormente, o hepatócito rompe-se, liberando os merozoítos diretamente 

nos capilares sangüíneos do fígado. O P. falciparum libera 40.000 merozoítos dos esquizontes 

teciduais, enquanto o P. vivax libera mais de 10.000, o P. ovale 15.000 e o P. malariae 2.000. 

Em 2006, foi demonstrado no modelo murino com P. berghei, que os esporozoítos 

desse parasita podem invadir os capilares linfáticos e ser transportados até os gânglios 

linfáticos, iniciando o desenvolvimento das formas hepáticas naquele local, nas primeiras 24 

horas (32). Recentemente, o desenvolvimento de formas hepáticas na derme dos animais foi 

observado (38). Nesse mesmo modelo, também foi demonstrado que a liberação dos 

merozoítos das células hepáticas ocorre por meio da formação de vesículas oriundas da 

membrana do hepatócito, chamadas de merossomos, repletas de merozoítos. Esses são 

liberados diretamente nos sinusóides hepáticos, driblando a possibilidade de reconhecimento 

pelas células de Kupffer (32). Outro mecanismo de escape do reconhecimento do hospedeiro é 

a inibição da exposição de fosfatidilserina na superfície dos hepatócitos infectados, impedindo 

a fagocitose dessas células por macrófagos (32).  

P. vivax e P. ovale apresentam formas hepáticas latentes chamadas de hipnozoítos, que 

permanecem dormentes nas células do fígado e podem voltar ao desenvolvimento normal e 

originar formas eritrocíticas, até meses após o primeiro contato. Recentemente, foi 

demonstrado em um modelo murino de malária por P. berghei, a íntima relação das formas 

eritrocíticas com a maturação das formas hepáticas. As primeiras inibem o desenvolvimento 

das formas hepáticas, prevenindo a possibilidade de superinfecção, a qual poderia ser 

extremamente lesiva para o hospedeiro (33).  

Os merozoítos liberados na circulação invadem os eritrócitos, iniciando o ciclo 

eritrocítico da doença, responsável pelas manifestações clínicas da malária. Através de um 

movimento coordenado que compreende: adesão à membrana eritrocitária, reorientação do 

pólo apical perpendicularmente à membrana eritrocitária e formação de uma zona de contato 

entre a superfície do pólo apical e a superfície do eritrócito (tight junction), ocorre a invasão, 

com invaginação da membrana eritrocítica e formação da membrana do vacúolo parasitóforo. 

Durante o processo de invasão, proteínas presentes na superfície do merozoíto e outras 

secretadas pelas organelas presentes no pólo apical, róptrias e micronemas, atuam ativamente 

(39). Várias dessas proteínas serão abordadas neste estudo, sendo a essência do mesmo. Os 

merozoítos passam a habitar o vacúolo parasitóforo, no interior do eritrócito e sofrem uma 
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série de transformações morfológicas, originando os estágios de anel ou trofozoíto jovem, 

trofozoíto maduro e esquizonte. Na forma esquizonte, ocorre mais um evento de 

esquizogonia, dando origem a um determinado número de merozoítos por cada esquizonte, 

característico de cada espécie de plasmódio. Nas infecções causadas por P. falciparum, é rara 

a observação de formas maduras (trofozoíto e esquizonte) no sangue periférico. Esse fato é 

explicado pelo fenômeno de citoaderência dos eritrócitos infectados às células endoteliais 

venulares, fato responsável pela gravidade dos casos desse tipo de malária. Os eritrócitos 

infectados por essas formas maduras são menos deformáveis, o que contribui, também, para a 

citoaderência dos mesmos (40).  

Com a ruptura do vacúolo parasitóforo e do eritrócito, os merozoítos são liberados na 

corrente sangüínea e invadem novos eritrócitos, dando continuidade ao ciclo eritrocítico. A 

ruptura dos eritrócitos infectados é responsável pela febre, que é contínua nos primeiros dias, 

porém torna-se cíclica com a perpetuação da doença, a partir do momento, que os parasitas 

entram em sincronia de desenvolvimento (41). A liberação dos merozoítos na corrente 

sangüínea passa a ocorrer ao mesmo tempo, culminando com os acessos de febre, tremores e 

calafrios, típicos da doença.  

Evidências apontam que merozoítos de P. falciparum presentes no esquizonte tardio, 

iniciam a diferenciação para a forma sexuada em conjunto e logo no primeiro ciclo de 

replicação assexuada, sem a necessidade de invasão eritrocitária para uma posterior 

diferenciação. Porém, as formas gametocidas imaturas ficam seqüestradas no endotélio da 

microcirculação, atingindo a periferia após 15 dias em média. O gametócito maduro possui 

longevidade de 3,4 a 6,4 dias. Porém, a longevidade pode ser estimada pelo tempo máximo de 

seqüestro e pelo tempo máximo de circulação, podendo ser encontradas formas circulantes até 

1 mês após o tratamento medicamentoso, na ausência de drogas gametocidas, em infecções 

naturais (42).  

Ciclo no hospedeiro invertebrado ou definitivo 

Enquanto os anofelinos machos se alimentam de néctar e seiva vegetal, as fêmeas 

necessitam de sangue em sua alimentação para o amadurecimento de seus ovos e para 

possibilitar a ovoposição.  

Dessa maneira, após a fêmea do mosquito Anopheles ingerir sangue de uma pessoa 

infectada, contendo as formas sexuadas do parasita (gametócitos feminino e masculino), 

inicia-se a fase sexuada dentro de seu trato digestivo. Dois eventos são importantes para 

iniciar a gametogênese, in vitro: a diminuição da temperatura em 5ºC e a alteração do pH do 

meio, de 7.2 para 8.0-8.2. In vivo, esse processo é induzido também pela diminuição da 
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temperatura e pela presença do ácido xanturênico, um produto do metabolismo do triptofano 

(43). Os gametas femininos (macrogametócitos) e masculinos (microgametócitos) 

diferenciam-se em macrogameta e 8 microgametas, respectivamente. Os microgametócitos 

sofrem um processo de exflagelação, originando os microgametas que são móveis. Após a 

fecundação do macrogameta pelo microgameta ocorre à formação do zigoto, que em 18 a 24 

horas, torna-se alongado e móvel, passando a ser chamado de oocineto. O zigoto é a única 

fase diplóide no ciclo de vida do parasita. Posteriormente, o oocineto migra pela camada 

única de células da parede do estômago do mosquito, alojando-se entre essas células e a 

membrana basal do epitélio. O oocineto transforma-se em oocisto ao desenvolver uma espessa 

cápsula, a qual permite a passagem de nutrientes para o desenvolvimento dos esporozoítos 

(esporogonia). O oocisto aumenta progressivamente de tamanho e rompe-se, liberando os 

esporozoítos, que através da hemolinfa, migram para as glândulas salivares, invadindo-as 

ativamente. No momento da picada, os esporozoítos podem ser inoculados no hospedeiro 

vertebrado, perpetuando o ciclo. 
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Figura 1- Ciclo de vida do Plasmodium falciparum. Durante o repasto, a fêmea infectada do mosquito 

Anopheles inocula esporozoítos, presentes nas glândulas salivares, no hospedeiro humano (1). Os 

esporozoítos chegam ao fígado iniciando o ciclo exoeritrocítico (C). Ao invadirem os hepatócitos, os 

esporozoítos transformam-se em criptozoítas, que após sofrerem esquizogonia, transformam-se em 

esquizontes hepáticos, repletos de merozoítos Os esquizontes hepáticos rompem-se liberando os 

merossomos/merozoítos na corrente sanguínea (2) que invadem os eritrócitos (3), iniciando a fase 

eritrocítica do ciclo (B). Após a invasão, os merozoítos desenvolvem-se nos estágios anel, trofozoíto 

maduro e esquizonte (4), culminando com a ruptura da hemácia e liberação de novos merozoítos (5), 

perpetuando o ciclo eritrocítico. Alguns merozoítos diferenciam-se em gametócitos (6) masculino e 

feminino (7). O ciclo no mosquito (A) inicia-se quando a fêmea, durante novo repasto, ingere os 

gametócitos masculino e feminino, que se diferenciam, no estômago do inseto, em microgameta e 

macrogameta, respectivamente (8). O macrogameta é fecundado pelo microgameta, gerando o 

zigoto ou oocineto, que migra para a membrana basal do epitélio estomacal do inseto. O oocineto 

transforma-se em oocisto (9), que sofre uma multiplicação esporogônica, gerando milhares de 

esporozoítos, que após a ruptura do oocisto atingirão às glândulas salivares do inseto (11), sendo 

liberados das mesmas, no próximo repasto. 

 

1.4 Tentativas mundiais de controle da doença e distribuição geográfica atual  

 

No início do século passado, a malária estava presente na maior parte do globo. 

Esperanças na erradicação da doença, através da eliminação do vetor anofelino, 

impulsionaram várias campanhas mundiais para combatê-lo. O uso de larvicidas (derivados 

do petróleo e verde-paris), a telagem das casas, a drenagem e aterros de coleções hídricas e o 

tratamento em larga escala com o quinino, fizeram com que esta doença fosse eliminada na 

maior parte dessas regiões (44). Porém, a falta de ações de manutenção do controle vetorial, 

as guerras e os movimentos migratórios humanos propiciaram o retorno dos casos. 
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Posteriormente, as ações para eliminar o inseto vetor ganharam um reforço com a 

utilização do inseticida residual DDT. Ele foi sintetizado em 1874, porém as propriedades 

inseticidas foram desvendadas em 1939, por Paul Müller. Ele foi utilizado, primeiramente, no 

combate ao vetor causador do tifo (Pediculus humanus corporis), durante a Segunda Guerra 

Mundial e ao final daquele período, passou a ser utilizado no combate ao vetor anofelino. Paul 

Müller recebeu o Prêmio Nobel de Medicina, em 1948, pela descoberta das propriedades do 

DDT (1).  

A síntese de novas drogas efetivas e menos tóxicas no combate à doença, durante a 

Segunda Guerra Mundial, e o uso do DDT alimentaram grandes esperanças para a eliminação 

da malária no mundo. A malária foi eliminada dos Estados Unidos entre 1947 a 1951, 

basicamente através da aplicação intradomiciliar de DDT em 13 estados do sudeste 

americano, permitindo a eliminação do vetor anofelino. 

A grande campanha de erradicação da malária, em escala mundial, coordenada pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) ocorreu no período de 1957-1978. Os esforços para a 

erradicação concentraram-se na aplicação intradomiciliar de DDT, no tratamento dos 

enfermos e em ações de vigilância, devendo ocorrer em 4 etapas sucessivas: preparação, 

ataque, consolidação e manutenção. Na maior parte da Europa essa campanha, juntamente 

com novas práticas de agricultura e construção de casas, resultou na erradicação da malária. 

Na Índia, onde o programa de erradicação foi considerado um exemplo, houve uma redução 

de 75 milhões de casos em 1958, para 50 mil em 1964 (1). Porém, a maioria das nações da 

África sub-Sahariana foram excluídas dessas ações. 

Segundo a OMS, após essa campanha de erradicação, a população mundial em risco 

havia sido reduzida de 70% para 41%. Entretanto, o alto custo para a manutenção do 

programa impediu a sua continuidade e o mesmo foi abandonado.  

Desde então, começaram a ocorrer mais de 300 milhões de casos anuais da doença e 

mais de 1 milhão de mortes atribuídas diretamente à malária. Os principais fatores apontados 

como responsáveis pelo retorno dos casos de malária, em áreas onde a doença já havia sido 

eliminada, foram: resistência do Plasmodium falciparum às drogas usadas (45, 46), resistência 

dos anofelinos aos inseticidas (47, 48), proibição do uso do DDT pela OMS por questões 

tóxicas, guerras e movimentos massivos de populações, mudanças climáticas, mudanças 

ambientais pela interferência do homem como a construção de barragens, garimpos e 

desmatamentos (49), grande trânsito de pessoas de áreas com malária para áreas sem malária 

(50), crescimento populacional nas áreas onde a malária é endêmica e perda do interesse no 

desenvolvimento de novos instrumentos de controle da doença (51). 
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Em 1992, foi convocada a Conferência Ministerial de Malária, em Amsterdã, Holanda. 

Nesse encontro foi feita a “Declaração Mundial para o Controle da Malária” e apresentada 

uma nova estratégia global de controle da doença. A partir desse momento, não se ousou mais 

falar em erradicação da malária, mas em controle dos casos e diminuição dos óbitos. O objeto 

de interesse deixou de ser o mosquito e passou a ser os doentes. As ações foram baseadas na 

detecção rápida de casos, no tratamento precoce dos casos suspeitos ou confirmados de 

malária, no planejamento de ações preventivas, na detecção rápida de epidemias, no 

fortalecimento local da pesquisa básica e na adequação do controle para as necessidades de 

cada localidade (52). 

Em 1998, um consórcio entre a OMS, o Banco Mundial, a UNICEF e o UNDP criou o 

programa denominado Roll Back Malaria, com objetivos de diminuir à metade as mortes por 

malária até 2010 e novamente, à metade em 2015.  

Entre o período de 1945 a 2010, 79 países conseguiram eliminar a malária, porém, ela 

continua endêmica em 99 países distribuídos entre a faixa intertropical do planeta (53).  

Dados de 2009 mostram que 2,85 bilhões de pessoas vivem em áreas com algum risco 

de transmissão de P. vivax, sendo que 57,1% dos indivíduos vivem em áreas de transmissão 

instável (54) (Figura 2). 91% dos casos concentram-se na Ásia central e no sudeste asiático, 

enquanto América e África são responsáveis por 5,5% e 3,5%, respectivamente. Dados de 

2007 estimam que 2,37 bilhões de pessoas vivem em áreas com algum risco de transmissão de 

P. falciparum (55) (Figura 3). Quase um bilhão de pessoas vive em áreas de transmissão 

instável ou extremamente baixa, porém o continente Africano continua sendo o local mais 

acometido, com mais de 50% dos casos acontecendo na mesma faixa de latitude de ocorrência 

do vetor An. gambiae. É importante salientar que mesmo na África a situação é bastante 

heterogênea e existem regiões onde existe baixa prevalência do parasita. Regiões não-

africanas foram consideradas hipoendêmicas para malária falciparum (55). 

A OMS tem preconizado o tratamento combinado com artemisina para o tratamento 

dos casos de malária falciparum, a fim de evitar o surgimento de resistência a essa droga, 

quando utilizada como monoterapia (segundo as recomendações da segunda edição do manual 

de tratamento de malária, disponível no endereço eletrônico: 

http://whqlibdoc.who.int/publications/2010/9789241547925_eng.pdf.)  

O efeito rápido dessa droga, no alívio dos sintomas e na melhoria do quadro clínico 

dos pacientes infectados, estimula a interrupção abrupta da mesma antes do término do 

tratamento, podendo selecionar cepas resistentes a ela. Nos últimos tempos, o tratamento 

supervisionado e a administração concomitante de outras drogas plasmodicidas têm sido 

http://whqlibdoc.who.int/publications/2010/9789241547925_eng.pdf.
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estratégias preconizadas pela OMS para driblar esse grave problema. Porém, cepas de P. 

falciparum apresentando falha terapêutica à artemisina foram identificadas no oeste do 

Camboja e no leste da Tailândia (56), provocando discussões sobre a forma mais adequada de 

tratamento da doença. A OMS sempre preconizou o tratamento baseado na detecção 

individual de casos sintomáticos da doença. Porém, frente a uma ameaça à estratégia de 

controle e eliminação da malária, entendida como a redução da incidência de casos de uma 

região para zero, começou-se a discutir no Programa Global de Malária de 2010, a estratégia 

de tratamento em massa da população, a despeito de ter ou não sintomas da doença ou de ter 

diagnóstico cofirmado morfológico ou por PCR do parasita. Essa abordagem visa tratar o 

grande número de portadores assintomáticos de malária, os quais podem contribuir para a 

seleção de cepas resistentes a artemisina (http://www.who.int/malaria/en/). 

 

 

Figura 2- Mapa mundial do risco de transmissão de malária por P. vivax definido pela incidência anual do 

parasita em 2009 (54). As áreas em vermelho escuro representam áreas de transmissão estável (IPA 

≥ 0,1/1000 habitantes), as áreas em rosa, áreas de transmissão instável (IPA<0,1/1000 habitantes) e 

as áreas em cinza, áreas livres de transmissão. A área rachurada representa regiões com fenótipo 

Duffy negativo. 

 

mailto:http://www.who.int/malaria/en/
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Figura 3- Mapa mundial do risco de transmissão de malária por P. falciparum definido pela incidência anual do 

parasita em 2007 (55), obedecendo aos mesmos parâmetros de cor do mapa acima.  

 

As vacinas são apontadas como possíveis instrumentos no controle da doença. 

Atualmente, as pesquisas estão voltadas tanto para a descoberta de possíveis antígenos 

vacinais, como para a descoberta de adjuvantes e de estratégias de vacinação, buscando a 

potencialização e o direcionamento da resposta imune. As formulações vacinais em teste, 

atualmente, englobam antígenos expressos em 3 momentos distintos do ciclo e visam efeitos 

protetores diferentes. As vacinas elaboradas com antígenos da fase exoeritrocítica visam 

garantir proteção global contra a doença, pois protegem contra a infecção, o desenvolvimento 

dos sintomas e inibem a possibilidade de transmissão. As vacinas com antígenos expressos na 

fase eritrocítica visam eliminar ou atenuar os sintomas, talvez diminuindo as formas graves da 

doença e as vacinas elaboradas com antígenos expressos pelas formas sexuadas do parasita 

visam bloquear a transmissão das mesmas para o vetor, inibindo a transmissão (57). 

 

1.5 A malária no Brasil e no estado de Rondônia  

 

A ausência de referências a malária nos livros médicos dos Astecas e dos Maias 

sinaliza para a introdução dos parasitas no continente americano, a partir do século XV, com a 

chegada dos colonizadores europeus e dos escravos africanos. Escritos médicos brasileiros 

fazem inferências a ela, a partir do século XVI e ao final do século XIX, a malária estava 

presente em todo o território nacional, principalmente na faixa litorânea, poupando apenas 

alguns segmentos dos estados sulinos (58). 

Em meados do século XIX, a borracha tornou-se matéria-prima de extremo valor e um 

grande interesse surgiu pelo látex brasileiro. Concomitantemente, uma legião de nordestinos, 
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castigados pela fome e por um longo período de seca intensa foi incentivada pelo governo 

brasileiro a dirigir-se à região Amazônica, a fim de trabalhar no extrativismo do látex. Esse 

foi o cenário da primeira grande epidemia de malária na Amazônia brasileira (58). Ao final do 

mesmo século, a assinatura do Tratado de Petrópolis pôs fim a uma grande desavença entre o 

Brasil e a Bolívia e a região correspondente ao estado do Acre foi transferida para o Brasil, 

mediante uma quantia em dinheiro e o compromisso da construção de uma ferrovia ligando 

Guajará-Mirim, na fronteira Brasil-Bolívia, às margens do Rio Mamoré, a Porto Velho, às 

margens do Rio Madeira. Em 1872, começava a construção da estrada de ferro Madeira-

Mamoré, chamada por alguns de “Ferrovia do Diabo”. Milhares de pessoas morreram durante 

a sua construção até a inauguração em 1912, a maioria vitima da malária (58).  

Ao final da construção da ferrovia, a seringueira havia sido levada para a Malásia 

pelos ingleses, provocando queda no valor comercial da borracha e provocando a decadência 

da ferrovia.  

Nos anos 30 do século XX, uma grande epidemia de malária atingiu a região nordeste 

do Brasil, provocada pela introdução e proliferação do vetor An. gambiae, no Rio Grande do 

Norte. Em vários povoados rurais e ribeirinhos, 80 a 90% da população foram atingidas, 

sendo registrada uma mortalidade maior do que 10% dos casos. Através de um acordo entre o 

governo brasileiro e a Fundação Rockfeller, uma campanha para eliminar o vetor e tratar os 

enfermos foi iniciada, liderada pelos pesquisadores Fred Soper, Bruce Wilson e Paulo 

Antunes. A campanha foi um marco na história da Saúde Pública no país, conseguindo 

eliminar o vetor do território nacional em 1940 (27, 58).  

Durante a Segunda Guerra Mundial, o exército japonês ocupou os seringais da 

Malásia, abrindo espaço, novamente, para o látex brasileiro no cenário mundial. Uma nova 

leva de imigrantes nordestinos, conhecidos como o “Exército da Borracha” dirigiu-se, 

novamente, para a região Amazônica, iniciando-se uma nova grande epidemia de malária 

nessa região.  

No início da década de 50, a situação da malária no Brasil era muito preocupante. 

Estimava-se que no país, para uma população de 55 milhões de habitantes, ocorriam entre 4 a 

8 milhões de casos de malária por ano, resultando em cerca de 80 mil óbitos, sendo que as 

áreas de maior transmissão eram: Amazônia, vales do rio São Francisco e Paraná, Baixada 

Fluminense e a costa Sudeste e Sul do Brasil. Seguindo as determinações da grande campanha 

de erradicação da malária em escala mundial, coordenada pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) no período de 1957-1978, iniciou-se também no Brasil, uma grande campanha de 

combate à doença. No interior do Brasil e na Amazônia a campanha focou o controle do 
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mosquito e o tratamento dos casos com atebrina. Posteriormente, foram introduzidos o DDT e 

a cloroquina. Porém, o P. falciparum começou a mostrar, em pouco tempo, sinais de 

resistência à cloroquina, introduzida no Brasil em 1959 por Mário Pinotti, e utilizada também 

como um profilático da malária.  

Em 1970, a doença havia sido controlada em boa parte do país. Naquele ano, foram 

registrados 52 mil casos, o menor número desde o início da aplicação do DDT, porém a 

maioria na região Amazônica. Nos anos seguintes, o governo militar priorizou as ações de 

controle nas áreas de possível erradicação da doença, como as regiões Sul e Sudeste. A região 

Amazônica foi colocada em segundo plano.  

Nas regiões de possível erradicação, os esforços para combater a doença obtiveram 

grande sucesso. Com o uso de DDT, larvicidas e tratamento dos doentes, a doença foi 

praticamente eliminada das regiões Sudeste, Sul e Nordeste, ficando restrita à região Norte do 

país, ao final da década de 70.  

A partir da década de 80, Rondônia foi palco de um intenso fluxo migratório, 

patrocinado pelo plano de integração nacional do governo militar. Indivíduos das regiões Sul 

e Nordeste deslocaram-se para lá, atraídos pelas fronteiras agrícolas e pela descoberta de ouro 

nos leitos dos rios do estado. No final dessa década, a população tinha aumentado de 100 mil 

para mais de 1 milhão de habitantes e 300 mil casos anuais de malária, passaram a ser 

registrados, conferindo a Rondônia o título de “capital mundial da malária”(59). Ações de 

controle voltaram a ser intensificadas na região, seguindo os preceitos da Conferência 

Ministerial contra Malária, da OMS, de 1992. Em 1996, os casos foram controlados, sendo 

registrados 50 mil casos de malária. Porém, a queda na qualidade das ações de controle e a 

transferência da responsabilidade das ações para o nível municipal culminaram com novo 

aumento no número de casos, superando 100 mil casos em 2004 (59)  

Em 2009, foram registrados no Brasil, aproximadamente 306 mil casos da doença, 

sendo que o P. vivax foi responsável por 83,7% dos casos e o P. falciparum por 16,3% dos 

casos. A Figura abaixo mostra o número de casos registrados no Brasil de 1960 a 2009. 

Podemos observar a prevalência de casos por P. falciparum durante o período de 1983 a 1988 

e o progressivo aumento do número total de casos, a partir da década de 70 do século passado. 

O número de casos por P. falciparum apresentou queda progressiva desde 1988, enquanto os 

picos de incidência de casos de malária em 1999 e em 2006 foram ocasionados 

essencialmente pelo aumento do número de casos de P. vivax. A imediata presença de formas 

sexuadas do parasita no sangue dos indivíduos infectados, a existência das formas 

hipnozoíticas, o tratamento longo para eliminar tais formas, os efeitos colaterais das 
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medicações e evidências de cepas resistentes a cloroquina (27) são muito provavelmente as 

causas do aumento dos casos de P. vivax ao longo do tempo.  

 

 
Figura 4- Número de casos de malária registrados no Brasil no período de 1960 a 2009 (27). 

 

A Figura 5 abaixo mostra as flutuações do IPA (Índice Parasitário Anual=número de 

casos/mil habitantes) ao longo da Amazônia Legal, nos anos 2000 e 2008. Podemos observar 

níveis variados de transmissão, nas diferentes regiões, nos dois momentos. Em 2008, notamos 

a diminuição do número de casos no estado do Pará, a intensificação da transmissão na 

Amazônia Ocidental e IPA>50 na região correspondente ao município de Porto Velho. 

 

 
Figura 5- Áreas de transmissão de malária no Brasil segundo o IPA (Índice Parasitário Anual=número de 

casos/mil habitantes) em 2000 e 2008 (27).  
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1.6 A resposta imune contra malária e sua relação com a expressão clínica da doença 

 

A infecção malárica possui um vasto espectro clínico nas áreas endêmicas da doença. 

Examinando os pólos desse espectro, encontramos indivíduos com quadros de doença 

assintomática, caracterizada por baixa parasitemia e ausência total de sintomas e indivíduos 

com quadros extremamente graves caracterizados por febre intensa, intermitente, que se 

repete em intervalos característicos, associada à prostração, cefaléia, sudorese e vômitos, 

podendo ser fatal, principalmente nas infecções por P.falciparum. A parasitemia nesses casos 

é maior do que nos quadros assintomáticos.  

A fisiopatologia da malária falciparum grave assemelha-se à fisiopatologia da séspsis. 

Um extenso dano celular, decorrente de colapso circulatório e intensa resposta imune 

inflamatória, leva à falência de múltiplos órgãos. A letalidade está associada a esse 

comprometimento e a danos específicos causados pelo P. falciparum, decorrentes dos 

fenômenos de citoaderência, como anemia grave (Hb<6,9 mg/dl) e comprometimento 

neurológico, placentário, pulmonar ou renal.  

Porém, alguns indivíduos de áreas endêmicas apresentam quadros brandos da doença, 

caracterizados por menor quantidade e intensidade dos sintomas citados acima e menor 

quantidade de parasitemia, em relação aos indivíduos com quadro clínico mais intenso.  

O que parece determinar a atenuação do quadro clínico da doença é a aquisição de 

resposta imune efetora humoral e celular, específica a diversos antígenos e que auxilia no 

clearence parasitário, bem como, a modulação da resposta imune inflamatória gerada.  

Outros fatores, além da regulação da resposta imune, podem estar envolvidos na 

atenuação clínica da doença (60). A seleção de alterações genéticas do hospedeiro, as quais 

favorecem a sobrevivência em relação à doença e aspectos da virulência do parasita também 

parecem contribuir para o desfecho clínico da malária.  

Os determinantes para a variação da sintomatologia compreendem vários fatores. 

Entre eles podemos citar os fatores genéticos associados a diferenças na susceptibilidade de 

cada indivíduo a doença, como os polimorfismos da hemoglobina (hemoglobinas C, S e 

talassemias) e a deficiência da enzima G6PD, que garantem tolerância e resistência às formas 

mais graves da doença (61). Outro fator importante deve residir em diferenças de virulência 

entre genótipos de parasitas (62) e em diferenças na qualidade e quantidade da resposta imune 

naturalmente adquirida à doença. Diferenças na intensidade e na frequência das infecções 

maláricas, existência de cepas extremamente diferentes em termos de repertório antigênico 

entre as áreas de transmissão da doença, existência de co–infecções por vírus, bactérias e 
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outros parasitas e diferenças no status nutricional entre os indivíduos, também são apontadas 

como determinantes para a variação da expressão clínica entre as áreas de transmissão (60).  

A partir do momento que o parasita entra em contato com o indivíduo, seja como 

esporozoíto ou como merozoíto eritrocítico, o sistema imune passa a reconhecê-lo, 

primeiramente com a participação de células e fatores do sistema imune inato. Células 

dendríticas, fagócitos, células NK, NK-T, linfócitos B e Tγδ e fatores solúveis, como 

proteínas do sistema complemento, proteínas de fase aguda, citocinas e quimiocinas são 

exemplos de componentes do sistema imune inato que participam ativamente do 

reconhecimento dos patógenos invasores. Basicamente, a ação desses atores promove a 

internalização dos patógenos e a liberação de citocinas e quimiocinas, que potencializam a 

fagocitose e contribuem para a ativação de células Thelper. Posteriormente, ocorre a ativação de 

células Tnaive ou células Thelper específicas através da interação entre o complexo MHCII-

antígeno e o TCR e entre moléculas co-estimulátorias na superfície das APCs e das células T-

CD4+. As sucessivas exposições favorecem o desenvolvimento de células imunes de 

memória, T-CD4
+
, T-CD8

+ 
e B, que contribuem para a abreviação dos sintomas, através do 

rápido controle da carga parasitária. Porém, por algumas razões que serão discutidas adiante, 

a imunidade naturalmente adquirida não é esterilizante, necessitando de premunição, ou seja, 

da persistência de carga parasitária, para a manutenção da população das células de memória 

ou como resultado da regulação da resposta pró-inflamatória (63).  

Os esporozoítos e os merozoítos são as formas extracelulares do parasita, sendo alvos 

importantes do reconhecimento por anticorpos também. Os primeiros alcançam os linfonodos 

drenantes, através da circulação espontânea pelo sistema linfático ou através da fagocitose por 

células dendríticas ou macrófagos, sendo apresentados aos linfócitos T ou diretamente, aos 

linfócitos B da zona marginal. Vários estudos com populações de áreas endêmicas para 

malária apontam que a proteína CS, que recobre o esporozoíto, é um dos principais alvos de 

reconhecimento do sistema imune humoral, assim como, um estímulo para a produção de 

grandes quantidades de IFN–γ (64, 65), a partir de macrófagos, células T-CD4
+
 e, 

possivelmente de células NK-T_CD1d, sendo um dos antígenos presentes em formulações 

vacinais em teste (66-68). O curto período de tempo entre a entrada do esporozoíto no 

indivíduo e a penetração no fígado determina que a eliminação do parasita, pelo sistema 

imune, seja extremamente rápida.  

A fase hepática da doença é sabidamente silenciosa. O hepatócito, per se apresenta 

baixa expressão de MHC I, o que determina baixo reconhecimento antigênico nesse órgão, 

provavelmente, como tentativa de evitar um extenso dano tecidual, em casos de infecções, a 
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um órgão essencial a sobrevida do indivíduo. Porém, o esporozoíto atravessa os macrófagos 

residentes do fígado sem causar ativação dos mesmos, o que sugere a presença de algum 

mecanismo de regulação da resposta imunológica nesse órgão, que pode incluir a participação 

de células T reguladoras, semelhantemente ao que ocorre na derme (Silva, HB et al; PNAS, 

2010, submetido). Por outro lado, a formação dos merossomos nas membranas dos 

hepatócitos, na infecção murina por P. berghei, sugere a participação de mecanismos de 

evasão imunológica pelo parasita, que podem estar presentes também, na infecção pelos 

plasmódios humanos. 

A fase eritrocítica é responsável pelos sintomas clínicos relacionados à malária, tais 

como febre, tremores, calafrios, sudorese, cefaléia e mialgia, e também pelos sintomas 

relacionados às complicações. Sabe-se que a participação da imunidade humoral nessa fase é 

de extrema importância no combate à doença. A transferência de anticorpos IgG de pacientes 

imunes africanos para pacientes tailandeses infectados por P. falciparum conseguiu reduzir a 

carga parasitária e a sintomatologia da doença (69). A presença de anticorpos citofílicos das 

subclasses IgG1 e IgG3 é associada com proteção ao desenvolvimento de sintomas e 

diminuição da carga parasitária (70, 71). Esses anticorpos atuam promovendo a opsonização 

do patógeno ou do eritrócito infectado, ativando a via clássica do sistema complemento ou 

mediando a citotoxicidade celular dependente de anticorpos, via interação com os receptores 

Fc da superfície de fagócitos. 

Os principais alvos antigênicos do reconhecimento humoral da fase intraeritrocítica 

são supostamente as proteínas PfEMP1 (P. falciparum erythrocyte membrane protein 1) (72, 

73), expressas na superfície do eritrócito infectado pela forma trofozoítica do parasita, a partir 

da família multigênica var (74-76). Essas proteínas promovem o seqüestro desses eritrócitos 

no endotélio da microcirculação venular, evitando a passagem e consequentemente, a 

eliminação dos mesmos pelo baço e a adesão a eritrócitos não–infectados, plaquetas e 

placenta (77). Plasmas de indivíduos imunes conseguem inibir a citoaderência desses 

eritrócitos através da formação de imunocomplexos, que levam à aglutinação dos eritrócitos e 

a pronta eliminação dos mesmos pelo baço (40). Um dos mecanismos mais importantes de 

evasão do sistema imune que o P. falciparum apresenta é a variação na expressão das 

proteínas PfEMP1, através do mecanismo de exclusão alélica (78) e switching transcricional 

dos genes var. Esse mecanismo é controlado em parte, por modificações epigenéticas, tais 

como a acetilação e metilação das histonas da região dos promotores dos genes var (79-81) 

Plasmas de indivíduos adultos imunes de áreas endêmicas conseguem aglutinar eritrócitos 

infectados, da maioria das crianças da mesma região. Quando esses plasmas são adicionados a 
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culturas de eritrócitos infectados por diferentes cepas de P. falciparum, a formação de 

aglutinação é restrita a um número reduzido de cepas, o que indica que os anticorpos 

adquiridos reconhecem um repertório de domínios variantes e não, os domínios conservados 

dessas proteínas (82).  

As proteínas presentes na superfície dos merozoítos ou secretadas por eles atuam 

direta ou indiretamente na invasão eritrocítica ou no egresso do parasita do interior do 

eritrócito. Várias dessas proteínas são alvos do sistema imune humoral, e, constantemente, são 

relacionadas com proteção ao desenvolvimento de sintomas da doença, estando presentes em 

grande parte das formulações vacinais em teste (12, 83-85). A atuação desses anticorpos, no 

bloqueio da invasão, deve ser extremamente rápida, pois o tempo entre sair de um eritrócito e 

invadir outro é de, aproximadamente, 30 segundos (86). Estudos apontam o predomínio das 

subclasses citofílicas de IgG na resposta gerada. Além de estarem envolvidos no bloqueio da 

invasão, esses anticorpos participam de mecanismos de citotoxicidade celular dependente de 

anticorpos, como fagocitose, inibição celular e burst respiratório, com liberação de NO (óxido 

nítrico) por neutrófilos (87, 88).  

Atualmente, o pensamento corrente admite que a resposta imune ideal contra malária 

deva ser inicialmente, rápida, intensa e mediada por componentes pró-inflamatórios, a fim de 

eliminar ou controlar, substancialmente, a população de eritrócitos infectados. Porém, essa 

resposta deve ser rapidamente suprimida por componentes antiinflamatórios, evitando danos 

ocasionados pela própria resposta imune, a partir do momento em que a carga parasitária 

esteja controlada. Admite-se também, que o clearance dos parasitas remanescentes e a 

prevenção de reinfecções ou recrudescências da doença, sejam essencialmente mediados por 

anticorpos (60).  

Um fato marcante na doença malárica é que a falha do sistema imune em eliminar o 

parasita, não está necessariamente associada à doença clínica. Isso se torna mais evidente, em 

regiões hiperendêmicas da África sub–Sahariana, onde após 1 ou 2 episódios clínicos de 

malária por P. falciparum, o risco das crianças de desenvolver formas graves da doença é 

bastante reduzido, apesar das crianças continuarem a ser infectadas (89). Quadro semelhante é 

observado em indivíduos adultos da região Amazônica, nos quais são encontrados parasitas 

causadores de malária, na ausência de manifestação clínica da doença. Porém, esses 

indivíduos servem de reservatórios para infectar os mosquitos (90, 91). Apesar de um grande 

número de evidências sugerir que a aquisição de imunidade está associada ao número de 

exposições do indivíduo ao parasita, alguns estudos com populações de migrantes mostram o 

efeito da maturação natural do sistema imune na aquisição de imunidade. Indivíduos adultos, 
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migrantes de uma região não–endêmica para uma região endêmica de malária, apresentaram 

prevalência de infecções idêntica a de crianças, durante o primeiro ano no local. Porém, 20 

meses depois, os adultos apresentaram diminuição importante na prevalência das infecções, 

enquanto as crianças permaneceram com a mesma taxa de infecção (92).  

A resposta naturalmente adquirida contra a malária confere resistência à doença, 

basicamente, pelo incremento no clearance parasitário. Porém, alguns fatores podem 

determinar tolerância à doença, minimizando a gravidade do quadro clínico, a despeito da 

manutenção da carga parasitária. Esse fato foi observado em indivíduos heterozigotos ou 

homozigotos para α–talassemia, infectados com P. falciparum. Comparativamente aos 

indivíduos com HbA, os indivíduos talassêmicos não apresentaram diferença entre as cargas 

parasitárias, mas o grau de anemia apresentado por eles foi reduzido, com diminuição da 

mortalidade relacionada à doença (93).  

No modelo de infecção por P. chabaudi chabaudi, camundongos Balb/c, eficientes na 

expressão da enzima heme–oxigenase 1 (HO–1), sobreviveram à infecção, através da 

supressão dos efeitos pró–oxidantes do grupo heme, presente na hemoglobina e liberado pela 

ruptura dos eritrócitos. A enzima inibe a sensibilização dos hepatócitos e a conseqüente 

apoptose dessas células, via TNF (94). Posteriormente, o mesmo grupo demonstrou proteção 

contra o desenvolvimento de malária cerebral, no modelo de infecção por P. berghei ANKA, 

em camundongos C57BL/6 heterozigotos para HbS. A HbS induz a expressão da enzima HO–

1, que cataboliza o grupo heme em biliverdina, ferro e monóxido de carbono (CO). O CO 

liga-se a hemoglobina livre, inibindo a oxidação dessa última e prevenindo a liberação do 

grupo heme da hemoglobina oxidada. Dessa forma, indivíduos portadores de traço falciforme 

podem ter vantagens contra o desenvolvimento de formas graves da doença (95).  

Um grande número de evidências aponta a participação determinante de células T 

reguladoras (T reg) na supressão do efeito das células T efetoras-específicas, no curso das 

doenças infecciosas. O resultado dessa interação parece diminuir os danos causados pela 

ativação do sistema imune, a despeito da falência em eliminar o patógeno, levando à 

cronicidade da infecção e a um quadro de tolerância imunológica. 

As células T reg originam-se naturalmente no timo, a partir da ontogenia das células T, 

ou podem ser induzidas perifericamente, a partir de células T naive expostas a TGF-β. A 

função supressora é exercida de várias maneiras: pelo contato célula a célula, através da 

interação das moléculas de superfície da membrana, como GITR (receptor de TNF induzido 

por glicocorticóide), CTLA-4 (antígeno 4 de linfócito T citotóxico, que interage com CD28, 

induzindo a apoptose de células dendríticas) e TGF-β, pelo aumento da expressão da cadeia α 
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do receptor da IL-2 (CD25), pela ação do fator de transcrição Foxp3, que atua suprimindo 

genes expressos durante a ativação da resposta imune e ativa genes relacionados à modulação 

da resposta imune nas células alvos e pela secreção de IL10 (96).  

Estudos com modelos murinos apontam papéis importantes de IL-10 e TGF-β, no 

controle da resposta Th1. Porém, o momento, durante o curso da infecção, para essas 

citocinas atuarem é determinante para a sobrevivência dos animais. A indução de TGF-β nas 

primeiras 24 horas pós-infecção, é associada com falência da resposta Th1 e do controle da 

proliferação do parasita, em camundongos C57BL/6 infectados com a cepa letal de P. yoelii 

(YM/17XL). Por outro lado, a neutralização de IL-10 e TGF-β, neste modelo, induz a 

produção de citocinas de padrão Th1, aumentando a chances de sobrevivência (97). 

Posteriormente, o mesmo grupo demonstrou que moléculas trombospondina-like e 

metaloproteases, presentes em extratos de P. yoelii 17XL, são capazes de transformar TGF-β 

na forma ativa, favorecendo a diferenciação de células T naive, para um fenótipo T reg 

(CD4
+
CD25

high
Foxp3

+
). Isso pode ser entendido como um mecanismo de evasão imune e um 

componente de virulência desse parasita (98).  

Um estudo com crianças apresentando malária grave e malária não-complicada, na 

Gâmbia, não observou diferenças no número ou função de células T reg entre os grupos. 

Porém, a atividade dessas células foi inversamente correlacionada com a presença de células 

Th1 de memória específicas, 28 dias depois da fase aguda da doença. Esse evento pode 

atenuar a resposta Th1 em infecções subseqüentes, corroborando com a rápida aquisição de 

imunidade contra malária grave, observada nas crianças africanas (99).  

A expressão clínica da doença pode também ser modulada pela expressão dos alelos 

do complexo Natural Killer, localizados no cromossomo 6, em camundongos e no 

cromossomo 12, em humanos. As células NK-T_CD1d interagem com o ligante natural GPI 

(glicosil phosphatidil inositol), que promove o ancoramento na membrana celular das 

proteínas de superfície do merozoíto: MSP1, MSP2, MSP4, MSP5, MSP8 e MSP10 e da 

proteína CS, entre outras. Dependendo da expressão dos alelos do complexo Natural Killer, 

essas células podem secretar níveis diferentes de IL-4 ou IFN-γ, favorecendo uma resposta 

antiinflamatória ou pró-inflamatória, respectivamente (60).  

Finalmente, as co-infecções com helmintos, altamente prevalentes em várias partes do 

mundo, incluindo nas áreas endêmicas para malária, podem influenciar a aquisição de 

imunidade protetora contra malária, tanto em camundongos quanto em humanos, submetidos 

à vacinação experimental ou durante o curso da infecção natural. (100-103). No modelo 

murino de co-infecção e vacinação foi observado diminuição de anticorpos citofílicos, 
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diminuição dos níveis de IFN-γ e aumento dos níveis de IL-4, IL-13, IL-10 e TGF-β, este 

último, podendo direcionar a diferenciação de células Tnaive para um fenótipo T reg. Como já 

discutido acima, dependendo do momento, durante a infecção, em que isso ocorre, os danos 

podem ser fatais.  

 

1.7 Quantificação das subclasses de IgG em crianças e adultos 

 

As referências sobre as concentrações das subclasses de IgG no sangue de indivíduos 

não-doentes baseaim-se em informações coletadas a partir de população adulta e caucasiana. 

Sabe-se que alguns haplótipos relacionados aos genes que codificam a cadeia pesada 

(haplótipos Gm) podem ocasionar aumento das concentrações das subclasses. Um alto nível 

de IgG2 é relacionado ao haplótipo Gm(n) e um baixo nível de IgG3 é relacionado à ausência 

do haplótipo Gm(b) (104). 

Dessa forma, em adultos os níveis séricos médios de IgG total e das subclasses são: 

IgGtotal (6,0-14,0 mg/ml), IgG1 (9 mg/ml), IgG2 (3 mg/ml), IgG3 (1 mg/ml) e IgG4 (0,5 

mg/ml) (105). 

Um estudo de 1975 comparou as concentrações das subclasses de IgG em crianças de 

4 a 12 anos, com as de adultos. Crianças, a partir dos 4 anos e adultos apresentaram níveis 

semelhantes das subclasses IgG1 e IgG3. O nível de IgG2 foi menor em crianças, sofreu 

aumento gradativo com a idade, porém as crianças de 12 anos ainda apresentaram níveis 

menores do que os adultos. O nível de IgG4 sofreu o mesmo processo, porém ocorreu 

equivalência do nível em crianças e adultos, mais precocemente do que IgG2 (104). 

IgG1 e IgG3 em humanos têm alta afinidade por receptores Fc presentes na superfície 

de fagócitos, assim como, possuem alta afinidade por proteínas do sistema complemento, 

ativando a via clássica desse sistema. Anticorpos IgG2 e IgG4 atuam na neutralização de 

toxinas, impedindo a interação dessas com receptores. Possuem baixa afinidade por receptores 

Fc e proteínas do sistema complemento. Porém patógenos, principalmente helmintos e 

parasitas extracelulares podem direcionar a diferenciação dos linfócitos T para um padrão 

Th2, através da sinalização de IL-4 e IL-6, e consequentemente, estimular a diferenciação de 

linfócitos B secretores de IgG2 e IgG4 (105). 
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1.8 Proteínas do merozoíto de P. falciparum  

 

O merozoíto é a forma infectante do parasita para os eritrócitos durante o ciclo 

eritrocítico. Sua função invasora é exercida através de uma série de antígenos existentes ao 

longo da sua superfície e de outros presentes nas organelas do complexo apical, como as 

róptrias, micronemas e grânulos densos.  

Vários antígenos apresentam uma função bem estabelecida no processo de invasão 

eritrocitária, como os antígenos da superfície do merozoíto (merozoite surface proteins): 

MSP1, MSP6, MSP7 e MSP9, importantes para a adesão inicial do merozoíto à membrana do 

eritrócito, através da interação com o fator eritrocítico proteína banda 3 (106, 107). Os 

antígenos secretados pelos micronemas, EBA175, EBA140 e EBA181 (erythrocyte binding 

antigens), ligam-se às glicoforinas A, C e ao receptor W da superfície do eritrócito, 

respectivamente, garantindo a adesão irreversível do pólo apical à membrana do eritrócito 

(108, 109). AMA1 (apical membrane antigen 1), também secretada pelos micronemas, é 

importante tanto para a reorientação do pólo apical quanto para a adesão irreversível do pólo 

apical à membrana do eritrócito e indiretamente, participa da formação do vacúolo 

parasitóforo (110, 111). MAEBL (merozoite-adhesin erythrocyte binding ligand) é 

encontrada na superfície do merozoíto, no pólo apical e nas róptrias, podendo ser importante 

tanto para a adesão inicial, quanto para os eventos posteriores do processo de invasão (112). 

AMA1 e MAEBL também são expressas pelo esporozoíto e participam das etapas de invasão 

do hepatócito, sendo que a última, também participa das etapas de invasão da glândula salivar 

do mosquito (113). As proteínas da família PfRh (reticulocyte-binding homologue family) 

também estão implicadas no processo de invasão. A PfRh5 localiza-se nas róptrias, sendo 

secretada durante a formação da zona de contato (114). Outras proteínas pertencentes às 

róptrias também são implicadas no processo de invasão (39).  

Porém, a função da maioria das proteínas expressas nessa fase ainda é desconhecida, 

como a função das proteínas da superfície do merozoíto MSP2, MSP3, MSP4, MSP5, MSP8, 

MSP10 e MSP11. Os receptores da superfície do eritrócito que interagem com essas proteínas 

também são desconhecidos.  

Vários antígenos de merozoíto são alvos da resposta imune humoral de pacientes de 

áreas endêmicas para malária. Alguns são implicados em proteção contra o desenvolvimento 

de sintomas clínicos ou infecções, como MSP1, MSP2, MSP3, AMA1 e EBA175 (70, 84, 85, 

115-118). Todos esses antígenos estão, atualmente, em várias formulações vacinais em teste 

(12). Algumas dessas formulações são construções quiméricas, com dois ou três antígenos, 
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que diferem pelos adjuvantes utilizados e pela forma como os antígenos são disponibilizados. 

Algumas formulações contêm antígenos recombinantes, outras contêm antígenos sintéticos e 

outras são vacinas de DNA (12). 

Enquanto muitos estudos já investiram na medição da resposta humoral de populações 

expostas nas mais diversas situações, nenhum estudo mediu a resposta simultânea contra 

muitos antígenos, oriundos de parasitas do mesmo local de origem dos individuos infectados. 

A medição da resposta humoral contra antígenos expressos durante a infecção sofrida pelo 

indivíduo e a caracterização da resposta humoral gerada, também nunca foi conduzida, 

anteriormente Potencialmente, o perfil da resposta humoral em infecções sintomáticas ou 

assintomáticas pode apontar para antígenos importantes ou desnecessários na resposta. 

 

1.9 Genes surf e proteínas SURFIN 

 

Os genes surf (surface associated interspersed genes) compreendem uma família de 

10 genes, dispostos na região subtelomérica dos cromossomos 1, 4, 8, 13 e 14 ou próximos a 

ela. Assemelham-se estruturalmente pela presença de dois ou três éxons, pelo intenso 

polimorfismo da região N-terminal e pela região C-terminal, repleta de domínios 

codificadores de triptofano (119).  

As proteínas SURFIN caracterizam-se por apresentarem na região N-terminal, um 

sinal de exportação para além do vacúolo parasitóforo conhecido como PEXEL (Plasmodium 

Export Element). Este sinal é composto por duas partes, separadas por 10 a 30 aminoácidos: 

uma sequência conservada de aminoácidos hidrofóbicos e outra sequência conservada do tipo 

K/R x L x E/Q/D, como pode ser observado na Figura 6. O mesmo sinal foi identificado em 

400 proteínas de P. falciparum, direcionadas para o eritrócito, sendo que 225 parecem estar 

envolvidas na virulência do parasita e 160, no remodelamento do eritrócito (120).  
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Figura 6- Motifs conservados de proteínas de Plasmodium falciparum com sinal de PEXEL. Aminoácidos (aa) 

em azul (porção superior) correspondem à sequência conservada hidrofóbica e aa em cores (porção 

inferior) correspondem ao sinal de PEXEL (120). 

 

Evidências apontam a expressão de duas dessas proteínas (SURFIN 4.1 e SURFIN 

4.2) em momentos distintos do ciclo do parasita: no merozoíto e no trofozoíto (119, 121). 

SURFIN 4.2 foi encontrada tanto na superfície do merozoíto, quanto do eritrócito infectado 

pelo trofozoíto, sendo cotransportada para a superfície, juntamente com as proteínas PfEMP1 

e RIFIN (119). Nada se sabe sobre a função dessas e das outras proteínas SURFIN, porém, a 

localização dessas duas acima possibilita a participação, das mesmas, nos processos de 

invasão do eritrócito, no transporte de proteínas, no remodelamento do eritrócito ou em 

citoaderência.  

A localização dos genes surf, próximos às famílias gênicas envolvidas em virulência, 

var, rif e stevor, sugere para estes genes tanto a participação em processos de virulência, 

como a existência de mecanismos de transcrição semelhantes. Os genes PFA0725w, 

PFD0100c, MAL8P1.162 e PF14_0747, semelhantemente às famílias multigências var, rif e 

stevor, também apresentam a trimetilação da lisina 9 da histona 3 (H3K9me3), quando 

silenciados (122). Entretanto, o mecanismo de regulação da transcrição dos genes surf é 

desconhecido e não se sabe se ocorre transcrição de genes surf, de forma semelhante ao 

verificado nos ensaios de microarray (123) ao longo do tempo, ou se há intensificação ou 

silenciamento da transcrição em determinados genes surf. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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Conseguir estabelecer medidas efetivas de controle da doença, ou mesmo, propor 

formulações vacinais mais adequadas à população e aos antígenos expressos pelas cepas em 

circulação exige o conhecimento sobre a realidade local, sobre os genótipos dos parasitas 

circulantes e sobre quais antígenos são importantes para a aquisição de um fenótipo resistente 

à malária sintomática. 

Assim, a partir de um trabalho de campo realizado em 4 localidades ribeirinhas do Rio 

Madeira, em Rondônia, um estado que tem a sua história marcada por epidemias de malária e 

que possui um grande número de portadores assintomáticos para a doença, propusemos 

identificar diferenças na resposta humoral de pacientes sintomáticos e assintomáticos, para 

malária falciparum, frente a antígenos do merozoíto e aos antígenos SURFIN, expressos sob a 

forma de peptídeos recombinantes. Todos os antígenos foram expressos, após amplificação 

dos seus respectivos genes, a partir de gDNA dos parasitas presentes no sangue dos próprios 

pacientes.  

Os antígenos escolhidos para serem testados representam os principais antígenos de 

merozoíto, sabidamente envolvidos no processo de invasão eritrocitária e alguns deles já estão 

presentes nas formulações vacinais, atualmente, em teste. Em 2006, quando o projeto desse 

estudo foi iniciado, os antígenos SURFIN eram pouco caracterizados quanto à localização 

subcelular, ao modo de transcricão e ao reconhecimento pela resposta humoral. A existência 

do sinal de exportação PEXEL e o intenso polimorfismo da região N-terminal entre alelos 

SURFIN falavam a favor da possível expressão desses antígenos, na superfície celular de 

eritrócitos infectados e merozoítos, expostos, portanto, ao reconhecimento imune do 

hospedeiro.  

O reconhecimento imunológico de vários desses antígenos nunca havia sido testado, 

utilizando plasmas humanos e plasmas de pacientes da Amazônia Brasileira. A estratégia 

utilizada por nós, através da expressão de peptídeos recombinantes, a partir dos genótipos 

diferentes circulantes, identificados nos parasitas presentes no sangue dos próprios pacientes, 

também nunca havia sido realizada. A relativa escassez de alelos diferentes de genes var, 

entre os genótipos de parasitas circulantes na Amazônia Brasileira, possibilita a ocorrência do 

mesmo fenômeno para outros genes, facilitando a busca pela maioria dos genótipos 

circulantes diferentes nas localidades escolhidas (124). 

O objetivo principal desse estudo, a partir da coleta de sangue dos pacientes 

sintomáticos e assintomáticos para malária falciparum, foi: 

 Encontrar parâmetros de proteção na resposta humoral, associados ao fenótipo 

assintomático, na população exposta e com infecção malárica. 
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Os objetivos específicos foram: 

1. Identificar todos os genótipos diferentes circulantes dos genes expressos pelo 

merozoíto em isolados de campo, que codificam as proteínas da família MSP (MSP1_bloco 2, 

MSP2, MSP3, MSP4, MSP5, MSP6, MSP7, MSP8, MSP9 e MSP10), as proteínas AMA1, 

MAEBL, EBA175, EBA140 e EBA181; 

2. Identificar todos os alelos diferentes circulantes dos genes surf em isolados de 

campo: PFA0625w, PFA0650w, PFA0725w, PFD0100c, PFD1160w, MAL8P1.1, 

PF08_0002, MAL8P1.162, PF13_0075 e PF14_0747; 

3. Verificar a resposta humoral dos plasmas dos pacientes frente aos peptídeos 

recombinantes expressos em ensaios imunoenzimáticos;  

4. Identificar as classes de anticorpos IgG envolvidas na resposta contra os antígenos 

expressos, em plasmas reativos sintomáticos e assintomáticos; 

5. Verificar o modo de transcrição dos genes surf, em relação à existência dos 

mecanismos de exclusão alélica e switching transcricional, através da técnica de PCR em 

tempo real.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS
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3.1 Localidades  

 

As amostras de sangue utilizadas no desenvolvimento dos experimentos laboratoriais 

foram coletadas, por busca ativa e passiva, nas localidades ribeirinhas de Vila Candelária, 

Bate–Estaca, Santo Antônio e Engenho Velho. As 3 primeiras estão localizadas, 

consecutivamente, na margem direita do Rio Madeira, enquanto Engenho Velho ocupa a 

margem esquerda, no mesmo ponto do rio. Todas estão situadas na zona urbana do município 

de Porto Velho, estado de Rondônia. O mapa com a localização das localidades, por satélite, é 

mostrado no anexo A. 

 

3.2 Desenho do corte transversal 

 

A identificação de pacientes portadores assintomáticos de P. falciparum foi realizada 

através de busca ativa, em um corte transversal com observação posterior, nas 3 últimas 

localidades citadas acima, no período de 15/07/2006 a 19/09/2006. O estudo foi aprovado 

pelo Conselho de Ética em Pesquisa com Seres Humanos, do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo.  

Todos os moradores das localidades, a partir de 1 ano de idade, foram convidados a 

participar do estudo. A aceitação atingiu mais do que 50% da população de cada localidade, 

totalizando 612 indivíduos. A linha do tempo desenhada abaixo descreve o trabalho feito nas 

localidades, incluindo a coleta de sangue inicial (CI) no corte, o acompanhamento dos 

indivíduos sem sintomas por 30 dias, após a coleta inicial até o tratamento (T) e as duas 

coletas nos períodos de 30 (T30) e 60 (T60) dias pós–tratamento, em um subgrupo da 

amostra.  

CI

Acompanhamento – 30 dias

T

30 dias

T30 T60

30 dias

CI

Acompanhamento – 30 dias

T

30 dias

T30 T60

30 dias

 

Durante o corte e o período de acompanhamento, moradores das 4 localidades, que 

apresentaram sintomas de malária e lâmina positiva para P. falciparum, também foram 

convidados a participar. Isso foi possível, devido à presença de postos de diagnóstico de 

malária por microscopia, em Engenho Velho, Santo Antônio e Vila Candelária. Porém, o 

período do corte representa o período anual de menor transmissão de malária, devido ao baixo 
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índice pluviométrico e a conseqüente diminuição dos criadouros naturais do vetor Anopheles. 

Dessa forma, poucos casos sintomáticos de malária foram registrados naquele momento. 

Como os postos são permanentes, indivíduos das 4 localidades que apresentaram sintomas e 

lâmina positiva para P. falciparum, nos meses posteriores, foram incluídos no estudo.  

 

3.3 Coletas das amostras de sangue  

 

Primeiramente, os participantes foram orientados sobre o motivo da pesquisa e os 

procedimentos que iriam ser realizados. Após a assinatura do termo de consentimento 

específico, todos os participantes foram examinados por um médico, a fim de verificar sinais 

e sintomas relacionados à malária, e responderam a um questionário contendo dados 

epidemiológicos. Os parâmetros clínicos verificados foram febre, cefaléia, tremores, 

prostração, náuseas, vômitos, palidez e icterícia. A ausência total dos parâmetros classificava 

o indivíduo em assintomático e a presença de qualquer um deles, em sintomático. 

Posteriormente, com a coleta de sangue, seria verificada a positividade de infecção por P. 

falciparum. Nenhum dos indivíduos sintomáticos apresentou sintomas relacionados à malária 

grave, tais como, rebaixamento do nível de consciência, dificuldade respiratória, alterações 

urinárias ou anemia grave. As fichas de atendimento clínico, de acompanhamento e os termos 

de consentimento específico para maiores e menores de 18 anos  encontram-se nos anexos B, 

C, D e E, respectivamente. 

Um volume de 5,0 ml de sangue venoso periférico foi coletado de cada participante, 

em tubo estéril contendo EDTA. Posteriormente, cada amostra foi fracionada em lâminas para 

gota espessa, hemácias compactadas para experimentos de PCR, plasmas para ensaios 

imunológicos e amostras congeladas de isolados de campo. Novas coletas de sangue foram 

realizadas em um subgrupo de indivíduos assintomáticos (n=10) e sintomáticos (n=3) da 

amostra, nos períodos de 30 e 60 dias pós-tratamento.  

Previamente ao corte transversal, todas as casas das comunidades receberam aplicação 

de inseticida para controle vetorial. 
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3.4 Acompanhamento dos pacientes sem sintomas maláricos 

 

Os pacientes sintomáticos ou com resultado positivo em PCR, apenas para P. vivax, 

foram prontamente tratados, segundo as recomendações do Ministério da Saúde e 

desvinculados do estudo. Não foram excluídos pacientes assintomáticos com infecção mista. 

Os pacientes positivos para P. falciparum, que não apresentaram sintomas no 

momento da coleta, foram acompanhados por 30 dias para verificar a presença dos sintomas 

de malária descritos acima. Esses indivíduos foram visitados três dias por semana, durante 

quatro semanas e questionados sobre o aparecimento de sintomas. A verificação da 

temperatura axilar foi realizada em todas as visitas, buscando sempre respeitar o mesmo 

período do dia. Ao término do período, os pacientes foram tratados, de acordo com o 

tratamento recomendado pelo Ministério da Saúde. Todos os pacientes assintomáticos 

apresentaram parasitemia positiva para P. falciparum, diagnosticada apenas por PCR.  

Todos os pacientes sintomáticos para P. falciparum foram tratados, após a coleta 

inicial de sangue, segundo as recomendações do Ministério da Saúde. Os tratamentos 

recomendados pelo Ministério da Saúde, para tratamento das malárias vivax e falciparum, 

podem ser visualizados no endereço eletrônico abaixo: 

htpp://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/guia_pratico_tratamento_malaria_brasil_2602.p

df .  

 

3.5 Definição dos grupos clínicos 

 

Ao término do período de acompanhamento, dois grupos foram formados: o grupo de 

pacientes sintomáticos (sintomas presentes e parasitemia por Plasmodium falciparum 

suficiente para diagnóstico por gota espessa, n=2) e o grupo de pacientes assintomáticos para 

malária falciparum (ausência de sintomas por 30 dias, baixa parasitemia, apenas diagnosticada 

por PCR, n=10). Os únicos critérios determinantes para remanejar um paciente assintomático 

para o grupo sintomático foram o aparecimento de sintomas e a presença de P. falciparum em 

gota espessa. 

 

 

 

mailto:htpp://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/guia_pratico_tratamento_malaria_brasil_2602.pdf
mailto:htpp://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/guia_pratico_tratamento_malaria_brasil_2602.pdf
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3.6 Amostra total do estudo  

 

Amostras de sangue total, coletadas em cortes anteriores nas mesmas localidades, pelo 

laboratório de epidemiologia molecular do CEPEM (Centro de Pesquisa em Medicina 

Tropical de Rondônia), foram acrescentadas à amostra. Amostras de sangue de pacientes 

sintomáticos das localidades, coletadas posteriormente ao corte, também foram inclusas. Ao 

todo, foram analisadas nesse estudo, 25 amostras de pacientes assintomáticos, 27 de pacientes 

sintomáticos e amostras de gDNA de 6 isolados de campo de Porto Velho, previamente 

doadas, de 1 isolado Africano e das cepas FCR3 e 3D7.  

Plasmas de um subgrupo de indivíduos que participaram do corte e do 

acompanhamento foram coletados nos períodos de 30 e 60 dias pós–tratamento. Esses 

plasmas, 10 oriundos de pacientes assintomáticos e 3 de pacientes sintomáticos, foram 

utilizados para medir a longevidade da resposta humoral na ausência da parasitemia. Não 

foram realizados novos testes de identificação de parasitemia por Plasmodium falciparum 

nessas amostras. Os pacientes apenas foram interrogados sobre a presença de sintomas, 

porém, as coletas ocorreram no período de baixa transmissão e após controle vetorial 

realizado nas localidades.  

 

3.7 Microscopia de gota espessa 

 

As lâminas para identificação de parasitemia, por análise de gota espessa, foram 

confeccionadas durante as coletas de campo. As lâminas foram coradas com Giemsa e 

submetidas à microscopia óptica comum. 100 a 200 campos/lâmina foram observados, por 

técnicos treinados do CEPEM e da FUNASA.  

Nenhum dos indivíduos sintomáticos apresentou parasitemia maior do que 2+ (2 a 20 

parasitas/campo). 

 

3.8 Fracionamento das amostras 

 

As amostras foram coletadas em tubos estéreis, contendo EDTA, e centrifugadas a 

1500 rpm por 5 min, a TA. Todo o plasma foi recolhido em microtubo estéril contendo 

glicerol (v/v) e mantido a -80 ºC. 250 μl de hemácias compactadas foram submetidas à 
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extração de gDNA, 500–750 μl foram congeladas a -80 ºC e o restante foi congelado com 

glycerolyte, para preservação dos parasitas. 

 

3.9 Extração de gDNA pelo método fenol-clorofórmio 

 

Um volume de 250 μl de hemácias compactadas foi submetido à extração de gDNA 

pelo método utilizando fenol e clorofórmio. Brevemente, 10 a 20 volumes de PBS 1X e 

saponina (0,1% final) foram acrescentados às hemácias, em tubo Falcon de 15 ml. Após a lise, 

o tubo foi centrifugado por 10 minutos a 2800 rpm, a TA. Essa sequência foi repetida até a 

lise total das hemácias. O sobrenadante foi descartado e o pellet escuro foi dissolvido em 200 

μl de solução TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0 e 1 mM EDTA pH 8.0), em microtubo. 

Geralmente, as amostras dos pacientes assintomáticos não apresentam pellet visível. 200 μl de 

tampão de lise (40 mM de Tris–HCl pH 8.0, 80 mM de EDTA pH 8.0 e 2% de SDS a 0,1 

mg/ml) e 200 μg de proteinase K foram acrescentados e a solução foi incubada por 4 a 16 

horas, a 37 ºC. O mesmo volume da amostra (400 μl) de fenol pH 8.0, fenol e clorofórmio a 

50% e clorofórmio a 100%, foram adicionados, consecutivamente, intercalados por agitação 

vigorosa e centrifugação por 5 minutos a 6000 rpm, a TA, sempre, recolhendo-se as fases 

aquosas e transferindo-as para um novo tubo. A última fase aquosa foi transferida para um 

microtubo contendo 45 μl de acetato de sódio 3 M pH 5.0. Após agitação lenta, no vórtex, 2 

volumes de etanol a 100%, gelado, foram acrescentados e o tubo foi incubado, overnight, a -

20º C. Após centrifugação por 10 minutos a 12000 rpm, a TA, o sobrenadante foi 

delicadamente removido sem prejudicar o pellet, invisível na maioria das vezes, e 1 ml de 

etanol a 70% foram acrescentados. O tubo foi submetido à nova centrifugação por 10 minutos 

a 12000 rpm, colocado para secar a TA e posteriormente, ressuspendido em 50 a 100 μl de 

TE. 

 

3.10 Identificação de Plasmodium e espécie 

 

O diagnóstico de gênero e espécie foi baseado, respectivamente, na amplificação de 

domínios conservados e de domínios espécie–específicos do gene que codifica ssrRNA (small 

subunit ribossomal RNA), pela técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR), conforme 

descrito anteriormente (125). 
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Três pares de oligonucleotídeos foram usados nessa etapa e o produto da primeira 

reação foi o substrato das outras duas (nested PCR). Infecções por P. malariae não foram 

pesquisadas neste estudo. A Tabela 1 apresenta os pares de oligonucleotídeos utilizados nas 

reações. 

 

Tabela 1- Pares de oligonucleotídeos para diagnóstico de gênero e espécie (125). 

 

 

Reação Nested 1 

Um volume de 0,5 a 1,0 μl do gDNA extraído de cada amostra foi acrescentado a uma 

solução de 20 μl, contendo tampão para a enzima Taq Polimerase (10 mM de Tris-HCl pH 

8.8, 2,5 mM de MgCl2 e 50 mM de KCl), 1 mM de dNTPs, 0,5 pmol/μl de cada par do 

oligonucleotídeo, 0,05 U/μl de Taq Polimerase (Fermentas)) e H2O. O gDNA da cepa 3D7 foi 

utilizado como controle positivo das reações. A solução de amplificação, sem DNA, foi 

utilizada como controle negativo da reação. A amostra foi colocada no termociclador e 

submetida a 95 ºC por 5 minutos (desnaturação inicial), seguida por 25 ciclos de 94 ºC por 1 

minuto (desnaturação), 58 ºC por 2 minutos (annealing), 72 ºC por 2 minutos (extensão), e 

extensão final, no último ciclo, por 5 minutos. A reação foi interrompida a 20 ºC. 

 

Reação Nested 2 

Um volume de 0,5 a 1,0 μl do DNA amplificado na reação anterior foi colocado em 

soluções de amplificação, contendo os pares de oligonucleotídeos para P falciparum e P. 

vivax, separadamente. Os mesmos parâmetros foram utilizados, porém por 30 ciclos. Os 

fragmentos amplificados, em cada reação, foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

a 1%, corado com Brometo de Etídio (0,5–1,0 μg/ml) e visualizado sob luz UV.  

 

3.11 Congelamento de amostras com glycerolyte 

 

O congelamento de amostras de isolados de campo foi realizado utilizando solução de 

glycerolyte (57% de glicerol USP, 16 g/l de lactato de sódio, 300 mg/l de KCl USP, 25 mM 

Reações/especificidade Oligos Sequências dos pares de oligonucleotídeos Extensão 

Nested 1/Plasmodium 

 

rPLU5 

rPLU6 

5’CTTGTTGTTGCCTTAAACTTC3’ 

5’TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG3’ 
~1,2 kb 

Nested 2/P. falciparum 

 

rFAL1 

rFAL2 

5’TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT3’ 

5’ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC3’ 
205 pb 

Nested 2/P.vivax 

 

rVIV1 

rVIV2 

5’GGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC3’ 

5’ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA3’ 
120 pb 
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de fosfato de sódio, pH 6.8). Primeiramente, os eritrócitos foram lavados com meio RPMI 

incompleto (sem plasma) pH 7.2 e centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos, a TA. No fluxo 

laminar, o volume do pellet foi estimado e um volume de glycerolyte igual a 1,66x o volume 

do pellet foi adicionado, gota a gota, sob agitação lenta e contínua. Em seguida, o volume foi 

transferido para um crio tubo e congelado a -80 ºC. Amostras congeladas de plasmas, de 

hemácias compactadas e de isolados de campo foram trazidas para São Paulo, armazenadas 

em gelo seco.  

 

3.12 Construção dos pares de oligonucleotídeos  

 

 Oligonucleotídeos para amplificação dos genes a serem expressos 

O genoma da cepa 3D7 de Plasmodium falciparum, disponível na base de dados 

PlasmoDB, foi utilizado como molde para a construção dos pares de oligonucleotídeos. 

Os pares foram desenhados, buscando-se amplificar regiões dos ectodomínios dos 

genes que codificam as proteínas MSP4, MSP5, MSP6, MSP7, MSP9, MSP10, EBA 175, 140 

e 181, AMA1 e proteínas SURFIN. Cada extremidade 5’do oligo sense (F) recebeu um sítio 

de restrição de BamH1. Não foi incluído o sinal de PEXEL nas sequências dos genes surf.  

Pares de oligonucleotídeos, publicados anteriormente, foram utilizados para amplificar 

as sequências de MSP1_bloco 2 (126), MSP2 (127), MSP3_3D7 e MSP3_K1 (117), MSP8 

(128) e MAEBL (129). O peptídeo MSP119 foi expresso a partir de um fragmento amplificado 

do isolado S20 utilizando os pares de oligonucleotídeos descritos na tabela abaixo. O par 

forward contém um sítio de BamH1 na extremidade 5’ e o par reverse contém um sítio de 

BglII na extremidade 3’. O fragmento foi inserido posteriormente em um vetor pGEX3X 

cortado com BamH1. 

A Tabela 2 mostra os pares desenhados e utilizados para amplificar fragmentos dos 

genes expressos no merozoíto. Todas as regiões expressas são polimórficas e os epítopos 

imunes presentes nos fragmentos expressos, segundo as informações da base de dados IEDB, 

são assinalados na tabela. Não existem epítopos imunes descritos para as sequências de MSP5 

e MSP7 (sinal de interrogação na tabela) e os epítopos imunes descritos para MSP10, não 

estão presentes nos fragmentos expressos. 
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Tabela 2- Pares de oligonucleotídeos para genes expressos no merozoíto. Sítios de BamH1 (G↓GATCC) e BglII 

(A↓GATCT) em negrito. 

 

Gene Proteína Oligos Localização 
Epitopos 

imunes 

Característica 

do fragmento 

PFI1475w MSP1 

C1F_GGATCCCTAGAAGCTTTAGAAGATGCAG 

C3R_ACATATGATTGGTTAAATCAAAGAG 

Bloco 2 (N–

terminal) 
B P 

F_GGATCCCCTAATACAATAATATCAAAATTAATTG 

R_AGAGGAACTGCAGAAAATACC_AGATCT 
C–terminal B e T 

Domínios EGF–

like 

PFB0300c MSP2 
F_GGATCCAAGGTAATTAAAACATTGTC 

R_GAGGGATGTTGCTGCTCCACAG 
Total sem GPI B e T C e P 

PF10_0345 

MSP3_3D7 
F_GGATCCACTGGTAATGATTTTAGTGGTGG 

R_AACGCCTCCTCCAAATTCCCAAC 
Central B P 

MSP3_K1 
F_GGATCCGGAGGTTTTACTGCAGATGATG 

R_CGCCTCCTCCAAATTCCCAACC 
Central B P 

PFB0310c MSP4 
F_GGATCCGGGGAAGAAAAACCAAATGTGG 

R_CTACCTTTTTAGGGATAGCTTC 
Éxon 1 B e T C e P 

PFB0305 MSP5 
F_GGATCCCGAAAAAGGAGAAGGTGGTTTTAC 

R_GGAGGTTCTTGACCTATTTCTGC 
Éxon 2 ? C e P 

PF10_0346 MSP6 
F_GGATCCAGTAATAGTACTACAACTTCTC 

R_CTACACTTTCTTCATCTATGTC 
C--terminal B C e P 

PF13_0197 MSP7 
F_GGATCCATGAATGATGACACATTCTTAGG 

R_CACTTACAATATCCGTTTTGCC 
C--terminal ? C e P 

PFE0120c MSP8 
F_GGATCCGAAGTAGATGCACTTTTGAAAAATG 

R_AGGTAGACATCTACAGGTTTCTTC 
C--terminal T 

P e domínios 

EGF–like 

PFL1385c MSP9 
F_GGATCCGCTACCTACTCTTTTGTTAATAC 

R_TCATCCATACCAGATACAGTTTC 
N--terminal B e T P 

PFF0995c MSP10 
F_GGATCCACATCCCAGAAGAAAATTACATATG 

R_CTGAATTCATGATAGATGAATTTTC 
N--terminal - P 

MAL13P1.60 EBA140 
F_GGATCCAGTAAAACACAAATGGAGGTTTTG 

R_GTTTGTCTTCTGGGGGGTTCAC 
N--terminal B (NKND) D. Duffy F1 e F2 

MAL7P1.176 EBA175 
F_GGATCCTGTGAGAAGGAATGTATTGATCC 

R_GTTTCCAAGACATAATTCTTGCC 
N--terminal B (NKND D. Duffy F1 e F2 

PFA0125c EBA181 
F_GGATCCTATGGTAGGAAAGGGGAATATTTG 

CACCAAGCAGTAGGATTAAGTAC 
N--terminal T D. Duffy F1 

PF11_0344 

AMA1A 
F_GGATCCACACCGGTAGCTACGGGAAATC 

CAATTTCCATCGACCCATAATCCG 
N--terminal T D. PAN1 e RID 

AMA1B 
F_GGATCCAACACCGGTAGCTACGGGAAATC 

AGCAGTAGTAGCAATGTATGATG 
N--terminal B e T D. PAN1 e PAN2 

PF11_0486 MAEBL 
F_GGATCCAGAAGTCCATCTATAGGAG 

GTCATATTCATTTTCCTTATA 
N--terminal T D. PAN2 

 

A Tabela 3 mostra os pares de oligos para genes surf desenhados em 2007, após 

reanotação dos genes e a localização genômica dos fragmentos amplificados e expressos. 

Todos os fragmentos exibem polimorfismos.  
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Tabela 3- Pares de oligonucleotídeos para amplificação de genes surf. Sítios de BamH1 em negrito. Não existem 

informações sobre epítopos imunes, na base de dados IEDB, para as proteínas SURFIN das células 

com sinal de interrogação. As células com traços representam proteínas SURFIN que possuem 

epítopos imunes descritos, mas não estão presentes nos fragmentos expressos. Apenas a sequência 

expressa do S 14.1 apresenta epítopos imunes descritos. 

 

Genes Proteína Oligos Localização 
Epítopos 

imunes 

PFA0625w S 1.1 
F_GGATCCCCAGATATTAATGAAGAGGTTG 

R_TAAAGTGGGGCCCTCTTTATGC 
Éxon 1 - 

PFA0650w S 1.2 
F_GGATCCACTATTGAAGTAAGACAAGGTG 

R_CATCATCGGTTCAGATACAGGG 
Éxon 1 - 

PFA0725w S 1.3 
F_GGATCCAGGGATAAAAGAAGGGATGTAC 

R_AGATCTTCATCATCAGAGTCAC 
Éxon 1 ? 

PFD0100c S 4.1 
F_GGATCCGCAGTTGAAACAATAATGTCCC 

R_GTCCTGACACAACATATGTTCC 
Éxon 1 ? 

PFD1160w S 4.2 
F_GGATCCGGTACTGGGTCTGCTATTTATTC 

R_GATCTTCCATCTGAACCAGAACG 
Éxon 1 - 

MAL8P1.1 S 8.1 
F_GGATCCTGCTTAGAATTTAATGAATGGG 

R_CCTTTTCAGATGGATATACAGG 
Éxon 1 ? 

PF08_0002 S 8.2 
F_GGATCCAGATGCCCTTTAAATTATCATG 

R_GCTTTAGGTGTCATCGTACTTC 
Éxon 1 ? 

MAL8P1.162 S 8.3 
F_GGATCCTATTGTGAAGAAAGGGATAAAAG 

R_TGTCTAAACATTCCAGATTCCG 
Éxon 1 ? 

PF13_0075 S 13.1 
F_GGATCCATGGATATTGATATTCCTCATG 

R_CATCTTCTTGAGGTCCATCTTG 
Éxon 1 ? 

PF14_0747 S 14.1 
F_GGATCCGATCATACGCAATCTTGTTGGG 

R_CTATGATCATTAGGTTTTCCCG 
Éxon 1 B 

 

 Oligonucleotídeos para análise de transcrição de genes surf 

Pares de oligonucleotídeos para os 10 genes surf, específicos para amplificação por 

PCR em tempo real (RT–qPCR), a partir de cDNA, foram desenhados, utilizando como 

molde o genoma da cepa 3D7. Os pares foram construídos utilizando o software Primer3, 

ajustados para terem a mesma temperatura de melting (60°C) dos pares de oligonucleotídeos 

utilizados para amplificação de transcritos do gene PF07_0073, que codifica para seryl–

tRNA–synthetase. Esse gene constitutivo é transcrito durante todo o ciclo biológico do 

parasita e é utilizado como controle da transcrição, em cada fase do ciclo eritrocítico (130, 

131). Os pares são apresentados na Tabela 4. 
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Tabela 4- Pares de oligonucleotídeos para genes surf para reações de RT–qPCR. 

 

Genes Oligos 

PFA0625w 
F_GAAGAATGGAAAATGACCAAGG 

R_TCGAAATCGTCCTCTTCGTT 

PFA0650w 
F_CCCCTGTATCTGAACCGATG 
R_CGTTTGAGCAAGATGGGAAT 

PFA0725w 
F_AAAATTCCGGAACAAGACCA 

R_ATTCCAGATTCCGCATGAAC 

PFD0100c 
F_ACACTTGCACAAACAAAACAGG 
R_CCATCAACTTGCGTTTTCAATA 

PFD1160w 
F_TCACGAACGCTTGATAGTGC 

R_TTGCTTTGACCTTCACTTCG 

MAL8P1.1 
F_TGCCATTTGATGAACCAGAA 
R_GCATGTCGTTCAACCCATCT 

PF08_0002 
F_ACCTCGAGCGATGGAGATAA 

R_CTCATTGGGTGATCCATCCT 

MAL8P1.162 
F_AAAATTCCGGAACAAGACCA 

R_ATTCCAGATTCCGCATGAAC 

PF13_0075 
F_TCCCCTCATTCTTCAGTTCC 

R_TTTGCAAAGGGTGGAGTAGC 

PF14_0747 
F_GAAGGGGGTGATAATGGTGA 

R_TGAACAATGAGGGAAAACCAG 

 

3.13 Reações em cadeia da polimerase (PCR)  

 

DNA extraído pelo método fenol–clorofórmio foi utilizado nas reações de PCR para 

amplificar os fragmentos de cada um dos genes das Tabelas 3 e 4. As amostras foram 

colocadas no termociclador e submetidas a 35 ciclos de 94 ºC por 1 minuto (desnaturação), 

temperatura de annealing específica de cada oligo por 1 minuto (annealing), 72 °C por 1 

minuto (extensão) e extensão final, no último ciclo, de 72 °C por 10 minutos. Posteriormente, 

a reação foi incubada a 15 °C, no termociclador ou congelada a -20 °C até analise. Os 

fragmentos amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1%, corado 

com Brometo de Etídio (0,5–1,0 μg/ml) e visualizado sob luz UV.  

 

3.14 Purificação de fragmentos em gel de agarose pelo método glassmilk (132) 

 

Os fragmentos amplificados foram recortados do gel, colocados em microtubos 

estéreis e purificados, através de cromatografia de afinidade, utilizando solução de sílica a 100 

mg/ml em 3 M de NaI (glass milk).  

Primeiramente, 300 μl de solução contendo 6 M de NaI e 50 mM de Tris-HCl pH 6.8 

foram adicionados a cada tubo e os tubos foram incubados a 37 °C, em banho–maria, até 

solubilização do gel. 5 μl de glass milk foram adicionados aos tubos e nova incubação por 10 

minutos, a TA, foi realizada. Os tubos foram centrifugados a 12000 rpm por 1 minuto e o 
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pellet foi lavado 1x com 1 ml de tampão new wash (20 mM de Tris-HCl pH 7.5, 0,01 M de 

NaCl, 2 mM de EDTA pH 8.0 e 70% (v/v) de etanol). Nova centrifugação foi realizada. O 

pellet completamente seco foi incubado com 20 μl de solução low TE (5 mM de Tris-HCl pH 

8.0 e 0,05 mM de EDTA pH 8.0) por 15 minutos, centrifugado e o sobrenadante foi 

transferido para um novo microtubo estéril. O fragmento purificado, pronto para uso, foi 

mantido a -20 ºC. 

 

3.15 Clonagem e purificação dos plasmídeos recombinantes 

 

 Os fragmentos de DNA amplificados e purificados foram inseridos nos vetores 

pTZ57R-T ou pGEM-T easy, conforme as orientações dos fabricantes Fermentas (Vilnius, 

Lituânia) ou Promega (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA), respectivamente.  

 Os plasmídeos ligados foram introduzidos em bactérias E. coli DH10B 

quimiocompetentes, através da técnica de transformação por choque térmico (133). Após 

crescimento overnight a 37 °C em placas de Petri, contendo meio LB-Ágar suplementado com 

ampicilina, X-Galactose e IPTG, cada colônia branca foi inoculada em 1,5 ml de meio LB 

líquido, suplementado com ampicilina e colocada para crescer overnight, a 37 °C, sob 

agitação contínua. Os plasmídeos recombinantes foram extraídos, conforme descrito 

anteriormente e submetidos à análise por enzimas de restrição, segundo as orientações dos 

fabricantes. 

 

3.16 Seqüenciamento e identificação de genótipos diferentes circulantes 

 

Os plasmídeos obtidos foram seqüenciados utilizando BigDye 3.1 Terminator Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, California, USA), em um 

volume final de 6 µl, contendo 200-300 ng de plasmídeo, 5 ρmol de oligonucleotídeo sense 

e/ou antisense (de acordo com cada plasmídeo utilizado) e 4 µl de Big Dye Mix. As reações 

foram submetidas a 25 ciclos de 10 s a 96 ºC, 5 s a 50 ºC e 4 min a 60 ºC. Após a reação de 

Cycle Sequencing, as amostras foram precipitadas com isopropanol a 75%, lavadas com 

etanol a 70%, ressuspendidas em formamida e aplicadas em um seqüenciador automático ABI 

3100 (Applied Biosystems). Completado o seqüenciamento, as sequências foram conferidas 

no programa BLAST/nucleotide quanto à indentidade e orientação no vetor de clonagem, 
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principalmente no vetor pTZ57R-T. Em seguida, as sequências foram carregadas no programa 

Clustal X (versão 1.83) e alinhadas. Após o alinhamento foi gerada uma matriz de identidade 

(MI), que foi analisada mediante um script PERL, onde sequências com mais de 95% de 

identidade foram consideradas idênticas. Representantes de cada grupo de sequências 

definidas como idênticas foram escolhidos para serem expressos. Dados de sequências 

gênicas, relativas ao bloco 2 de MSP1 (134) e MSP2 (135), anteriormente publicados, foram 

utilizados para classificar as sequências desses fragmentos nos grupos alélicos descritos. 

 

3.17 Expressão de peptídeos recombinantes fusionados a GST 

 

Os fragmentos clonados em pTZ57R-T foram subclonados em vetor de expressão 

pGEX2T digerido com BamHI ou com BamHI e EcoRI e os fragmentos clonados em pGEM-

T easy foram subclonados em vetor pGEX2T digerido com BamHI e EcoRI. Os clones 

obtidos em pGEX2T_BamHI foram novamente seqüenciados para verificar a orientação no 

vetor. 

Os clones com o inserto, na orientação correta, foram re-transformados em bactérias 

E.coli BL21-RIL e plaqueados em placas LB-Ágar suplementado com Ampicilina (100 

μg/ml) e Cloranfenicol (34 µg/ml). O pré-inoculo foi preparado overnight a 37 °C sob 

agitação contínua, em 5,0 ml de meio LB líquido suplementado com ampicilina, cloranfenicol 

e 0,8% de glicose. Posteriormente, o pré-inóculo foi transferido para 50 a 100 ml de meio LB 

suplementado com os antibióticos supracitados, a 37 °C, sob agitação contínua, até atingir a 

densidade óptica (DO) maior ou igual a 0,6, a 600 nm. A indução da transcrição da sequência 

de GST e do fragmento fusionado foi feita pela adição de 0,1 mM de IPTG (isopropyl-beta-

D-thiogalactopyranoside), um indutor do promotor lac. Após 3 horas de crescimento a 37 °C, 

sob agitação contínua, o material foi submetido à purificação protéica. A cultura foi 

transferida para tubos Falcon de 50 ml, centrifugados por 20 minutos a 4 °C, a 2342,4 g 

(Sorvall RT7 Refrigerated Benchtop centrifuge). Os pellets foram dissolvidos em 2,0 ml de 

solução PBS 1X pH 7.4 acrescido de 0,1% de TritonX100 e transferidos para um tubo único 

de 50 ml. Lisozima foi acrescentada a 0,1 mg/ml, o material foi incubado por 5 minutos, a TA 

e em seguida congelado. Posteriormente, o material foi sonicado (5 ciclos de 30 segundos, 

força 40 a 4 °C, intercalados por 30 segundos de pausa, a 4 °C). e 3 ml de PBS 1X pH 7.4 

acrescido de 0,1% de TritonX100 foram adicionados. Nova centrifugação foi realizada nas 

mesmas condições acima por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo Falcon 
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de 15 ml e incubado com 100-200 μl de resina Glutathiona-sepharose, pré-lavada com PBS 

1X. Após 1 hora de incubação, a TA, sob agitação contínua, a resina foi lavada 4 vezes (uma 

vez com 15 ml de PBS 1X pH 7.4 acrescido de 0,1% de TritonX100 e mais três vezes com 

PBS 1X pH 7.4), intercaladas com centrifugações de 1-2 minutos, a TA, a 1255 g, em 

centrífuga Sorvall RT7. 500 a 750 μl de tampão de eluição (0,1 M de Tris-HCl pH 8.0, 0,12 

M de NaCl e 10 mM de glutationa reduzida) foram acrescentados e a resina foi transferida 

para microtubos de 1,5 ml e incubada por 45 minutos, a TA, sob agitação contínua. O 

sobrenadante foi recolhido após centrifugação por 1 minuto a 12.000 rpm. Uma alíquota do 

peptídeo recombinante foi submetida à eletroforese em gel de pliacrilamida a 8% em tampão 

de SDS-PAGE (136-138) e a quantificação foi obtida pela curva de Bradford. 

Alguns peptídeos foram obtidos em temperaturas diferentes de indução, em relação ao 

protocolo padrão. Os peptídeos SURFIN 4.1 e MAEBL foram obtidos a 28 ºC e os peptídeos 

SURFIN 8.1 e 13.1 foram obtidos a 25 ºC.  

 

3.18 Ensaios de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) 

 

Placas de 96 poços, fundo chato, próprias para reações de ELISA, foram sensibilizadas 

com 50 μl/poço de peptídeo diluído em tampão carbonato-bicarbonato pH 9.6, a uma 

concentração de 125 ou 200 ng/poço para placas medium binding e low binding, 

respectivamente. As placas foram testadas, previamente, quanto à adesão do peptídeo nos 

poços, através da sensibilização dos poços com proteína GST recombinante e reconhecimento 

por plasmas de camundongos imunizados com GST. As placas também foram testadas, 

previamente, quanto à quantidade de peptídeo usada na sensibilização, a fim de serem gerados 

resultados semelhantes, nos dois tipos de placas utilizadas. 

Os plasmas dos pacientes foram testados em duplicata, tanto para o peptídeo fusionado 

a GST, como para GST isoladamente. Plasmas de indivíduos nunca expostos à malária foram 

utilizados como controles negativos, em cada placa testada. Após a sensibilização, as placas 

foram bloqueadas com solução de bloqueio por 2 horas, a 37 ºC e lavadas 3 vezes com 

solução de lavagem. Em seguida, os plasmas dos pacientes foram acrescentados, diluídos 

1/200 em solução de incubação, por 1 hora, a 37 °C. Após 5 a 7 lavagens, anticorpo 

secundário de ovelha anti-IgG humana, acoplado a enzima peroxidase (KPL) e diluído 1/1500 

em solução de incubação, foi acrescentado, por 1 hora, a 37 °C. Novo ciclo de lavagens foi 

realizado e 50 μl/ poço do substrato TMB (KPL) foram acrescentados. Após 5 a 10 minutos, a 
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reação colorígena foi interrompida com 50 µl/poço de HCl a 1 M. As densidades ópticas 

(DOs) foram determinadas em espectrofotômetro, a 450 nm de comprimento de onda 

(referência 595 nm).  

O valor da média das DOs anti–GST foi subtraído da média das DOs anti–peptídeo 

fusionado, para cada plasma, chegando-se a um valor de DO final. O cutoff da reação, para 

cada antígeno testado, foi estabelecido, calculando-se a média das DOs finais do grupo 

controle e somando dois desvios padrões (DP) da média a esse valor. Os plasmas com DOs 

maiores do que o cutoff foram considerados positivos. Índices de Reatividade (IR) de cada 

plasma positivo, para cada antígeno, foram obtidos dividindo-se o valor das DOs finais pelo 

cutoff da reação.  

As reações para identificação das subclasses de IgG foram realizadas como descrito 

acima. Plasmas com Índice de Reatividade (IR) maior do que 10 para cada antígeno foram 

selecionados para a isotipagem. A mesma diluição primária foi mantida (1/200) e os 

anticorpos monoclonais de camundongo, anti–subclasses de IgG humanas (anti-IgG1 (2C11, 

ab1927), anti–IgG2 (3C7, ab1935), anti–IgG3 (5G12, ab1928) e anti-IgG4 (5C7, ab1930), 

Abcam, Inc., Cambridge, Massachusetts, USA) foram adicionados, posteriormente, na 

diluição 1/3000 em solução de incubação. Posteriormente, um anticorpo secundário de ovelha 

anti-IgG de camundongo, acoplado a enzima peroxidase (KPL) e diluído 1/2500 em solução 

de incubação, foi acrescentado.  

A diluição primária dos plasmas foi mantida, a fim de preservar parâmetros 

observados nas reações de ELISA para detecção de IgG total. A diluição dos anticorpos 

monoclonais foi estabelecida, a partir de um teste envolvendo os antígenos recombinantes 

MSP119 e MSP3, dois plasmas de indivíduos da amostra com IR>10 aos antígenos e dois 

plasmas de indivíduos da amostra, não-reativos aos antígenos recombinantes. Os monoclonais 

foram utilizados, para cada uma das situações, nas diluições 1/1500 e 1/5000. Não foram 

observadas diferenças entre as subclasses de IgG nos plasmas reativos aos antígenos, nas duas 

diluições, assim como, não foram detectadas diferenças entre os plasmas não-reativos, nas 

duas diluições. Dessa forma, optou-se por utilizar os monoclonais na diluição 1/3000.  

 

3.19 Análises estatísticas dos dados obtidos 

 

Os softwares Microsoft Excel e SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), 

versão 15.0 foram utilizados para as análises estatísticas.  
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As frequências de reconhecimento dos peptídeos testados pelos plasmas dos 

sintomáticos e assintomáticos foram comparadas, em planilhas do Excel, pelo teste do X
2
 de 

Pearson, a partir de tabelas de contingência 2x2, com 1 grau de liberdade, assumindo 

significância estatística para valores de p<0,05.  

Testes não–paramétricos foram usados para comparar os valores de IR obtidos nos 

ensaios de ELISA com os plasmas sintomáticos, assintomáticos e com aqueles coletados no 

T30 e no T60, para cada antígeno testado. Os valores das variáveis que medem exposição à 

malária e à malária falciparum discriminadas adiante, também foram comparados por teste 

não-paramétrico. Esses testes são utilizados para comparar médias de variáveis quantitativas, 

através da comparação das posições (postos, ranks) que os valores das variáveis ocupam, 

quando ordenados em forma crescente.  

O teste não-paramétrico de Mann-Whitney (U teste) foi usado para comparações entre 

dois grupos independentes e o teste não–paramétrico de Wilcoxon, para comparações entre 

dois grupos relacionados. Valores de p<0,05 foram considerados significantes, para a rejeição 

da hipótese nula de não–diferença entre as variáveis.  

A verificação de associação entre as variáveis qualitativas dicotômicas “sintomas” 

(sim–sintomático ou não–assintomático) e “resposta aos antígenos” (responde ou não–

responde) foi realizada pelo teste do X
2
 de Pearson, a partir de tabelas de contingência 2x2, 

com 1 grau de liberdade. A força da associação foi traduzida pelo coeficiente V de Cramér, 

que assume valores entre 0 e 1, expressando a intensidade da associação desde nula (0) até 

perfeita (1). Valores de odds ratio (razão de chances) foram calculados, a partir de tabelas que 

demonstraram associação verdadeira entre as variáveis, ou seja, com nível de significância 

p<0,05 para o teste do X
2
. Os valores das odds representam as chances dos indivíduos que 

não–respondem a um antígeno em apresentar um perfil assintomático, em relação aos 

indivíduos que respondem a esse antígeno. Todos os valores foram menores do que 1 

indicando que o grupo de pessoas que responde ao antígeno tem mais chances de não 

apresentar sintomas do que o grupo que não-responde.  

Tentativas de predição do perfil assintomático e de um maior período livre de doença, 

a partir do efeito da intensidade do reconhecimento imune de certos antígenos e da contínua 

exposição ao P. falciparum, foram realizadas através de regressão logística e regressão linear 

múltipla, respectivamente.  

Primeiramente, para análise por regressão linear múltipla, coeficientes de correlação 

de Pearson (rP) foram determinados entre as variáveis explanatórias e a variável resposta. As 

variáveis explanatórias para cada indivíduo da amostra, cujo plasma foi testado, foram: IR 
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para cada antígeno, idade, TVAE (tempo de vida em área endêmica), TVEA (tempo de vida 

no endereço atual), NEPF (números de episódios prévios de falciparum) e NAR (número de 

antígenos recombinantes reconhecidos). A variável resposta foi considerada como o TUES. 

Nesse tipo de análise, as variáveis que estão associadas, independentemente, com a variável 

resposta são escolhidas para entrar no modelo de regressão múltipla. O valor de rP varia de +1 

a -1. Os valores próximos a 0 (zero) ou 0 indicam associação fraca a ausente entre as 

variáveis, enquanto valores próximos aos pólos +1 ou -1 indicam associação forte. O sinal + 

ou – indica a direção da associação, direta ou indireta. Em seguida, coeficientes de correlação 

parcial foram determinados para cada variável explanatória que apresentou correlação 

positiva com a variável resposta, tentando eliminar o efeito das demais variáveis 

explanatórias, na associação da primeira com a variável resposta, pois a maioria delas 

correlacionou-se entre si.  

A predição do perfil assintomático, a partir da intensidade do reconhecimento humoral 

dos antígenos foi realizada através de regressão logística. A variável resposta “sintoma” foi 

categorizada em sim: (0)-sintomático e não: (1)–assintomático. Em regressão logística, o 

valor esperado da variável resposta (1 ou 0), sob a forma de logaritmo da razão de chances de 

ser 1, pode ser escrito como a função linear das variáveis explanatórias: ln(p/1-p)=β0 + β1x1 

+... βqxq. Os coeficientes de regressão (β) fornecem a mudança estimada no logaritmo da 

razão de chances (log–odds), decorrente da mudança em uma unidade, da respectiva variável 

explanatória, condicional à constância das demais variáveis explanatórias da equação. 

Primeiramente, cada variável explanatória foi analisada no modelo univariado, a fim 

de testar a associação positiva com a variável resposta, pelo teste likelihood ratio (LR) test. A 

força da associação é fornecida pelo teste de Wald, com o cálculo do valor exponencial do 

log–odds ou odds ratio (OR). O valor da OR vai indicar quantas vezes aquela variável 

explanatória oferece de chances para a variável resposta assumir o valor 1 ou o perfil 

assintomático, nesse caso. Se a OR de cada variável estiver dentro do Intervalo de Confiança 

(IC) de 95% com valor de p significativo, a variável é analisada no modelo de análise 

multivariada pelo teste da razão de verossimilhança parcial (LX). Esse teste estabelece, para x 

variáveis explanatórias hipotéticas, como hipótese nula (H0), que todos os coeficientes de 

regressão (β) são iguais a 0 e como hipótese alternativa (Ha), que existe, pelo menos, um β ≠ 

0. O método escolhido para entrar no modelo foi o forward stepwise. As variáveis 

identificadas na análise univariada com menor valor de p ou, em caso de empates do valor de 

p, com a maior OR entram, sucessivamente, no modelo. A variável que perde a significância 

ao entrar no modelo, ou que provoca um aumento grande no valor da OR e do respectivo 
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intervalo de confiança (IC) das variáveis adicionadas anteriormente, processo chamado de 

over fitting, é retirada do modelo. Dessa forma, conseguimos estimar as chances que o 

reconhecimento mais intenso de cada variável explanatória independente fornece ao 

desenvolvimento do perfil assintomático. 

 

3.20 Imunizações de camundongos Balb/c com peptídeos recombinantes 

 

Antígenos SURFIN e MSP3_3D7 expressos foram utilizados para imunizar 

camundongos Balb/c de 4 a 6 semanas de vida, em colaboração com o mestrando do 

laboratório Wesley Luzetti Fotoran. Os animais foram submetidos a uma primeira dose 

inicial, intraperitoneal, de 50 μg do peptídeo recombinante emulsificado com adjuvante de 

Freund completo (óleos e DNA de micobactérias), seguida de mais duas doses com intervalos 

de 3 semanas, com a mesma concentração inicial do peptídeo, emulsificado em adjuvante de 

Freund incompleto. Dez dias após a última dose, uma pequena amostra de sangue foi coletada 

da região peri-orbitária dos camundongos. O soro foi separado por precipitação de hemácias, 

a 37 ºC, por 30 minutos, seguida de incubação, a 4 ºC, por 30 minutos e centrifugação, a 1500 

rpm, por 5 minutos, a TA. 

Glicerol a 50% (v/v) foi adicionado aos soros e posteriormente, a concentração de 

anticorpos IgG em mg/ml de cada soro extraído foi determinada através de espectofotômetro a 

280 nm de comprimento de onda, no aparelho Nanodrop. Esse comprimento de onda é 

específico para quantificação de anticorpos IgG.  

 

3.21 Cultura de Plasmodium falciparum (Pf) 

 

A cultura da cepa 3D7 de Plasmodium falciparum foi utilizada nos experimentos de 

análise de transcrição de genes surf pela técnica de PCR em tempo real (real time PCR).  

A cultura foi estabelecida conforme o método descrito por Trager & Jensen (6), com 

algumas modificações. Os parasitos foram cultivados em meio RPMI–1640 (Roswell Park 

Memorial Institute, Atena, Campinas) pH 7.2, suplementado com 25 mM de HEPES, 21 mM 

de NaHCO3, 370 M de hipoxantina, 11 mM de glicose, 40 g/ml de gentamicina e 10% de 

plasma humano. 
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A cultura foi alimentada com eritrócitos lavados, totalizando um hematócrito de 5%. 

As garrafas foram mantidas em estufa, a 37 °C, em atmosfera candle jar, com trocas diárias 

de meio. A parasitemia foi monitorada mediante microscopia de esfregaços corados com kit 

Panótico Rápido (Laborclin, São Paulo, SP, Brasil). O plasma humano utilizado na cultura 

dos parasitas foi gentilmente cedido pelo Hemocentro do Hospital Sírio Libanês de São Paulo 

ou pelo Hemocentro do Hospital da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Cada 

lote de plasma foi previamente descomplementado a 56 °C, por 30 minutos. O plasma foi 

centrifugado a 2342,4 g, por 15 minutos, a 4 ºC para precipitar a fibrina e guardado em 

alíquotas a –20 °C. 

 

3.22 Sincronização de parasitas com (D-) sorbitol (139) 

 

Para obtenção de estágios de anel (até 10 h após a reinvasão) de P. falciparum, os 

parasitas em cultura foram sincronizados por tratamento com sorbitol. Eritrócitos infectados 

por P. falciparum em cultura assincrônica foram centrifugados a 1500 rpm, por 5 minutos a 

TA e incubados em 20 volumes do precipitado das hemácias infectadas, de sorbitol a 5%, por 

10 minutos. Durante os 10 minutos, a solução foi agitada três vezes. Após nova centrifugação, 

o sorbitol foi aspirado e as hemácias foram lavadas uma vez com meio RPMI-1640 

incompleto (sem plasma, pH 6.8). Em seguida, os parasitas foram cultivados a 37 °C, sob 

condições normais. 

 

3.23 Enriquecimento de trofozoítos maduros e esquizontes (140) 

 

Cultivos de parasitas, predominantemente formas maduras, foram centrifugados em 

tubos Falcon de 15 ml a 1500 rpm, por 5 minutos e o precipitado foi ressuspendido em 2,4 

volumes de Voluven 6%
 
(Fresenius Kabi; São Paulo, SP, Brasil) e 1,4 volumes do meio 

completo (RPMI-1640, pH 7.2 e 10% de plasma humano). A solução foi incubada em posição 

vertical, por 20 minutos, a 37 °C. As formas de anel e gametócitos precipitam-se, junto com 

eritrócitos não–infectados, no fundo do tubo, enquanto as formas maduras encontram-se no 

sobrenadante. Essas formas foram retiradas e transferidas para um novo tubo, lavadas e 

colocadas novamente em cultivo. 
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3.24 Coletas de RNA total da cultura da cepa 3D7 para PCR em tempo real 

 

Três experimentos consecutivos de PCR em tempo real (RT-qPCR) foram realizados, 

a partir de transcritos da cultura sincronizada da cepa 3D7, previamente selecionada para um 

fenótipo de citoaderência, após panning em células CHO-CD36 (141). Os transcritos foram 

coletados em 3 fases do ciclo (anel, trofozoíto e esquizonte), a cada 20 gerações ou 10 ciclos 

de vida do parasita. A cultura foi tratada com sorbitol e enriquecida com estágios maduros, ao 

longo do tempo, para manter a sincronização.  

Após 20 gerações, RNA das fases de anel (4-6 horas), trofozoíto (19–23 horas) e 

esquizonte (27–33 horas), de um mesmo ciclo, foram coletados, para cada um dos 3 

experimentos. As parasitemias dos 3 ciclos em que houve coleta variaram de 8% a 2,5%. 

As hemácias foram recolhidas da cultura, centrifugadas a 1500 rpm, a TA, por 5 

minutos e posteriormente, lisadas em solução de PBS 1X e saponina a 0,1%. Após 

centrifugação a 2800 rpm, a TA, por 15 minutos, o pellet de parasitas foi ressuspendido em 

250 μl de PBS 1X, lisado com 750 μl de Trizol LS (Invitrogen, Life Technologies) e 

armazenado a -80 ºC até a sua utilização. O RNA foi extraído de acordo com as instruções 

dos fabricantes dos reagentes utilizados.  

 

3.25 Reação de transcrição reversa (RT-PCR) 

 

O RNA extraído (1-5 µg) foi tratado por três vezes com a enzima DNase I 

(Fermentas), como descrito pelo manual do fabricante, a fim de eliminar qualquer 

contaminação residual de gDNA. O tratamento com DNase I consistiu de 3 incubações de 15 

minutos, a 20 °C e inativação da enzima pela adição de 2,5 mM de EDTA e incubação a 65 

°C, por 10 minutos. A qualidade do RNA purificado foi determinada por análise em gel de 

agarose. 

A reação da transcriptase reversa para obtenção do DNA complementar (cDNA) foi 

realizada utilizando-se oligonucleotídeos randômicos A reação foi realizada com a enzima 

M-MuLV (Fermentas), seguindo as instruções do fabricante. Para cada amostra de RNA, 

realizou-se um controle negativo na ausência da transcriptase reversa, para que, caso existisse 

ainda resíduos de gDNA, este fosse detectado. 
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3.26 PCR em tempo real (RT-qPCR) 

 

Os experimentos foram conduzidos utilizando o kit da Promega (SYBR® Green I) e o 

termociclador Realplex2/2 (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). 

Primeiramente, foi testada a eficiência de cada par de oligonucleotídeos, utilizando 

gDNA como substrato, nas diluições 1:100, 1:1.000 e 1:10.000. As diluições foram testadas 

em triplicata e os respectivos ∆Ct (número de ciclos, a partir do quais, há transcritos 

amplificados) foram comparados, com aqueles obtidos nas amplificações do gene 

PF07_0073, utilizando também as mesmas diluições de gDNA. Eficiência semelhante a 

melhor foi obtida com os pares de oligonucleotídeos para genes surf, comparativamente, com 

o par de oligonucleotídeos para o gene constitutivo, nas 3 diluições de gDNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 RESULTADOS
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Os resultados obtidos serão mostrados na seguinte ordem:  

1. Dados epidemiológicos sobre os indivíduos da amostra, comparando as variáveis 

que medem exposição à malária entre sintomáticos e assintomáticos, 

2. Resultados sobre a amplificação de fragmentos dos genes surf e a resposta humoral 

dos indivíduos contra proteínas SURFIN expressas,  

3. Resultados sobre a amplificação dos genes das proteínas da família das MSP e a 

resposta humoral contra essas proteínas expressas, pelos dois grupos clínicos, 

4. Resultados sobre a amplificação dos genes de algumas proteínas secretadas pelas 

organelas do complexo apical, assim como, a resposta humoral contra elas,  

5. Análises sobre a associação entre a resposta humoral contra alguns antígenos e o 

desenvolvimento do perfil assintomático. 

 

4.1 Análise comparativa das variáveis de exposição à P. falciparum entre sintomáticos e 

assintomáticos 

 

Tabela 5- Análise descritiva das variáveis de exposição ao P. falciparum na amostra e entre assintomáticos (A) e 

sintomáticos (S).   

 

Variáveis N (A/S) Variação Média DP Média A Média S 

Idade 51 (24/27) 4-84 29,94 19,190 34,54 25,85 

TVAE 51 (24/27) 4-83 28,41 19,042 32,88 24,44 

TVEA 51 (24/27) 0-60 15,59 14,767 19, 15 12,43 

NEPF 47 (23/24) 0-30 5,11 5,768 6, 43 3,83 

NAR 51 (24/27) 0-26 12,27 5,963 13, 8 11,30 

TUES 48 (24/24) 0-30 4,26 7,816 7,09 1,42 

 

A tabela acima mostra os valores das variáveis que quantificam exposição à malária e 

à malária falciparum, na amostra total e nos grupos clínicos. As médias dos valores das 

variáveis quantitativas: idade, TVAE (tempo de vida em área endêmica), TVEA (tempo de 

vida no endereço atual), NAR (número de antígenos recombinantes reconhecidos), NEPF 

(número de episódios prévios de falciparum) e TUES (tempo transcorrido desde o último 

episódio sintomático) são maiores entre o grupo de assintomáticos do que em sintomáticos.  

Porém, comparando esses valores pelo teste não–paramétrico de Mann–Whitney não 

foi encontrada diferença entre as variáveis, segundo o perfil clínico. A única variável com 

tendência de valores significativamente maiores entre assintomáticos foi TUES (Mann–
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Whitney (U)=197,5, p<0,062). Gráficos de barras da distribuição dos assintomáticos e 

sintomáticos, por faixas dessas variáveis, são apresentados abaixo.  
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Figura 7- Gráficos de barras da freqüência dos indivíduos assintomáticos (em verde) e sintomáticos (em azul) 

por faixas das variáveis de exposição.  
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4.2 Genes surf e proteínas SURFIN 

  

Os resultados apresentados nessa parte abordarão os seguintes aspectos sobre os genes 

surf e as proteínas SURFIN expressas: 

 Análise da diversidade de sequências dos genes surf, encontradas nos isolados da 

amostra,  

 Identificação de plasmas de indivíduos assintomáticos e sintomáticos positivos para 

anticorpos IgG reativos aos diversos peptídeos SURFIN expressos,  

 Análises estatísticas da freqüência, intensidade e longevidade da resposta humoral 

entre sintomáticos e assintomáticos, para cada antígeno expresso,  

 Identificação das subclasses de IgG dos plasmas reativos de assintomáticos e 

sintomáticos, que apresentaram IR>10 para cada antígeno expresso, 

 Análise da transcrição dos genes surf da cepa 3D7. 

 

4.2.1 Diversidade das sequências dos genes surf nos isolados do estudo 

 

Os genes surf foram descritos em 2005 (119), porém, poucas informações sobre eles 

acumularam-se na literatura desde então. (121). Baseado em evidências que sinalizam maior 

diferença de genes surf entre alelos diferentes do que entre cepas diferentes (119), a confecção 

dos oligonucleotídeos foi conduzida a partir do genoma publicado da cepa 3D7, presente no 

banco de dados PlasmoDB.  

Após clonagem, seqüenciamento e alinhamento de fragmentos dos 10 genes surf 

observamos que os fragmentos gênicos amplificados de gDNA de isolados de campo, a 

maioria de infecções sintomáticas, possuem 91% a 98% de identidade com sequências da 

cepa 3D7 e de isolados, depositadas na base de dados GenBank. A filtragem das sequências 

alinhadas pelo script PERL, o qual considerou idênticas, sequências com mais de 95% de 

identidade, permitiu evidenciar duas sequências diferentes para os genes PFD1160w e 

PF08_0002. Uma delas oriunda de um isolado de infecção sintomática e a outra de um isolado 

de infecção assintomática. A diversidade das sequências encontradas pode ser visualizada no 

Quadro 1.  

 

 

 



 81 

Quadro 1- Diversidade de sequências de genes surf entre os gDNAs do estudo. Sequências idênticas 

compartilham identidade superior a 95%, entre si, segundo o script PERL. 

 

A Figura 8 mostra a frequência absoluta de fragmentos amplificados de cada gene 

surf, a partir de gDNA dos isolados encontrados em pacientes sintomáticos e assintomáticos. 

Foi observada maior prevalência de amplificação de fragmentos, a partir de isolados de 

infecções sintomáticas. Não foram amplificados fragmentos dos genes PFA0650w e 

PF13_0075 em gDNAs de isolados de infecções assintomáticas e o número de fragmentos 

amplificados em isolados de infecções sintomáticas, para os dois genes, foi bastante inferior, 

gDNAs Genes surf 
PFA0625w PFA0650w PFA0725w PFD0100c PFD1160w MAL8P1.1 PF08_0002 MAL8P1.162 PF13_0075 PF14_0747 
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comparativamente, aos demais genes. Não foram amplificadas sequências do gene 

PF13_0075 em gDNAs dos isolados coletados no corte de 2006.  

 

 

Figura 8- Gráfico de barras da frequência absoluta dos genes surf amplificados em gDNAs de isolados de P. 

falciparum de pacientes sintomáticos (S) e assintomáticos (A). 

 

A Figura 9 mostra a frequência de não–amplificações (resultados negativos) ou de 

amplificações de fragmentos humanos, para cada par de oligonucleotídeos, desenhados para 

amplificar fragmentos dos genes surf. O intenso polimorfismo encontrado no éxon 1 dos 

genes surf, local de hibridação dos pares de oligonucleotídeos, com presença maciça de 

mutações pontuais (single nucleotide polymorphism-SNP), como mostrado no PlasmoDB, 

explicam, em parte, a pequena quantidade de sequências amplificadas, principalmente nos 

gDNAs dos isolados de infecções assintomáticas. Um maior polimorfismo pode explicar o 

maior número de resultados negativos em gDNAs de isolados de infecções assintomáticas do 

que em isolados de infecções sintomáticas. Porém, dificuldades técnicas como a pequena 

quantidade de gDNA obtida, devido à parasitemia escassa apresentada por esse indivíduos, 

podem gerar resultados semelhantes.  
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Figura 9- Gráfico de barras da frequência absoluta de não– amplificações (N) e de amplificações de fragmentos 

humanos (H) para cada par de oligonucleotídeos desenhado para amplificação de fragmentos de genes 

surf. 

 

Existem três hipóteses para explicar porque não obtivemos amplificação em tantos 

gDNAs de isolados de infecções assintomáticas. Primeiro, o sitio de ligação dos 

oligonucleotideos é degenerado devido a SNPs. Segundo, o gene surf em questão está ausente 

no respectivo genoma ou terceiro, o material genômico é escasso, pela baixa parasitemia das 

infecções assintomáticas. 

Através da colaboração da colega do laboratório Dra. Catarina Castineiras, foi avaliada 

por pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), seguido por Southern blot, se a sequência de um 

determinado gene surf está presente ou não em outros genomas de isolados de campo de 

Rondônia ou se existem polimorfismos nos locais de hibridação dos pares de 

oligonucleotídeos.  

 Primeiramente, os 10 genes surf foram amplificados por PCR, a partir do gDNA dos 

isolados presentes no laboratório, anteriormente à coleta de 2006. Esses isolados já estão 

adaptados à cultura e a presença de grande quantidade de gDNA disponível permitiu utilizá-

los nesses experimentos. O mesmo resultado obtido, anteriormente, repetiu-se, ou seja, nem 

todos os gDNAs apresentaram amplificação (Figura 10, parte A). 

Em seguida, material genômico desses isolados foi preparado para análise em PFGE. 

O gel contendo os 14 cromossomos, de cada gDNA, empilhados em ordem decrescente de 

peso molecular foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. Um fragmento clonado 

do gene surf PFA0625w proveniente de outro isolado de infecção sintomática foi utilizado 

como sonda para hibridação no Southern Blot. Foram observados quatro padrões para o gene 

surf PFA0625w evidenciados na Figura 10. Os gDNAs de cada padrão são mostrados na 

Tabela 6 abaixo. 
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Figura 10- Experimento de PFGE. A. Gel de agarose a 1% com os resultados das amplificações por PCR do 

gene PFA0625w (fragmento de 294 pares de bases), a partir de gDNA dos isolados assinalados no 

topo das canaletas. PM=Peso Molecular. B. PFGE, após 36 horas, a partir de gDNA dos mesmos 

isolados anteriores. Numeração à direita do gel, correspondente às alturas dos 14 cromossomos. C. 

Southern Blot, a partir do gel mostrado em B. As bandas destacadas estão ausentes do gel de PCR 

mostrado em A. Sonda utilizada, a partir do isolado 116. Cabe ressaltar que as condições de 

hibridação/lavagem foram estringentes (lavagem a 68°C). 

 

Tabela 6- Padrões de amplificação por PCR e de marcação em Southern Blot/PFGE do gene surf PFA0625w, 

em gDNAs de isolados de Rondônia. 

 

Amplificação do gene 

PFA0625w por PCR 

Força do sinal de hibridação no Southern Blot/PFGE 

Forte Fraco Ausente 

Positiva 112, 134 e 135 123_3, 42 e 114  

Negativa  
106, 123_15, 153_2 e 

154_7 
99 e S20 

 

Isso significa que existem polimorfismos do gene PFA0625w tanto na região de 

hibridação do par de oligonucleotídeos, quanto na região amplificada ou nas duas, e ainda é 

possível que esse gene esteja ausente do genoma de alguns isolados (99 e S20). O mesmo 

resultado pode ser válido para os demais genes surf de isolados de campo da Amazônia, pois 

A 

B C 
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resultado semelhante foi visto para o gene PFD0100c em isolados de campo de Uganda. Dois 

pares de oligonucleotídeos relativos a regiões diferentes desse gene foram utilizados, porém 

em alguns isolados não houve amplificação (121). 

 

4.2.2 Expressão de peptídeos SURFIN recombinantes e frequência do reconhecimento 

humoral dos peptídeos SURFIN expressos  

 

A partir de fragmentos clonados dos 10 genes surf, domínios das proteínas SURFIN, 

supostamente expostos ao reconhecimento imune, foram expressos em sistema recombinante, 

fusionados à proteína GST. Alem de sequências 3D7-like, foram encontradas entre os gDNAs 

da amostra sequências diferentes dos genes surf PFD1160w e PF08_0002. Todas as 

sequências diferentes de cada gene foram expressas, totalizando 12 peptídeos SURFIN. Em 

seguida, o reconhecimento imune destes domínios foi testado por plasmas dos indivíduos 

sintomáticos e assintomáticos e por um grupo de plasmas de indivíduos assintomáticos e 

sintomáticos, coletados nos períodos de 30 e 60 dias, pós–tratamento. A Figura 11apresenta o 

resultado da eletroforese de peptídeos SURFIN em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 8%, 

em condições redutoras. 

 

 

Figura 11- Eletroforese de proteínas SURFIN (S) recombinantes em gel de poliacrilamida a 8%. As alturas das 

bandas (flechas) correspondem às proteínas fusionadas a GST (PM=26 kDa). A numeração abaixo 

das canaletas corresponde ao PM esperado, em kDa, do peptídeo fusionado. As proteínas estão a 0,2 

µg/µl e 40 mM de DTT foram adicionados às amostras.  
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A Tabela 7 apresenta 5 antígenos, em destaque, que apresentaram maior frequência de 

reconhecimento humoral nos ensaios de ELISA, por plasmas de indivíduos assintomáticos do 

que por sintomáticos, com valores de p<0,05, pelo teste do X
2
 de Pearson. 

 

Tabela 7- Frequência absoluta (n) e em porcentagem (%) do reconhecimento humoral de antígenos SURFIN por 

Sintomáticos (S) e Assintomáticos (A). Em destaque (#), p<0,05. 

 

Peptídeos SURFIN (S) 
S (27) A (24) 

Valor de p< 
n % n % 

S 1.1 # 1 3,70 6 25 0,02 

S 1.2 19 70,37 15 62,50 0,55 

S 1.3 2 7,40 2 8,33 0,90 

S 4.1 # 2 7,40 6 25 0,02 

S 4.2_132 # 1 3,70 6 25 0,02 

S 4.2_XXX 6 22,22 8 33,33 0,37 

S 8.1 6 22,22 8 33,33 0,37 

S 8.2_07 0 0 2 8,33 0,12 

S 8.2_55 # 2 7,40 7 29,16 0,019 

S 8.3 9 33,33 5 20,83 0,31 

S 13.1 # 11 40,74 17 70,83 0,03 

S 14.1 2 7,40 4 16,66 0,30 

 

O antígeno com maior frequência de reconhecimento, tanto por sintomáticos quanto 

por assintomáticos foi o SURFIN 1.2, seguido pelo SURFIN 13.1. O SURFIN 8.2_07 não foi 

reconhecido por nenhum dos pacientes sintomáticos. Os resultados dispostos na Tabela 7 

encontram-se exemplificados no gráfico de barras da Figura 12. 
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Figura 12- Gráfico de barras da frequência em porcentagem do reconhecimento dos antígenos SURFIN 

recombinantes em ensaios de ELISA, entre assintomáticos (A) e sintomáticos (S). Antígenos com 

asterisco (*) apresentaram frequência de reconhecimento diferencial entre os perfis clínicos, para 

p<0,05 pelo teste do X
2
 de Pearson. 

 

4.2.3 Análise comparativa da intensidade da resposta humoral anti-SURFIN  

 

A Tabela 8 mostra, em padrões de cor, os valores dos Índices de Reatividade (IR) 

obtidos em reações de ELISA, utilizando os plasmas dos pacientes e os peptídeos SURFIN 

recombinantes.  

Podemos observar um predomínio de valores de IR entre 1 a 4,9. O SURFIN 

4.2_XXX, canaleta F da tabela, expresso pelo gene PFD1160w é o responsável pelos maiores 

valores de IR e todos os indivíduos assintomáticos reconheceram pelo menos uma proteína 

SURFIN, enquanto 5 pacientes sintomáticos não reconheceram nenhuma. Um dos pacientes 

era primoinfectado para malária falciparum e outro apresentou apenas 2 infecções maláricas 

prévias, porém, não residia nas localidades onde os isolados foram coletados. O SURFIN 1.2 

(canaleta B), codificado pelo gene PFA0650w, categorizado como pseudogene na base de 

dados PlasmoDB foi um dos mais reconhecidos, juntamente com o SURFIN 13.1 (canaleta 

L), codificado pelo gene PF13_0075. Não houve reconhecimento por sintomáticos do 

SURFIN 8.2_07 (canaleta H). 

 Apesar de fragmentos do gene PF13_0075 ter sido amplificado apenas nos isolados 

presentes anteriormente no laboratório, plasmas de ambos os grupos foram reativos a ele. 

 

p<0,02 p<0,02 

p<0,019 

p<0,03 
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Tabela 8- Padrões de Índices de Reatividade obtidos em teste de ELISA para peptídeos SURFIN (S) expressos, 

representados por A=S 1.1, B=S 1.2, C=S 1.3, D=S 4.1, E=S 4.2_132, F =S 4.2_XXX, G=S 8.1, H=S 

8.2_07, I=S 8.2_55, J=S 8.3, L=S 13.1, M=S 14.1. A/S=Assintomático/Sintomático. Plasmas não-

reagentes, a nenhum SURFIN, em rosa-claro. 
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As análises comparativas entre os valores dos IR entre dois grupos independentes, 

sintomáticos e assintomáticos, foram feitas aplicando o teste não–paramétrico de Mann-

Whitney. A Tabela 9 apresenta, para cada peptídeo SURFIN, os resultados obtidos com o teste 

assim como, os valores de p encontrados. Os valores de p<0,05 foram considerados 

significativos.  
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Tabela 9- Análise dos valores de IR anti-SURFIN de sintomáticos (S) e assintomáticos (A), pelo teste de Mann–

Whitney (U). Antígenos com reconhecimento diferencial (p<0,05) ou limítrofe, em destaque (*). 

 

Peptídeos 

SURFIN (S) 

Mann–Whitney (U) teste 

Soma dos Postos 
Valor de U Valor de p < 

S (27) A (24) 

S 1.1* 631 695 253 0,025 

S 1.2 713 613 313 0,832 

S 1.3 701 625 323 0,968 

S 4.1 643 683 265 0,079 

S 4.2_132* 635 691 257 0,035 

S 4.2_XXX 662 664 284 0,337 

S 8.1 673 653 295 0,486 

S 8.2_07 - - - - 

S 8.2_55* 633,50 692,50 255,5 0,052 

S 8.3 733,50 592,50 292,5 0,449 

S 13.1* 596 730 218 0,036 

S 14.1 669,50 656,50 291,5 0,273 

 

Os antígenos destacados na tabela acima apresentaram reconhecimento imune 

diferencial, apresentando maiores valores de IR por pacientes assintomáticos do que por 

pacientes sintomáticos. Esses antígenos também apresentaram maior frequência de 

reconhecimento por assintomáticos do que por sintomáticos, como mostrado anteriormente, 

na Figura 12. A Figura 13 apresenta os gráficos Box plot com a distribuição dos valores dos 

IR entre assintomáticos e sintomáticos, para os antígenos SURFIN que apresentaram 

reconhecimento diferencial ou limítrofe. 
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Figura 13- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR entre assintomáticos (A) e sintomáticos (S), para 

os antígenos SURFIN. Reconhecimento diferencial, pelo teste de Mann–Whitney com p<0,05, para 

os SURFIN 1.1, 4.2_132 e 13.1. Reconhecimento limítrofe para SURFIN 4.1 e 8.2_55. 

 

4.2.4 Análise da longevidade da resposta imune humoral anti-SURFIN  

 

Plasmas de um subgrupo de pacientes da amostra foram coletados nos períodos de 30 e 

60 dias pós–tratamento, totalizando 10 plasmas de pacientes assintomáticos e 3 plasmas de 

p<0,025 p<0,079 

p<0,035 p<0,052 

p<0,036 
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pacientes sintomáticos. Devido ao pequeno número de plasmas nessa amostra, eles foram 

analisados em conjunto, não havendo distinção entre plasmas assintomáticos e sintomáticos.  

Os valores dos IR coletados nos tempos T0 (período do corte), T30 (30 dias pós–

tratamento e T60 (60 dias pós–tratamento) foram comparados dois a dois, pelo teste não–

paramétrico de Wilcoxon. 

Não houve diferença, ao longo do tempo, nos valores dos IR contra os antígenos S 1.3, 

S 4.1, S 4.2_132, S 4.2_XXX, S 8.1, S 13.1 e S 14.1.  

Houve intensificação da resposta anti–S 1.1, no período T30 e manutenção no período 

posterior (IRT30>IR T0 (p<0,043)). O mesmo comportamento foi observado para o S 8.2_07 

(IR T30>IR T0 (p<0,043)) e S 8.3 (IR T30>IR T0 (p<0,041)). Esses dois últimos apresentaram 

aumento importante na freqüência de plasmas reativos, em T30 e T60, enquanto a freqüência 

de plasmas reativos ao primeiro permaneceu inalterada.  

A resposta contra o S 1.2 apresentou diminuição progressiva, ao longo do tempo (IR 

T0>IR T30 (p<0,003), IR T0>IR T60 (p<0,003)), porém não houve diferença entre os valores 

do T30 e T60 (p<0,273). A frequência de plasmas reativos diminui, ao longo do tempo.  

O teste de Wilcoxon mostrou diferença limítrofe entre a resposta em T0 e T30 para o S 

8.2_55, sinalizando um possível aumento da resposta em T30 (IR T0<IR T30, p<0,068). 

Porém, não houve diferença entre os valores dos IR entre T0 e T60 (p<0,144) e entre T30 e T60 

(p<0,465). A frequência de plasmas reativos permaneceu inalterada.  

A seguir, gráficos Box plot com a distribuição dos valores dos IR, ao longo do tempo, 

para os antígenos SURFIN que apresentaram flutuações no reconhecimento imune, pelos 

plasmas utilizados. 
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Figura 14- Gráficos Box plot com a distribuição dos valores dos IR anti-SURFIN 1.1, 1.2, 8.2_07 e 8.3 nos 

períodos T0, T30 e T60. Valores de p obtidos pelo teste não–paramétrico de Wilcoxon.  

 

4.2.5 Identificação das subclasses de anticorpos IgG anti–SURFIN 

 

A identificação das subclasses de anticorpos IgG envolvidas na resposta imune humoral 

anti–SURFIN foi realizada em ensaios de ELISA, conforme descrito no item 3.18 dos 

Materiais e Métodos. Apenas os plasmas que haviam apresentado IR>10, na reação de ELISA 

anterior na diluição 1/200, foram considerados. A mesma diluição dos plasmas foi utilizada na 

reação de identificação das subclasses. 

Dessa forma, somente os peptídeos codificados pelos genes surf PFA0650w (S 1.2), 

PFD1160w_132 (S 4.2_132), MAL8P1.162 (S 8.3) e PFD1160w_XXX (S 4.2_XXX) foram 

utilizados nesses ensaios. Nesse grupo, o SURFIN 4.2_132 foi o único que apresentou 

reconhecimento diferencial entre assintomáticos e sintomáticos. Os resultados para os 3 

primeiros são mostrados na Tabela 10, assim como o número de plasmas testados. Os 

p<0,043 

p<0,043 p<0,041 

p<0,003 

p<0,273 
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resultados para o SURFIN 4.2_XXX são mostrados separadamente, na Tabela 11. Os plasmas 

coletados em T30 e T60 utilizados na isotipagem são de pacientes assintomáticos. 

 

Tabela 10- Médias das DOs (DO*) de cada subclasse de IgG anti-SURFIN. A=Assintomático, S=Sintomático, 

T30 e T60=plasmas coletados 30 dias e 60 dias pós–tratamento. 

 

Plasmas/ 

Total de plasmas 
SURFIN (S) 

Subclasses de IgG 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

A/2 1.2 0,103 0,056 0,050 0,049 

A/3_S/1 4.2_132 0,049/0,047 0,045/0,042 0,048/0,041 0,050/0,040 

AT30/2 8.3 0,124 0,051 0,054 0,055 

AT60/2 8.3 0,115 0,053 0,052 0,055 

 

Podemos observar na tabela acima o predomínio da resposta de IgG1 contra S 1.2 entre 

os plasmas assintomáticos iniciais testados. Não houve plasmas iniciais com IR>10 anti–S 8.3, 

mas 2 plasmas assintomáticos apresentaram IR>10 em T30 e T60. Nesses plasmas houve 

predomínio da subclasse IgG1, sem flutuação dos valores ao longo do tempo. Não foi possível 

observar nenhum predomínio de alguma das subclasses na resposta anti-S 4.2_132. A seguir, o 

gráfico em barras desses resultados. 

 

 

Figura 15- Gráfico de barras da média das DO (DO*) das subclasses de IgG envolvidas na resposta anti-S 1.2, S 

4.2_132 e S 8.3entre plasmas assintomáticos (A), sintomáticos (S) e assintomáticos do T30 e T60. 
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Tabela 11- Média das DOs (DO*) , de cada subclasse de IgG anti-S 4.2_XXX. A=Assintomáticos, 

S=Sintomático, T30 e T60=plasmas coletados 30 e 60 dias pós-tratamento. 

 

Plasmas/ 

Total de  

Plasmas 

Subclasses de IgG 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

A/6 0,076 0,048 0,050 0,048 

S/3 0,047 0,048 0,069 0,047 

AT30/3 0,142 0,046 0,061 0,049 

AT60/3 0,081 0,046 0,050 0,046 

DO*(A)/DO*(S) 1,625 1 0,730 1,023 

DO*(A)/DO*(T60) 0,939 1,041 1,013 1,041 

 

A Tabela 11 mostra o discreto predomínio de IgG1 entre os assintomáticos iniciais (A) e 

o discreto predomínio de anticorpos IgG3 entre os sintomáticos (S). A média de idade desses 

assintomáticos foi de 50 anos (15-84 anos) e o indivíduo mais jovem, já apresentou o 

predomínio da resposta de IgG1. O indivíduo sintomático mais jovem (11 anos) não apresentou 

predomínio para nenhuma subclasse. Os outros dois indivíduos sintomáticos (20 e 62 anos) 

apresentaram predomínio da subclasse IgG3.  

Houve um aumento da resposta de IgG1 e IgG3, entre os plasmas assintomáticos em 

T30 e retorno aos níveis iniciais em T60. A média de idade dos grupos foi de 57 anos (39-84 

anos) e ambos contêm os mesmos pacientes. Os números obtidos dividindo-se a média das DOs 

(DO*) dos assintomáticos pela DO* dos sintomáticos traduz a maior quantidade de anticorpos 

IgG1 na resposta dos assintomáticos e de anticorpos IgG3 na resposta de sintomáticos. Os 

números obtidos dividindo-se a DO* dos assintomáticos pela DO* dos plasmas do T60 são 

muito próximos a 1, traduzindo o retorno em T60 aos valores iniciais. A seguir o gráfico em 

barras desses resultados. 
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Figura 16- Gráfico de barras da média das DO (DO*) das subclasses de IgG envolvidas na resposta anti-S 

4.2_XXX entre assintomáticos (A), sintomáticos (S) e plasmas assintomáticos do T30 e T60.  

 

A maioria dos fragmentos amplificados foram obtidos a partir de gDNA de isolados 

oriundos de infecções sintomáticas. Porém, o reconhecimento humoral do grupo de 

assintomáticos foi maior em frequência e intensidade, para os antígenos S 1.1, S 4.2_132 e S13. 

1. Apesar de não terem sido amplificados fragmentos do gene PF13_0075 nos isolados 

coletados, o S 13.1 foi um dos antígenos mais reconhecidos pelos plasmas assintomáticos, 

apresentando reconhecimento diferencial em frequência e intensidade, por esse grupo. Isso 

pode indicar que, apesar do provável polimorfismo intenso na sequência desse gene, os 

produtos protéicos de diferentes alelos compartilham epítopos comuns. 

A identificação das subclasses de IgG, na resposta anti–S 1.2, S 4.2_XXX e S 8.3 

mostrou um padrão de resposta Th1 no grupo assintomático, com o predomínio do anticorpo 

citofílico IgG1. O aumento de IgG1 em T30 e a presença em T60 sugerem a presença de 

células plasmocitárias de longa duração (long lived plasma cells-LLPC) na resposta aos 

antígenos S 4.2_XXX e S 8.3. Os plasmas dos indivíduos sintomáticos, coletados no momento 

da manifestação clínica da doença, apresentam uma resposta Th1, com predomínio do 

anticorpo citofílico IgG3 anti–S 4.2_XXX. 

 

4.2.6 Análise da transcrição dos genes surf: exclusão alélica e switching transcricional? 

 

O resultado da amplificação por RT-qPCR de transcritos da cultura sincronizada da 

cepa 3D7 nas fases de anel (4–6 horas), trofozoíto (19–23 horas) e esquizonte (27–33 horas), 



 96 

após panning em células CHO, que expressam constitutivamente na superfície o receptor 

humano CD36, mostra pouca quantidade de transcritos dos 10 genes surf nas 3 fases, em 

comparação com os transcritos do gene constitutivo PF07_0073 e dos genes var, rif e stevor, 

publicados anteriormente (141, 142). A fase de anel apresenta a maior quantidade de 

transcritos surf, sinalizando o possível predomínio da expressão das proteínas SURFIN 

durante a fase de trofozoíto. Porém, transcrições mais significativas dos genes PD0100c e 

PF14_0747 foram observadas. A transcrição, praticamente exclusiva desses genes e o 

silenciamento do restante sugerem a presença de exclusão alélica para os genes surf, assim 

como identificada para os genes var e rif (141-144). 

 

 

Figura 17- Gráfico de barras da frequência de transcrição dos genes surf nas 3 fases do ciclo biológico do 

parasita da cepa 3D7, após panning em células CHO-CD36, em comparação ao gene constitutivo 

PF07_0073. A maior quantidade de transcritos, para todos os genes surf, foi encontrada na fase de 

anel e para os genes PFD0100c e PF14_0747.  

 

A possibilidade de ocorrência de switching transcricional dos genes surf foi testada 

cultivando a mesma cultura sincronizada da cepa 3D7 por 20 gerações. Novamente, RNA das 

fases de anel (4–6 horas), trofozoíto (19–23 horas) e esquizonte (27–33 horas) foram 

coletados. A nova análise da transcrição por RT-qPCR mostrou a transcrição mais 

significativa de outro gene surf, PF13_0075, e maior quantidade de transcritos desse gene do 

que do gene controle, em comparação ao gene PF14_0747 no experimento anterior. 

Novamente, a transcrição do gene PFD0100c foi observada nas fases de esquizonte e anel, 
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com discreto predomínio para a primeira. Os demais genes surf permaneceram silenciados 

durante esse ciclo. 

 

 

Figura 18- Gráfico de barras da frequência de transcrição dos genes surf nas 3 fases do ciclo biológico do 

parasita da cepa 3D7, após 20 ciclos do panning, em comparação ao gene constitutivo PF07_0073. 

A maior quantidade de transcritos, para todos os genes surf, foi encontrada na fase de anel (salvo 

PFD0100c em esquizonte) e para o gene PF13_0075. 

 

 Um terceiro ciclo de coletas de transcritos nos mesmos tempos anteriores, a partir da 

mesma cultura sincronizada após 40 gerações da cultura selecionada por citoaderência em 

células CHO-CD36, foi realizado (Figura 19). Novamente, houve transcrição dos genes 

PFD0100c e PF13_0075, porém este último, em menor quantidade do que em 20 gerações 

anteriores. Novo silenciamento relativo dos restantes foi observado.  
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Figura 19- Gráfico de barras da frequência de transcrição dos genes surf nas 3 fases do ciclo biológico do 

parasita da cepa 3D7, após 40 ciclos do panning, em comparação ao gene PF07_0073. A maior 

quantidade de transcritos, para todos os genes surf, foi encontrada na fase de anel e para os genes 

PFD0100c e PF13_0075. 

 

A transcrição contínua do gene PFD0100c nas fases de anel e esquizonte, nos 3 

experimentos, parece indicar que esse gene seja transcrito de forma constitutiva. A transcrição 

mantida do gene PF13_0075 após 20 gerações pode indicar uma taxa mais lenta de switching 

dos genes surf, em comparação aos genes rif (141).  

 

4.3 Genes que codificam a família das proteínas MSP (merozoite surface proteins) 

 

As respostas imunológicas geradas contra as proteínas da família das MSP (MSP1-11) 

são constantemente correlacionadas, em diversos trabalhos, com proteção ao desenvolvimento 

de infecções sintomáticas de malária falciparum (117, 145, 146). As respostas contra a porção 

C–terminal da MSP1, regiões polimórficas de MSP2 e MSP3, regiões conservadas de MSP4 e 

MSP5, região C–terminal de MSP6 e regiões de ligação da MSP8 e MSP9 com a superfície 

eritrocítica são apontadas, por alguns grupos, como importantes alvos para o desenvolvimento 

da resposta imune humoral efetiva. Vários desses antígenos, além de serem preconizados 

como possíveis candidatos vacinais, estão sendo testados em formulações experimentais de 

vacinas (12, 13, 147).  

Os fragmentos amplificados dos genes que expressam as proteínas MSP1 (bloco 2), 

MSP2, MSP3 3D7-like, MSP3 K1-like, MSP4, MSP5, MSP6, MSP7, MSP8, MSP9 e MSP10 
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foram amplificados por PCR convencional e em seguida, clonados e seqüenciados, segundo 

as metodologias descritas em Materiais e Métodos. Todos os fragmentos diferentes 

encontrados foram expressos em sistema recombinante, fusionados à proteína GST. Apenas, o 

fragmento relativo à proteína MSP8 não apresentou sucesso na expressão. O peptídeo 

recombinante que corresponde à porção C–terminal da proteína MSP1 (MSP119) já havia sido 

expresso anteriormente, a partir do gDNA do isolado S20, originário de Porto Velho.  

 Primeiramente serão mostrados os resultados relativos à diversidade das sequências 

encontradas para cada gene. Em seguida, os resultados sobre a expressão dos peptídeos 

recombinantes serão mostrados e finalmente, os resultados sobre a resposta humoral de 

pacientes assintomáticos e sintomáticos aos peptídos recombinantes expressos e sobre as 

subclasses de IgG envolvidas nessa resposta.  

 

4.3.1 Diversidade das sequências gênicas da família MSP nos isolados do estudo  

 

 Os resultados obtidos envolveram amplificação dos fragmentos de cada gene, com 

posterior clonagem, seqüenciamento e alinhamento das sequências obtidas. A definição de 

sequências diferentes para cada gene foi obtida através da análise de uma matriz de identidade 

por um script PERL, que considerou idênticas, sequências com mais de 95% de identidade. 

 

4.3.1.1 Genes que codificam as proteínas do complexo MSP1 

  

O complexo protéico MSP1 é composto pela associação das proteínas MSP1, MSP6, 

MSP7 e, possivelmente, MSP9. Os resultados sobre a diversidade das sequências para cada 

um dos genes que expressam essas proteínas serão mostrados consecutivamente, na ordem 

descrita acima. Apenas fragmentos do bloco 2 da proteína MSP1 foram amplificados. 

 

 MSP1_bloco2 

Primeiramente, a identificação das 3 famílias alélicas (RO33, K1 e MAD20) foi 

baseada na filtragem e identificação de sequências que compartilham identidade de 100 a 95% 

pelo script PERL. A análise minuciosa das regiões polimórficas dos alelos K1 e MAD20 foi 

realizada, posteriormente, quando os peptídeos já haviam sido expressos e utilizados nos 

ensaios imunoenzimáticos. 



 100 

As sequências das famílias K1 e MAD20 foram analisadas, buscando-se encontrar os 

motivos repetitivos das regiões polimórficas descritos anteriormente (134). Cada um dos 

motivos é formado por trincas de 3 nucleotídeos ou sequências de 3 códons. Cada sequência 

de 3 códons é codificada pelos números 1, 2, 3, 4 ou 7, quando da família K1 e por 5, 5, 6, 7, 

8 ou 9, quando da família MAD20. Essas trincas repetem-se e intercalam-se ao longo das 

regiões polimórficas centrais do bloco 2. Sequências que não apresentaram tais motivos foram 

idênticas a uma única sequência descrita para a família alélica RO33.  

Duas sequências pertencentes à família alélica K1, não identificadas anteriormente em 

isolados de Rondônia, foram encontradas. Uma delas é idêntica às sequências da cepa 3D7 e 

de um isolado de Dielmo, Senegal (K1-3D7-like) e outra (K1-C), apresenta 95% de 

identidade, pela base de dados de sequências de nucleotídeos Blast/n, com sequências de 

isolados da Tanzânia.  

Quatro sequências não descritas anteriormente em isolados de Rondônia foram 

encontradas no grupo alélico MAD20. As sequências MAD20-FCR3-like, MAD20-B e 

MAD20-D apresentaram identidade de 99%, 94% e 96% a isolados da Tailândia e Tanzânia e 

a sequência MAD20-C apresentou 99% de similaridade a isolados da Índia. Um motivo 

repetitivo não descrito anteriormente foi encontrado no final de todas as sequências da família 

MAD20 e recebeu o código 10. 

A Tabela 12 apresenta os motivos repetitivos característicos para K1 e MAD20 e as 

sequências encontradas nos isolados do estudo.  
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Tabela 12- Diversidade de sequências das famílias alélicas K1 e MAD20 do bloco 2 de MSP1. O código 

numérico dos motivos repetitivos (MR) das regiões polimórficas (sequências de 3 códons) são 

mostrados como repeats nas sequências encontradas nos gDNAs do estudo. Nomes atribuídos às 

sequências e locais onde as sequências encontradas já foram encontradas anteriormente. Sequências 

em negrito não haviam sido descritas para isolados de Rondônia. 

 

Família Código MR Sequências encontradas com MR Nomes Locais já encontrados 

 1 AGT GGT ACA 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 1 2 2 1 K1-3D7 like África 

 2 AGT GGT CCA 3 1 1 2 1 K1-A Mato Grosso e Rondônia 

K1 3 AGT GCT CAA 3 1 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 K1-B Mato Grosso e Rondônia 

 4 AGT GGT GCA 3 4 3 4 3 4 1 K1-C Tanzânia 

 7 AGT GTT ACA    

      

 5 TCA GGT GGT 5 6 5 6 5 5 6 5 6 5 10 MAD20-D Ásia 

 5 TCA GGT GGC 5 7 5 5 5 5 6 5 6 5 5 6 5 6 5 10 MAD20-A Rondônia 

MAD20 6 TCA GTT GCT 5 7 5 5 10 MAD20-B Ásia 

 7 TCA GTT ACT 8 6 5 5 6 5 6 5 6 5 6 5 10 MAD20-FCR3 Ásia 

 8 TCA AAG GGT 8 6 5 10 MAD20-C Ásia 

 9 TCA AGT GGT    

 10 TCA GGT AAT    

 

Uma única sequência da família alélica RO33, identificada anteriormente em 

Rondônia e Mato Grosso, foi encontrada nos isolados do estudo (148). Essa sequência 

apresenta uma mutação no códon 64, trocando D (aspartato) por G (glicina). Segundo 

sequências identificadas em isolados de Dielmo, Senegal, essa mutação ocorre no códon 

67(134).  

 

Família Mutação Sequência encontrada 

RO33 D64/67G KPAGAVSTQSAKNPPGATVPSGTASTKGAIRSPGAANPSDGS 

 

A diversidade das sequências entre os gDNAs da amostra é disposta no Quadro 2.  
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Quadro 2- Diversidade de sequências das famílias RO33, K1 e MAD20 do bloco 2 de MSP1 entre os gDNAs do 

estudo, segundo o script PERL e os motivos repetitivos das regiões polimórficas. Células em 

branco=ausência de sequências. 

 

gDNAs 
Famílias alélicas e variantes Fragmentos 

de DNA 

Humano RO33 K1A K1B K1C K13D7 K1117 MAD20A MAD20B MA20C MAD20D MA20FCR3 
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laboratório 

            

            

            

            

            

            

FCR3             

3D7             

 

A maioria dos 52 isolados coletados (73,07%) apresentou um único genótipo para o 

bloco 2 de MSP1, sendo que 16 isolados eram de infecções assintomáticas e 22 de infecções 

sintomáticas. Múltiplos genótipos foram encontrados em 10 isolados, 5 oriundos de infecções 
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assintomáticas e 5 de infecções sintomáticas (19,23%). Fragmentos de DNA humano foram 

amplificados em quatro isolados (7,69%), todos de infecções assintomáticas. Vale ressaltar 

que foram analisados em média 5 clones por amostra.  

As sequências K1B, MA20DB e MAD20C não foram encontradas entre os isolados 

assintomáticos e as sequências K1C e MAD20D não foram encontradas em isolados 

sintomáticos. As demais sequências foram encontradas em isolados de ambos os grupos.  

RO33 foi amplificada em 59% dos isolados sintomáticos e em 36% dos isolados 

assintomáticos. K1A foi amplificada em 26% dos isolados sintomáticos e em 36% dos 

isolados assintomáticos. MAD20A foi ampliicada em 22% dos isolados sintomáticos e em 

12% dos isolados assintomáticos. Os isolados presentes no laboratório apresentaram 

amplificação de apenas uma das sequências acima e a sequência MAD20C foi encontada em 

apenas um isolado, em toda a amostra. Não foram amplificados entre os isolados do Brasil 

sequências idênticas à sequência K1 Africana. Os fragmentos expressos foram: RO33, a partir 

do isolado 59, MAD20A, a partir do isolado 61 e K1Africana, a partir do isolado 117. 

A frequência de cada família alélica e/ou variante entre os isolados do estudo é 

apresentada na Figura 20 e a frequência de cada família alélica por localidade é mostrada na 

Figura 21. 

 

 
Figura 20- Gráfico de barras da frequência de sequências dos múltiplos genótipos do bloco 2 de MSP1 

encontrados nos isolados do estudo. O maior número de sequências (69) do que de isolados (61) 

mostra a existência de infecções policlonais. 
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Figura 21- Gráfico de barras da frequência absoluta de cada família alélica do bloco 2 de MSP1 por localidade . 

 

Podemos observar o predomínio da família alélica RO33 nas localidades de Vila 

Candelária, Bate-Estaca e Santo Antônio. A família alélica MAD20 não foi encontrada entre 

os isolados coletados em Engenho Velho. Vale ressaltar que as localidades de Vila 

Candelária, Bate-Estaca e Santo Antônio estão dispostas, consecutivamente, ao longo da 

margem direita do Rio Madeira, apresentando assim, o mesmo padrão de circulação das 

famílias alélicas. Engenho Velho está em frente a elas, na outra margem do rio e apresenta um 

padrão diverso, com predomínio do alelo K1 e ausência de amplificação do alelo MAD20. 

 

 MSP1_C-terminal: MSP119 

Analisar a resposta imune humoral contra MSP119 não estava incluso no projeto 

inicial, dada a vasta literatura existente, que aponta a resposta humoral contra esse antígeno 

como fundamental, tanto no controle da sintomatologia malárica, quanto no controle da 

parasitemia (23, 26, 27, 29). A intenção era caracterizar a resposta contra o bloco 2 da 

proteína, justamente pelas controvérsias sobre a participação desse bloco no desenvolvimento 

de proteção contra malárica clínica.  

Porém, as peculiaridades das respostas humorais apresentadas pelos pacientes, 

sugerem que a resposta humoral seja moldada, a partir do reconhecimento de múltiplos 

antígenos. Excluir justamente este seria prejudicial para o entendimento global da resposta 

humoral contra malária falciparum. 

Sendo assim, foi testada também em reações de ELISA, a resposta dos pacientes do 

estudo ao antígeno MSP119. Esse antígeno já havia sido expresso no laboratório, a partir do 

gDNA do isolado S20, originário de Porto Velho. As sequências gênicas do fragmento de 

MSP119 depositadas na base de dados Genbank são bastante conservadas, o que permite 
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utilizar um fragmento expresso a partir de um isolado obtido de um paciente há mais de 20 

anos. 

 

 MSP6 e MSP7 

Os fragmentos amplificados dos genes que codificam MSP6 e MSP7 correspondem 

às regiões C-terminais de cada gene. As regiões C–terminais das proteínas expressas são 

apontadas como alvos do reconhecimento imune por plasmas de indivíduos moradores de 

áreas endêmicas para malária (149-151).  

A região C–terminal de MSP6 contém epítopos de células B, sendo alvo dos 

anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3, participantes de citotoxicidade celular mediada por 

anticorpos (150) e possivelmente lise após interação com proteínas do sistema complemento. 

Baseando-se em evidências que apontam para a conservação da região C-terminal de MSP6 

entre diversas cepas de P. falciparum, o gDNA de um único isolado foi amplificado, 

juntamente com o gDNA da cepa 3D7 (151). As sequências apresentaram identidade de 98% 

entre si e entre sequências depositadas na base de dados GenBank. O peptídeo recombinante 

foi expresso, a partir do gDNA de um isolado sintomático. 

As amplificações dos fragmentos de MSP7 foram positivas em 52% dos isolados da 

amostra, incluindo isolados de campo, anteriormente presentes no laboratório e as cepas 3D7 

e FCR3 (n=61). Porém, os isolados sintomáticos contribuíram com mais de 70% das 

amplificações. Os resultados do alinhamento e seqüenciamento apontam uma única 

sequência circulante, idêntica à sequência da cepa 3D7. 

 

 MSP9 

Os fragmentos amplificados do gene de MSP9, correspondentes à região N–terminal 

do gene, mostraram-se bastante conservados entre si e com identidade de 98 a 100% com 

sequências depositadas na base de dados Genbank. Os dados do alinhamento identificaram 

apenas um alelo circulante.  

As amplificações foram positivas em 39% dos isolados de infecções sintomáticas e em 

33% dos isolados de infecções assintomáticas. As amplificações foram também positivas em 

5 dos 6 isolados de campo já existentes no laboratório e nas cepas 3D7 e FCR3. 
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4.3.1.2 Genes que codificam as proteínas MSP2, MSP4 e MSP5 

 

 As próximas análises refrem-se aos genes que codificam as proteínas de superfície do 

merozoíto MSP2, MSP4 e MSP5, localizados consecutivamente no cromossomo 2. Apesar da 

ausência de conhecimento sobre a exata participação das proteínas codificadas por eles nas 

etapas de invasão eritrocítica, todas são alvos do reconhecimento humoral. 

 

 MSP2 

O par de oligonucleotídeos usado para amplificação dos fragmentos de MSP2 permite 

amplificar quase toda a extensão do gene, partindo das extremidades conservadas em direção 

às regiões semi conservadas e variáveis (127). Apesar disso, houve muitos resultados 

negativos e amplificações de fragmentos humanos com esse par de oligonucleotídeos. Apenas 

23 isolados de um total de 61 apresentaram amplificação de fragmentos de MSP2. Não houve 

amplificação, a partir do gDNA do isolado africano (isolado 117) e da cepa FCR3. Apenas um 

fragmento amplificado foi obtido de um isolado de infecção assintomática. 

A separação das sequências em duas famílias alélicas (IC1 e FC27), assim como a 

identificação de dois variantes para a família IC1 foi possível através da comparação das 

sequências obtidas, com sequências de Rondônia depositadas na base de dados Genbank. 

Todas as sequências obtidas, juntamente com as sequências encontradas em Ariquemes, 

Rondônia, foram alinhadas no software Clustal X (1.81) e comparadas pelo script PERL, a 

partir de uma matriz de identidade. As sequências com mais de 95% de identidade foram 

consideradas idênticas. Os dois variantes de IC1 foram identificados em um único isolado. 

Todos os outros isolados apresentaram apenas um genótipo e/ou variante. 

O alelo IC1 foi mais prevalente do que o alelo FC27 no âmbito geral e na localidade 

de Vila Candelária. A freqüência dos alelos foi igual em Bate-Estaca e Santo Antônio e em 

Engenho Velho não foram amplificados fragmentos do alelo IC1.  

IC1 3D7-like, denominado de IC1_XXX, foi mais prevalente que o outro variante do 

mesmo alelo, em Vila Candelária (Figura 20). Uma sequência de cada grupo foi escolhida 

para ser expressa. Cada uma recebeu o nome ou o número do isolado da qual foram 

amplificadas, batizando assim o peptídeo e o grupo de sequências idênticas.  

O alelo FC27 foi expresso a partir da sequência do isolado 29 e o alelo IC1, a partir 

dos isolados 69 e XXX. A sequência do isolado XXX foi idêntica à sequência do isolado 3D7. 
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Figura 22- Gráfico da distribuição da frequência absoluta dos alelos e variantes de MSP2 por localidade. 

 

 MSP4 

O gene que codifica a proteína MSP4 está localizado consecutivamente aos genes que 

codificam MSP5 e MSP2 no cromossomo 2, segundo a base de dados PlasmoDB. As 

sequências analisadas dos isolados do estudo apresentaram homologia de 98 a 100% com as 

sequências depositadas na base de dados Genbank, provenientes de outros isolados de campo 

e cepas de laboratório. Apenas um alelo circulante foi identificado entre as sequências 

amplificadas.  

Esses dados corroboram dados previamente publicados, que indicam um baixo 

polimorfismo entre as sequências identificadas do gene PFB0310c (152, 153). Porém, houve 

amplificação em apenas 36% dos isolados das localidades do estudo, todos de infecções 

sintomáticas. A sequência escolhida para ser amplificada está presente no éxon 1. 

 

 MSP5 

Alguns trabalhos associam a resposta contra a proteína MSP5 com proteção ao 

desenvolvimento de episódios de malária, sendo considerada também, um antígeno-alvo para 

formulação vacinal (154-156).  

A região do gene escolhida para ser amplificada e expressa corresponde à região N–

terminal do éxon 1. Houve amplificação positiva em 23 isolados oriundos de infecções 

sintomáticas e em 8 isolados de infecções assintomáticas. Fragmentos humanos foram 

amplificados em 13 isolados. Os 6 isolados já existentes no laboratório apresentaram 

amplificação desse fragmento, assim como, as cepas FCR3 e 3D7. As localidades que 

contribuíram com maior número de isolados (Vila Candelária e Santo Antônio) apresentaram 

maior número de fragmentos amplificados. 



 108 

Os fragmentos clonados e seqüenciados apresentaram similaridade de 98% com o 

genoma da cepa 3D7, confirmando dados anteriores que MSP5 é conservado entre isolados 

(157) Um único fragmento foi escolhido para ser expresso, a partir de isolado de infecção 

sintomática.  

 

4.3.1.3 Genes que codificam as proteínas MSP3 e MSP10 

 

 MSP3 

O antígeno MSP3 foi identificado como um alvo essencial da resposta humoral em um 

estudo recente (158) e a imunização de crianças de 1 a 2 anos da Tanzânia e de voluntários 

adultos de Burkina Faso com peptídeo MSP3 sintético induziu o desenvolvimento de 

anticorpos citofílicos, IgG1 e IgG3, em níveis semelhantes aos encontrados em adultos 

africanos assintomáticos (159, 160). A resposta imune contra MSP3 de P. falciparum nunca 

foi testada em áreas endêmicas do Brasil.  

Inicialmente, o par de oligonucleotídeos utilizado para amplificação dos fragmentos 

do gene que codifica MSP3 foi construído para amplificar a região central polimórfica do 

gene, utilizando como molde o genoma da cepa 3D7. Apesar de ancorar em regiões 

conservadas no gene, não ocorreu amplificação de fragmentos em todos os isolados. As 

amplificações foram bem sucedidas apenas para 18 dos 52 isolados da amostra. O número 

pequeno de amplificações levou-nos a construir um novo par de oligonucleotídeos, específico 

para amplificação do alelo K1 desse gene. Porém, não ocorreu nenhuma amplificação, com 

esse novo par, a partir dos isolados do estudo. O isolado XXX apresentou amplificação 

positiva da sequência K1, o isolado S20 apresentou amplificação das duas sequências e a cepa 

FCR3 também apresentou amplificação da sequência K1.  

A distribuição dos fragmentos amplificados por localidade foi homogênea para 3 

localidades. Os 18 fragmentos amplificados foram obtidos de 6 isolados coletados em Vila 

Candelária, de 5 isolados de Santo Antônio e de 5 isolados de Bate-Estaca. Apenas 1 isolado 

de Engenho Velho apresentou amplificação para esse gene e 1 isolado pertencente uma 

localidade diferente das localidades estudadas. 

Não houve diferença no sucesso das amplificações entre isolados coletados em 

pacientes assintomáticos ou sintomáticos. 10 foram coletados de pacientes assintomáticos e 8 

foram coletados, a partir de pacientes sintomáticos. 
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Todos os fragmentos amplificados apresentaram similaridade, em torno de 98%, com 

o fragmento da cepa 3D7. 

 

 MSP10 

As sequências de P. falciparum depositadas na base de dados GenBank apresentam 

identidade de 99% entre si e de 70% com sequências que codificam MSP10 em P. vivax, P 

yoelii e P. berghei. As sequências identificadas, a partir dos isolados desse estudo, 

apresentaram 99 a 96% de identidade com as sequências de isolados e das cepas 3D7, FCR3 e 

HB3, depositadas na mesma base de dados.  

Apenas 20% dos isolados da amostra apresentaram amplificação do fragmento de 444 

pb, presente no início da região N–terminal. Nenhum isolado de infecção assintomática 

contribui com amplificações. Duas sequências diferentes foram encontradas em 3 isolados da 

amostra. Utilizando a sequência da cepa 3D7 como referência, o isolado 17 apresentou 30 nt 

adicionais entre os códons 70–100 e os isolados 48 e 369 apresentaram 9 nt adicionais entre 

as posições 501-510. Uma deleção entre os códons 234–250 foi observada nas duas 

sequências.  

A região gênica amplificada não codifica epítopos imunes, segundo a base de dados 

IEDB. Não há estudos sobre reposta imune contra MSP10 depositadas na base de dados 

PubMed (NCBI). 

A seguir, o Quadro 3 apresenta a diversidade das sequências encontradas, assim como, 

a diferença visual entre o número de amplificações entre os isolados de infecções 

assintomáticas, sintomáticas, dos isolados já presentes no laboratório e das cepas FCR3 e 

3D7, para os genes que codificam MSP2 a MSP10. 
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Quadro 3- Diversidade das sequências encontradas dos genes que codificam MSP2 a MSP10 entre os gDNAs 

do estudo. Sequências idênticas compartilham identidade superior a 95%. Ausência de 

amplificações nas células em branco.  
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Fragmentos do gene que codifica MSP8 foram amplificados apenas de isolados 

sintomáticos e todos foram idênticos à sequência da cepa 3D7. A região escolhida para ser 

amplificada corresponde à região de ligação da proteína à superfície do eritrócito, porém a 

expressão protéica foi incipiente, discordante do peso molecular esperado e insuficiente para 

realizar os ensaios imunoenzimáticos.  

 

4.3.2 Expressão de peptídeos MSP recombinantes e freqüência do reconhecimento humoral 

dos peptídeos MSP expressos 

 

Todas as sequências diferentes encontradas na etapa anterior foram expressas em 

sistema recombinante, fusionadas à proteína GST, como descrito no item 3.17 dos Materias e 

Métodos. As Figuras 23 e 24 mostram os peptídeos expressos submetidos à eletroforese em 

gel de poliacrilamida a 8% (SDS-PAGE), em condições redutoras. 

 

 

Figura 23- Eletroforese de proteínas MSPs recombinantes em gel de poliacrilamida a 8%. As alturas das bandas 

(flechas) correspondem às proteínas fusionadas a GST. A numeração abaixo das canaletas 

corresponde ao PM esperado, em kDa, do peptídeo fusionado. As proteínas estão a 0,2 µg/µl e 40 

mM de DTT foram adicionados às amostras. O PM esperado de MSP8 é de 57 kDa  
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Figura 24- Eletroforese de proteínas MSP10, AMA1, EBAs e MAEBL recombinantes em gel de poliacrilamida 

a 8%. As alturas das bandas (flechas) correspondem às proteínas fusionadas a GST. Peso molecular 

(PM) esperado da proteína fusionada, em kDa, abaixo das canaletas. As proteínas estão a 0,2 µg/µl e 

40 mM de DTT foram adicionados às amostras.  

 

A seguir, análises da freqüência e da intensidade de reconhecimento de cada antígeno 

expresso pelos plasmas sintomáticos e assintomáticos serão abordadas. A Figura 25 apresenta 

a freqüência de reconhecimento humoral dos antígenos de merozoíto expressos em sistema 

recombinante, entre sintomáticos e assintomáticos.  

Os antígenos mais reconhecidos pelos dois grupos clínicos, ou seja, com freqüência de 

reconhecimento maior do que 60% foram: MSP119, MSP2_IC1, MSP3, MSP4, MSP10, 

AMA1 e EBA175. Os antígenos que apresentaram maior freqüência de reconhecimento por 

assintomáticos foram MSP5 e MSP9 e por sintomáticos, MSP1-bloco 2_MAD20.  
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Figura 25- Gráfico de barras da frequência em porcentagem do reconhecimento dos antígenos expressos em 

merozoíto entre assintomáticos (A) e sintomáticos (S). Antígenos com asterisco (*) apresentaram 

frequência de reconhecimento diferencial entre os perfis clínicos evidenciada pelos valores de 

p<0,05. 

 

4.3.3 Análise comparativa entre a freqüência, a intensidade e a longevidade da resposta 

humoral aos peptídeos MSP expressos  

 

A frequência do reconhecimento humoral dos antígenos expessos pelos plasmas 

assintomáticos e sintomáticos, a diferença de intensidade da resposta entre esses plasmas e a 

longevidade da resposta serão mostrados abaixo. Algumas peculiariades da resposta anti-

MSP1-bloco 2 também serão abordadas.  

 

4.3.3.1 Resposta humoral aos peptídeos do complexo MSP1 

 

 MSP1-bloco 2 

o Freqüência e intensidade da reposta humoral 

O reconhecimento humoral do bloco 2 da proteína MSP1 foi correlacionado com 

proteção contra infecção sintomática por alguns grupos (145, 161) embora outros grupos 

discordem dessa observação (134). Essa associação também foi avaliada em moradores de 

área endêmica do Mato Grosso, porém, não houve uma conclusão exata sobre o envolvimento 

da reposta anti-bloco 2 em proteção (148).  

p<0,011 
p<0,003 

p<0,002 
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A verificação de uma eventual resposta diferencial entre indivíduos sintomáticos e 

assintomáticos do estudo foi obtida através da comparação dos índices de reatividade (IR) de 

cada plasma, obtidos em ensaios de ELISA, utilizando os peptídeos recombinantes expressos.  

A Tabela 13 mostra os valores dos IR obtidos, dispostos em padrões de cor, relativos 

aos antígenos do complexo MSP1. Podemos observar que o alelo MSP1-bloco 2_RO33 

apresentou os maiores valores de IR, alguns maiores do que 100. A região C-terminal de 

MSP1 (MSP119) foi ampla e intensamente reconhecida pelos plasmas sintomáticos e 

assintomáticos. Nitidamente, MSP9 apresentou maior freqüência e intensidade de 

reconhecimento pelos plasmas assintomáticos e houve sugestão semelhante de 

reconhecimento dos antígenos MSP6 e MSP7 pelos plasmas assintomáticos. As análises 

estatísticas dos IR dos plasmas sintomáticos e assintomáticos, para cada antígeno, 

responderão a essas observações.  

 

Tabela 13- Padrões de Índices de Reatividade obtidos em teste de ELISA para os antígenos do complexo MSP1, 

por plasmas assintomáticos e sintomáticos. Plasmas não-reagentes para nenhum dos antígenos, em 

rosa-claro. 

 

P
la

sm
a
s 

 

A
ss

in
to

m
á
ti

co
s 

RO33 MAD20 K1 MSP119 MSP6 MSP7 MSP9 

P
la

sm
a
s 

 

S
in

to
m

á
ti

co
s 

RO33 MAD20 K1 MSP119 MSP6 MSP7 MSP9 

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

              

                

                

                

IR <1 1–4,9 5–9,9 >10 >50 >100 

Padrão       

 



 115 

A freqüência de reconhecimento dos antígenos RO33 e K1Africano do bloco 2 da 

proteína MSP1 foi proporcional entre sintomáticos e assintomáticos (aproximadamente, 50% 

dos plasmas de cada grupo, para cada antígeno). O antígeno MAD20A foi mais reconhecido 

por sintomáticos do que assintomáticos (X
2
=6,6, p<0,01). O reconhecimento de pelo menos, 

um dos alelos para o bloco 2 de MSP1 foi positivo para 86,5% dos pacientes da amostra. 

38,4% reconheceram pelo menos dois peptídeos, 21,1% dos indivíduos reconheceram um dos 

peptídeos isoladamente e 13,4% reconheceram os 3 peptídeos. 

Apenas 3 plasmas assintomáticos não-reativos aos antígenos do bloco 2 originaram-se 

de amostras de sangue, onde as amplificações de fragmentos do gene foram negativas. Os 

demais plasmas assintomáticos não-reativos foram provenientes de amostras positivas para 

amplificações de fragmentos do respectivo gene. Os plasmas reativos reconheceram ao menos 

um dos antígenos expressos e originaram-se de amostras de sangue positivas para pelo menos 

um dos fragmentos do gene. Não houve o reconhecimento específico de um determinado 

plasma pela sequência representante do grupo alélico ou da sequência, encontrados na mesma 

amostra de sangue.  

Todos os plasmas sintomáticos não-reativos originaram-se de amostras positivas para 

amplificações de fragmentos de algum dos alelos do bloco 2. Semelhante aos plasmas 

assintomáticos, os plasmas reativos sintomáticos não reconheceram especificamente o alelo 

encontrado na amostra de sangue que os originou. 

A intensidade da resposta não apontou diferença entre plasmas de sintomáticos e 

assintomáticos pelo teste de Mann–Whitney, para os antígenos RO33 e K1, porém houve 

diferença para o antígeno MAD20, sendo este reconhecido mais intensamente por 

sintomáticos. Esse antígeno também apresentou maior freqüência de reconhecimento por esse 

grupo (RO33: U=287,5; p<0,455, MAD20: U =218,5; p<0,024 e K1: U=288; p<0,452).  

As comparações entre os valores dos IR entre sintomáticos evidenciaram uma resposta 

mais intensa ao antígeno RO33 do que para K1 (p<0,044), porém não houve diferença entre 

RO33 e MAD20 (p<0,106) e entre MAD20 e K1 (p<0,420) pelo teste de Wilcoxon. Através 

do mesmo teste, observamos entre os assintomáticos resposta mais intensa contra o antígeno 

RO33 do que MAD20 (p<0,003) e K1 (p<0,022), mas não houve diferença entre K1 e 

MAD20 (p<0,213). Assintomáticos apresentaram resposta mais intensa a RO33 do que a K1 e 

MAD20.  
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Figura 26- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR contra MAD20 entre sintomáticos (S) e 

assintomáticos (A) mostrando reconhecimento diferencial, pelo teste de Mann–Whitney, com maior 

resposta de sintomáticos (p<0,024_ canto superior esquerdo). Gráficos Box plot da distribuição dos 

valores dos IR anti–bloco 2 entre sintomáticos (S-canto superior direito), com maior resposta para 

RO33 do que K1 (p<0,044) e assintomáticos (A-inferior), com maior resposta para RO33 do que 

MAD20 (p<0,003) e K1 (p<0,022), ambos pelo teste de Wilcoxon. 

 

o Reconhecimento cruzado dos antígenos expressos 

A ausência de reconhecimento específico dos plasmas, pelo antígeno representante do 

mesmo grupo alélico ou da mesma sequência presente na mesma amostra de sangue, pode ser 

explicada de 2 maneiras. A primeira pela possibilidade de reconhecimento cruzado entre os 

alelos ou variantes. A segunda pela ausência de anticorpos IgG contra o atual antígeno 

infectante.  

Podemos observar pela tabela abaixo, que apenas dois indivíduos infectados pelo alelo 

RO33 isoladamente reconheceram o próprio alelo RO33. Todos os outros indivíduos 

infectados pelo alelo RO33 isoladamente reconheceram: 

 Os outros dois alelos isoladamente ou,  

 RO33 e um dos outros dois alelos ou,  

 Os outros dois alelos apenas ou,  

p<0,024 p<0,044 

p<0,003 

p<0,022 
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 Os 3 alelos ao mesmo tempo.  

Não houve diferença entre sintomáticos e assintomáticos para esses padrões. 

Os indivíduos infectados pelo alelo K1 isoladamente reconheceram o alelo MAD20, 

juntamente com os alelos K1Africano ou K1 Africano e RO33. Não houve reconhecimento 

isolado de MAD20 por esses indivíduos.  

Os indivíduos infectados pelo alelo MAD20A isoladamente não reconheceram o alelo 

K1 isoladamente e quando o reconheceram, também reconheceram MAD20A ou MAD20A e 

RO33.  

Apenas 3 indivíduos infectados pelo alelo RO33 e 2 indivíduos infectados pelo 

alelo_variante MAD20A não apresentaram resposta contra esses antígenos expressos. O 

paciente assintomático que apresentou as sequências K1A e MAD20FCR3 não reagiu contra 

nenhum dos antígenos expressos.  

Os dados apontam que pode haver reconhecimento cruzado entre RO33 e MAD20 e 

RO33 e K1, mas não entre K1 e MAD20. Ao mesmo tempo, o reconhecimento cruzado entre 

variantes do alelo MAD20 foi menor do que o reconhecimento cruzado entre variantes do 

alelo K1.  

 

Tabela 14- Análise da resposta imune contra o isolado infectante e a possibilidade de resposta cruzada. Coluna à 

esquerda=isolados infectantes, linha superior=antígenos expressos. Resposta isolada contra apenas 1 

antígeno expresso ou resposta a múltiplos antígenos expressos. 

 

Isolado 

infectante 

Resposta a um único antígeno Resposta a múltiplos antígenos Nenhuma 

resposta RO33 MAD20A K1Africana R + M R + K1 M + K1 R + M + K1 

RO33 2 2 2 2 3 1 4 3 

MAD20A 1 1 0 1 0 1 0 2 

K13D7 0 0 0 0 0 1 0 0 

K1A 4 0 1 0 2 2 1 1 

K1B 0 0 0 0 0 0 1 0 

RO33/MAD20FCR3 0 0 0 0 0 2 0 0 

MAD20A/K13D7/K1A 0 0 0 0 0 1 0 0 

RO33/MAD20A 0 0 0 0 0 0 1 0 

RO33/K1A 0 0 0 0 1 2 0 0 

MAD20A/MAD20B 0 1 0 0 0 0 0 0 

K1A/MAD20FCR3 0 0 0 0 0 0 0 0 

K1C/K13D7/MAD20D 1 0 0 0 0 0 0 0 

Total 8 4 3 3 6 10 7 6 

 

o Longevidade da resposta anti–RO33, anti-K1 e anti-MAD20 

Os resultados foram obtidos comparando a reatividade de um grupo de plasmas, 10 de 

indivíduos assintomáticos e 3 de indivíduos sintomáticos, ao longo do tempo. As respostas 

dos plasmas iniciais contra os antígenos do bloco 2 foram comparadas às respostas dos 

memos plasmas, coletados 30 e 60 dias após o tratamento. 
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 Alelo RO33 

 A resposta humoral para esse antígeno sofreu diminuição progressiva, ao longo do 

tempo, como podemos observar nos gráficos Box plot abaixo. Os valores dos IR de um 

período diminuíram significativamente em relação ao período anterior, como mostrado pelo 

teste de Wilcoxon (IR T0>IR T30 (p<0,028), IR T30>IR T60 (p<0,015) e IR T0>IR T60 

(p<0,012)). Apesar dos valores dos IR diminuírem ao longo do tempo, permaneceram altos 

em comparações aos valores dos IR contra os outros dois antígenos, como pode ser observado 

na Figura 19. A freqüência de plasmas reativos a RO33 nesse grupo permaneceu maior do que 

50% nos 3 períodos. 

 Alelo_variante MAD20A 

A resposta anti-MAD20A apresentou aumento em T30 em relação ao período T0, 

porém, o valor de p encontrado pelo teste de Wilcoxon, possui valor limítrofe de significância 

(IR T0<IR T30 (p<0,063)). Houve diminuição em T60 (IR T30>IR T60 (p<0,028)) com 

retorno aos níveis iniciais (IR T0>IR T60 (p<0,465)). A freqüência de reconhecimento 

duplicou em T30, em relação ao número de plasmas iniciais reativos e voltou a frequencia 

incial em T60. 

 Alelo_variante K1Africana 

  A resposta anti-K1Africana não apresentou variação entre os períodos T0 e T30 (IR 

T0>IR T30 (p<0,345)), porém houve diminuição em T60 (IR T30>IR T60 (p<0,043)), com 

retorno aos níveis iniciais (IR T0>IR T60 (p<0,109) pelo teste de Wilcoxon. A freqüência dos 

plasmas reativos duplicou em T30, retornando a freqüência inicial em T60.  

Esses resultados mostram que a resposta contra os antígenos MAD20 e K1 apareceram 

tardiamente em alguns plasmas, no T30, porém não apresentaram longa duração, 

desaparecendo no T60. A resposta contra o antígeno RO33 apresentou maior estabilidade ao 

longo do tempo.  

 

 

 

 



 119 

 

K1_T60K1_T30K1_T0

D
is

tr
ib

u
iç

ão
 d

o
s 

va
lo

re
s 

d
o

s 
IR

 a
n

ti
 -

 K
1 

A
fr

ic
an

a,
 n

o
s 

p
er

ío
d

o
s 

T
0,

 T
30

 e
 T

60

6

5

4

3

2

1

0

5

5

4

3

5

4

 

Figura 27- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR anti–RO33, MAD20 e K1, nos período inicial 

(T0), 30 dias (T30) e 60 dias (T60) pós–tratamento. Diminuição progressiva da resposta anti–RO33, 

com valor de p, pelo teste de Wilcoxon, significativo para todas as comparações. Discreto aumento 

da resposta em T30 para MAD20 e K1 sem significância estatística, com retorno aos valores iniciais 

em T60, com significância pelo teste de Wilcoxon.  

 

 MSP119 

o Frequência, intensidade e longevidade da resposta humoral anti-MSP119 

Os resultados mostraram amplo reconhecimento do antígeno, tanto por sintomáticos 

(81,4%) quanto por assintomáticos (79,2%), sem diferença entre as proporções (Figura 25). 

A maioria dos indivíduos apresentou valores de IR>10, como pode ser observado na 

Tabela 13, contrastando bastante em frequência com os 3 antígenos do bloco 2 e intensidade 

da resposta com os antígenos K1 e MAD20 do bloco 2.  

Não houve diferença na intensidade da resposta, quando comparamos os valores dos 

IR, entre sintomáticos e assintomáticos, pelo teste de Mann–Whitney (U=258,5, p<0,215).  

Não houve diferença entre os valores dos IR para os plasmas colhidos em T0, T30 e 

T60, quando comparados dois a dois pelo teste de Wilcoxon (IR T30>IRT0 (p<0,917), IR 

T60>IR T0 (p<0,754), IR T30>IR T60 (p<0,064)). A tendência à diminuição da resposta em 

T60 é evidenciada pela diminuição dos valores dos IR de alguns plasmas, coletados nesse 

p<0,028 

p<0,015 

p<0,012 

p<0,063 
p<0,028 

p<0,345 p<0,043 

p<0,109 
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período, porém, a freqüência de 90% de plasmas reativos nesse grupo permaneceu inalterada, 

ao longo do tempo. 

Podemos observar que o percentil 50 (P50) em sintomáticos é maior do que em 

assintomáticos, sugerindo uma possível correlação positiva entre parasitemia e quantidade de 

anticorpos IgG anti–MSP119, nos plasmas iniciais. 
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Figura 28- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR anti-MSP119 entre sintomáticos (S) e 

assintomáticos (A) à esquerda e nos período inicial (T0), 30 dias (T30) e 60 dias (T60) pós–

tratamento à direita. Valor de p pelo teste de Mann–Whitney. Não houve diferença entre os valores 

dos IR nos 3 períodos pelo teste de Wilcoxon. 

 

 MSP6 e MSP7 

o Frequência, intensidade e longevidade da resposta humoral contra MSP6 e 

MSP7 

O peptídeo MSP7 foi reconhecido pela metade dos indivíduos sintomáticos e 

assintomáticos, enquanto o antígeno MSP6 foi reconhecido por 22% dos sintomáticos e 33% 

dos assintomáticos, como pode ser observado na Figura 23. Não houve diferença significante 

entre essas proporções.  

Vale lembrar que fragmentos do gene de MSP7 foram amplificados em metade dos 

isolados da amostra e 70% das amplificações ocorreram em isolados de infecções 

sintomáticas. A reação de PCR para amplificar o fragmento do gene de MSP6 foi feita em 

apenas um isolado e a sequência amplificada foi expressa, posteriormente. 

Os valores dos IR anti-MSP6 entre sintomáticos variaram de 1-4,99, enquanto em 

assintomáticos variaram de 1 a >10. Os valores dos IR anti-MSP7 de ambos variaram entre 1 

a >10. 

Não houve diferença nos valores do IR, tanto de MSP6 quanto de MSP7, entre 

sintomáticos e assintomáticos, pelo teste de Mann-Whitney. A comparação entre os valores 

p<0,215 
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dos IR contra MSP6 mostrou U=281, p<0,302 e para MSP7, U=316,5, p<0,882, sinalizando a 

mesma intensidade de resposta entre os dois grupos.  

As comparações entre os plasmas iniciais, do T30 e do T60 para o antígeno MSP7 

apontaram intensificação da reposta em T30 e retorno aos níveis iniciais no T60 pelo teste de 

Wilcoxon, para comparações entre 2 amostras relacionadas. IR T30>IR T0 (p<0,05), IR 

T60>IR T0 (p<0,314) e IR T30>IR T60 (p<0,025). 

As comparações entre os plasmas do T0, T30 e T60, pelo mesmo teste para o 

antígeno MSP6, apontaram intensificação da resposta em T30 e T60, em relação aos valores 

iniciais dos IR. Porém, os valores foram mantidos em T30 e T60. IR T30>IR T0 (p< 0,043), 

IR T60>IR T0 (p<0,046) e IR T30>IR T60 (p<0,345). 

Vale lembrar que essas análises foram realizadas com um subgrupo de 13 plasmas, a 

maioria de assintomáticos. A frequência de plasmas reativos permaneceu inalterada, ao longo 

do tempo. 

 

 

Figura 29- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR anti–MSP6 e MSP7, entre sintomáticos (S) e 

assintomáticos (A), à esquerda e nos período inicial (T0), 30 dias (T30) e 60 dias (T60) pós–

tratamento, à direita. Valor de p, pelo teste de Mann–Whitney, à esquerda e Wilcoxon, à direita, entre 

T30 e T60, para MSP7 e T0 e T60,para MSP6. 

 

 MSP9 

o Frequência, intensidade e longevidade da resposta humoral anti-MSP9 

Esse antígeno foi reconhecido por 11% dos indivíduos sintomáticos e por 50% dos 

indivíduos assintomáticos, nas reações de ELISA (Figura 25 e Tabela 13).  

Vale lembrar que apesar da baixa pevalência de sintomáticos no reconhecimento, 

fragmentos do gene de MSP9 foram amplificados em 30% dos isolados sintomáticos e 

apenas, um tipo de sequência foi amplificada na amostra. A alta reatividade dos plasmas 

assintomáticos e a relativa baixa prevalência de amplificações de fragmentos nos gDNAs de 

p<0,302 

p<0,882 

p<0,046 

p<0,025 
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isolados assintomáticosos (30%) corroboram para a existência de epítopos imunes comuns 

entre sequências diferentes circulantes e para associação positiva entre aquisisção de 

anticorpos IgG contra esses epítopos e tempo de exposição ao patógeno. 

Os valores dos IR dos pacientes sintomáticos variaram entre 1–4,9, enquanto os 

valores dos IR entre pacientes assintomáticos variaram entre 1–85, como disposto na Tabela 

12.  

O teste de Mann–Whitney apontou diferença nos valores dos IR entre os dois grupos, 

estando os maiores valores dispostos no grupo de assintomáticos. O teste encontrou U=189,5 

e p<0,002. 

Através do teste de Wilcoxon, não encontramos variações significativas entre os 

valores dos IR dos 13 plasmas colhidos em T0, T30 e T60, originários de 3 pacientes 

sintomáticos e 10 pacientes assintomáticos. IR T0>IR T30 (p<0,241), IR T0>IR T60 

(p<0,508) e IR T60>IR T30 (p<0,386). A frequência de plasmas reativos apresentou 

aumento de 20%, a partir do T30. A seguir, gráficos Box plot com os resultados obtidos por 

Mann–Whitney e Wilcoxon. 
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Figura 30- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR anti–MSP9, entre sintomáticos (S) e 

assintomáticos (A), à esquerda e nos período inicial (T0), 30 dias (T30) e 60 dias (T60) pós–

tratamento, à direita. Valores de p, pelo teste de Mann–Whitney, à esquerda e Wilcoxon, à direita. 

 

 A pouca quantidade de fragmentos amplificados nos isolados da amostra e o intenso, 

freqüente e estável reconhecimento do antígeno por plasmas assintomáticos aponta para a 

possibilidade de polimorfismos na sequência escolhida, assim como a presença de resposta 

humoral de memória e o compartilhamento de epítopos comuns entre sequências 

polimórficas.  

  

p<0,002 p<0,241 
p<0,386 

p<0,508 
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4.3.3.2 Resposta humoral aos peptídeos MSP2, MSP4 e MSP5 

  

Os resultados sobre a freqüência, intensidade e longevidade da resposta humoral 

contra esses antígenos serão abordados, a seguir. 

 

 MSP2 

o Frequência e intensidade da resposta humoral anti-MSP2 

A reação de anticorpos IgG3 contra alelos de MSP2 foi correlacionada com proteção 

(8) e o um alto título de anticorpos contra MSP2 também demonstrou associação com 

proteção (162). A reatividade de plasmas de área endêmica brasileira contra MSP2 de 

isolados de campo nunca havia sido testada, anteriormente.  

Os 3 antígenos foram reconhecidos por proporção semelhante de indivíduos 

sintomáticos e assintomáticos (Figura 25). O alelo FC27 foi o menos reconhecido e a maioria 

dos indivíduos que reagiu a um dos variantes de IC1, também reagiu ao outro variante da 

mesma família Não houve freqüência de reconhecimento diferencial entre sintomáticos e 

assintomáticos.  

O Quadro 3, sobre a diversidade de sequências encontradas na amostra, mostrou que 

apenas uma sequência foi amplificada da amostra de isolados de infecções assintomáticas e as 

amplificações dos 3 tipos de sequências foram positivas em apenas 36% do restante da 

amostra.  

A Tabela 14 abaixo mostra os valores dos IR dispostos em padrões de cor, contra os 

peptídeos FC27, IC1_69 e IC1_XXX, referentes à MSP2, como também os valores referentes 

à MSP4 e MSP5.  

Os valores dos IR variaram entre 1 a >10 para os alelos FC27 e IC1_69 no grupo 

assintomático e entre 1-4,9 e 1-9,9 para os mesmos alelos, respectivamente, no grupo dos 

sintomáticos. Os valores dos IR anti-IC1_XXX variaram entre 1-9,9 no grupo de 

assintomáticos e 1-4,9 no grupo de sintomáticos. Houve tendência de maiores valores dos IR 

entre assintomáticos. 

 Cinco plasmas sintomáticos oriundos de indivíduos adultos jovens, primoinfectados ou 

com história pregressa de apenas 2 infecções prévias por P. falciparum, não reagiram a 

nenhum antígeno. Os 4 plasmas não-reativos de assintomáticos, também são oriundos de 

indivíduos com poucas infecções prévias por P. falciparum. Dois deles são crianças e dois são 

adultos jovens. 
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Tabela 15- Padrões de Índices de Reatividade obtidos em teste de ELISA para os peptídeos FC27, IC1_69 e 

IC1_XXX, referentes à MSP2, MSP4 e MSP5. Plasmas não-reagentes, para nenhum dos antígenos, 

em rosa-claro. 
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A fim de respondermos às observações feitas sobre a Tabela 15, aplicamos testes 

estatísticos para compararmos os valores dos IR entre os dois grupos. Aplicando o teste de 

Mann–Whitney, a fim de compararmos os valores dos IR anti–MSP2 entre sintomáticos e 

assintomáticos, não encontramos diferença nas intensidades de resposta para nenhum dos 3 

antígenos entre os dois grupos. FC27 (U=285, p<0,371), IC1_69 (U=252,5, p<0,168) e 

IC1_XXX (U=282,5, p<0,404).  

Através do teste de Wilcoxon observamos que os sintomáticos reconheceram mais 

intensamente o antígeno IC1_69 do que os antígenos FC27 (p<0,003) e IC1_XXX 

(p<0,0001). O mesmo resultado foi encontrado para o grupo de assintomáticos, evidenciando 

a resposta mais intensa ao antígeno IC1_69 do que para FC27 (p<0,011) e IC1_XXX 

(p<0,0001).  

Apesar da baixa amplificação de fragmentos no grupo dos assintomáticos (apenas um 

fragmento FC27 foi amplificado nesses isolados) houve amplo e intenso reconhecimento do 
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antígeno IC1, corroborando para a evidência de epítopos comuns entre sequências 

polimórficas. Apesar de não terem sido amplificadas sequências do alelo IC1 na localidade de 

Engenho Velho, os plasmas dos indivíduos residentes na localidde apresentaram amplo e 

intenso reconhecimento dos antígenos IC1_69 e IC1_XXX (porção central da Tabela 14, na 

parte de plasmas assintomáticos).  

O alelo FC27 foi o menos amplificado e o que apresentou menor freqüência de 

reconhecimento. Isso pode apontar para um maior polimorfismo da região de hibridação dos 

oligonucleotideos usados na amplificação, entre variantes dessa família alélica. 

 

  

Figura 31- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR entre sintomáticos (S) à esquerda e 

assintomáticos (A) à direita, anti-alelos de MSP2. Valores de p<0,05 pelo teste de Wilcoxon. 

 

o Longevidade da resposta humoral anti-MSP2 

 Peptídeo FC27 

 Os valores dos IR obtidos com os plasmas coletados nos 3 períodos inicial (T0), 30 

dias (T30) e 60 dias (T60) pós–tratamento foram comparados através do teste de Wilcoxon, 

para comparações dois a dois entre duas amostras relacionadas. Não houve alteração entre os 

plasmas coletados em T0 e T30 (p<0,575), mas houve diminuição da resposta em T60, com 

p<0,018 em comparação com os valores dos IR em T30. 

 Houve aumento do número de plasmas reativos em T30 e posterior diminuição em 

T60, porém o número final de plasmas reativos foi maior do que no período inicial. 

 Peptídeos IC1_69 e XXX  

 A intensidade da resposta contra o variante 69 aumentou em T30 (IR T30>IR T0, 

p<0,026) e diminuiu em T60, porém sem significância estatística (IR T30>IR T60, p<0,074). 

O mesmo padrão de resposta foi observado para o variante XXX com aumento em T30 

(p<0,011) e diminuição em T60, porém sem significância estatística (p<0,059). 

p<0,003 p<0,0001 
p<0,011 p<0,0001 
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 A frequência de plasmas reativos contra os dois vaiantes permaneceu inalterada ao 

longo do tempo. 
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Figura 32- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR para os peptídeos MSP2 nos 3 tempos. Valores 

de p obtidos pelo teste de Wilcoxon. 

 

 MSP4 e MSP5 

o Frequência, intensidade e longevidade do reconheicmento humoral anti-

MSP4 

O antígeno MSP4 recombinante foi reconhecido por 67% dos plasmas dos indivíduos 

sintomáticos e por 71% dos plasmas dos assintomáticos nas reações de ELISA, como mostra 

a Figura 25. A alta freqüência de plasmas reativos de assintomáticos contrasta com a ausência 

de amplificações de sequências entre os gDNAs dos isolados encontrados nesse grupo 

(Quadro 3). Um maior número de plasmas assintomáticos apresentou valores de IR maiores 

do que 10 contra MSP4 em comparação aos plasmas sintomáticos, como pode ser observado 

na Tabela 15.  

Essas observações foram conferidas pelos testes estatísticos. Houve diferença 

estatisticamente significante entre os valores dos IR dos assintomáticos e sintomáticos pelo 

p<0,575 p<0,018 

p<0,026 p<0,074 

p<0,011 p<0,059 
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teste de Mann–Whitney (U=210,5, p<0,030). Os maiores valores dos IR ocorreram no grupo 

dos indivíduos assintomáticos.  

Os valores dos IR dos plasmas colhidos no corte (T0) e nos períodos de 30 (T30) e 60 

dias (T60) pós–tratamento quando comparados dois a dois, pelo teste de Wilcoxon, não 

apresentaram variações ao longo do tempo para nenhuma das combinações. A freqüência de 

plasmas reativos permaneceu inalterada ao longo do tempo. A permanência dos valores em 

T60 colabora com a hipótese de desenvolvimento de uma resposta imune de longa duração 

contra esse antígeno, assim como a possibilidade de envolvimento do mesmo em proteção.  

Os gráficos Box plot, com a distribuição dos valores dos IR entre os perfis clínicos e 

ao longo do tempo podem ser visualizados na Figura abaixo.  
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Figura 33- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR contra o antígeno MSP4 entre assintomáticos 

(A) e sintomáticos (S) à esquerda e ao longo do tempo à direita. Não há diferença entre as flutuações 

ao longo do tempo. Valor de p obtido pelo teste de Mann-Whitney com significância para p<0,05. 

 

o Frequência, intensidade e longevidade do reconhecimento humoral anti-

MSP5 

A frequência do reconhecimento do peptídeo MSP5 recombinante foi alta em 

pacientes assintomáticos, representando 42% dos indivíduos desse grupo e baixa em 

sintomáticos, representando apenas, 7% dos pacientes desse grupo. A freqüência diferencial 

de reconhecimento entre os grupos apresentou significância pelo teste do X
2
 de Pearson, com 

p<0,004. 

Os dados contrastam com a prevalência de amplificações dos fragmentos gênicos nos 

isolados de ambos os grupos. Alta frequência de amplificações foi observada a partir dos 

gDNAs dos isolados de infecções sintomáticas e um baixo número foi observado em isolados 

de infecções assintomáticas.  

p<0,030 
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Apesar da maior freqüência de reconhecimento de MSP5 por plasmas assintomáticos, 

os valores dos IR em ambos os grupos variaram de 1-4,9.  

Essas observações foram conferidas pelos testes estatísticos. Quando comparamos os 

valores dos IR de sintomáticos e assintomáticos pelo teste de Mann–Whitney encontramos 

diferença significante estatisticamente (U=212, p<0,004). Porém, esse resultado pode ser 

decorrente da alta freqüência de reconhecimento por assintomáticos.  

 A duração da resposta humoral anti-MSP5 foi conferida através da comparação das 

reatividades dos plasmas ao longo do tempo. Não houve diferenças nas variações dos valores 

dos IR anti–MSP5 ao longo do tempo, pelo teste de Wilcoxon. IR T0>IR T30 (p<0,499), IR 

T0>IR T60 (p<0,866) e IR T30>IR T60 (p<0,753). A frequência de plasmas reativos nesse 

grupo apresentou queda em T30, porém alguns plasmas voltaram a apresentar reatividade ao 

antígeno no T60 (Figura 34).  
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Figura 34- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR contra o antígeno MSP5, entre assintomáticos 

(A) e sintomáticos (S), à esquerda e ao longo do tempo, à direita. Há diferença significante entre os 

valores de Assintomáticos e Sintomáticos, à esquerda, pelo teste de Mann–Whitney, com 

significância para p<0,05. 

 

4.3.3.3 Resposta humoral aos peptídeos MSP3 e MP10 

 

O mesmo padrão de disposição dos resultados será seguido para esses antígenos. 

Primeiramente, a tabela com os valores dos IR para os dois antígenos dispostos em padrões de 

cor será apresentada. 

 

 

 

p<0,004 

p<0,499 

p<0,753 

p<0,866 
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Tabela 16- Padrões dos Índices de Reatividade obtidos em teste de ELISA para os peptídeos MSP3 3D7–like, 

MSP3 K1-like e para os antígenos MSP10. Plasmas não-reagentes, para nenhum dos antígenos, em 

rosa-claro. 
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 MSP3 

o Frequência, intensidade e longevidade da resposta humoral anti-MSP3 

Houve amplo reconhecimento do antígeno MSP3_3D7-like, tanto por sintomáticos 

(70,3%) quanto por assintomáticos (75%), como mostra a Figura 23. O antígeno MSP3_K1–

like foi reconhecido por apenas 15% dos plasmas de sintomáticos e 29% dos plasmas de 

assintomáticos.  

A Tabela 16 e a Figura 25 mostram que os valores dos IR maiores do que 10 contra 

MSP3_3D7–like representaram 50% dos valores no grupo de assintomáticos, enquanto que no 

grupo de sintomáticos ocuparam apenas 18,5% dos valores. Quatro plasmas do grupo de 

assintomáticos apresentaram valores dos IR maiores do que 50, enquanto apenas um plasma 

do grupo de sintomáticos apresentou o mesmo valor. Esses resultados apontam que plasmas 

de indivíduos assintomáticos apresentam maior reatividade contra esse antígeno. 
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Por outro lado, esses dados contrastam com o número de fragmentos amplificados nos 

isolados dos dois grupos. Houve menor número de amplificações do que de plasmas reativos. 

Apesar da ausência de amplificação do fragmento da sequência K1 entre esses isolados, 

houve freqüência de reconhecimento relativamente alta pelo peptídeo expresso, a maioria por 

plasmas de assintomáticos.  

A maioria dos valores dos IR contra K1–like ficou entre 1 a >10 entre os plasmas 

assintomáticos e entre 1-9,9 entre os plasmas sintomáticos. Todos os indivíduos sintomáticos 

e assintomáticos que reconheceram o antígeno K1–like, também reconheceram o antígeno 

3D7–like. 

Essas observações foram conferidas pelos testes estatísticos. A comparação entre a 

intensidade da resposta contra o antígeno 3D7–like entre os dois perfis clínicos pelo teste de 

Mann–Whitney, não apontou diferença (U=228, p<0,067). Porém, houve tendência de valores 

maiores dos IR no grupo de assintomáticos, evidenciada pela média das posições dos valores 

dos IR de cada grupo (22,4 para o grupo dos sintomáticos e 30 para o grupo dos 

assintomáticos).  

Também, não houve diferença entre as respostas de sintomáticos e assintomáticos 

contra o antígeno K1–like, pelo mesmo teste (U=269, p<0,163) (Figura 35).  
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Figura 35- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR contra os antígenos MSP3_3D7 à esquerda e 

MSP3_K1 à direita, entre assintomáticos (A) e sintomáticos (S). Valores de p obtidos pelo teste de 

Mann–Whitney. 

 

O escasso reconhecimento do alelo K1 e a reposta bem menor, comparada com a 

resposta contra o alelo 3D7, apóiam a hipótese de que existam poucos genótipos circulantes 

do alelo K1 nas localidades do estudo. Todos os indivíduos que apresentaram anticorpos 

contra o antígeno K1–like, também reconheceram o antígeno 3D7–like. Isso sugere a 

p<0,067 p<0,163 
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existência de epítopos comuns aos dois antígenos e a possibilidade de resposta cruzada aos 

dois antígenos. 

A duração da resposta anti-MSP3 foi conferida através da comparação da reatividade 

de um grupo de plasmas ao longo do tempo. O mesmo grupo de plasmas, coletados nos 

períodos de 30 e 60 dias pós-tratamento, foi utilizado para comparar flutuações nos valores 

dos IR para os peptídeos MSP3_3D7 e MSP3_K1.  

Aplicando o teste de Wilcoxon para comparações dois a dois entre amostras 

relacionadas, encontramos diminuição nos valores dos IR contra MSP3_3D7 ao longo do 

período, com significância estatística entre os valores em T0 e T60 (p<0,022) e em T30 e T60 

(p<0,033). O mesmo ocorre para a resposta contra o antígeno MSP3_K1, com significância 

estatística entre os valores em T0 e T60 (p<0,043). 

Houve discreta diminuição da frequência de plasmas reativos anti-MSP3_3D7-like no 

T60 e diminuição importante da reatividade anti-MSP3_K1 ao longo do tempo. Nenhum 

plasma apresentou reatividade contra a sequência do alelo K1 no T60.  

 

       

Figura 36- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR contra os antígenos MSP3 ao longo do tempo. 

Valores de p obtidos pelo teste de Wilcoxon. 

 

 MSP10 

o Frequência e intensidade da resposta humoral anti-MSP10 

Os 3 peptídeos expressos de MSP10 foram reconhecidos amplamente por sintomáticos 

e assintomáticos. A sequência expressa a partir do isolado de número 17 foi reconhecida por 

75% dos assintomáticos e 70% dos sintomáticos, a do isolado 369 foi reconhecida por 77,7% 

dos sintomáticos e 75% dos assintomáticos e a sequência da cepa 3D7 foi reconhecida por 

74% dos sintomáticos e 79% dos assintomáticos (Figura 25). A freqüência elevada de 

reconhecimento dos antígenos e a baixa amplificação de fragmentos nos isolados da amostra 

p<0,033 

p<0,022 

p<0,043 
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(Quadro 3) apontam para a existência de intenso polimorfismo na região de hibridação dos 

oligonucleotideos utilizados em PCR, assim como, o compartilhamento de epítopos comuns 

entre as diversas sequências. Nenhum fragmento foi amplificado nos gDNAs dos isolados 

assintomáticos, a despeito da intensa reatividade dos plasmas desse grupo pelos peptídeos 

expressos. 

Os valores dos IR contra cada peptídeo expresso variaram igualmente entre os plasmas 

sintomáticos e os assintomáticos. Os valores anti-MSP10_17 variaram de 1-9,9 e os valores 

anti-MSP10_369 e MSP10_3D7 variaram entre 1 a >10. Valores maiores do que 10 foram 

mais freqüentes para MSP10_3D7 nos dois grupos clínicos.  

Essas observações foram validadas pelos testes estatísticos. O teste de Mann–Whitney 

não apontou diferença nos valores dos IR entre assintomáticos e sintomáticos para nenhum 

dos 3 peptídeos (MSP10_17 (U=317, p<0,894), MSP10_369 (U=283, p<0,436), MSP10_3D7 

(U=320, p<0,939).  

Os maiores valores dos IR tanto para sintomáticos quanto para assintomáticos foram 

contra o peptídeo 3D7, como mostra o teste de Wilcoxon. Para os sintomáticos, IR 3D7>IR 

369>IR 17, com p<0,0001 para quaisquer das 3 comparações e para assintomáticos, IR 

3D7>IR 369 (p<0,001), IR 3D7>IR 17 (p<0,003) e IR 369>IR 17 (p<0,014) (Figura 37). 
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Figura 37- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR anti–MSP10 entre assintomáticos (A) à 

esquerda e sintomáticos (S) á direita. Não há diferença na resposta entre grupos para o mesmo 

variante, por Mann-Whitney. Maior resposta contra MSP10_3D7 nos dois grupos clínicos pelo 

teste de Wilcoxon. 

 

o Longevidade da resposta humoral anti–MSP10 

 MSP10_17 

Os valores dos IR obtidos nas reações de ELISA com os plasmas coletados no T0, T30 

e T60 apontaram variações significantes ao longo do tempo, com intensificação da resposta 

p<0,0001 

p<0,001 

p<0,014 

p<0,003 
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em T60. IR T30>IR T0 (p<0,059), IR T60>IR T0 (p<0,041), IR T60>IR T30 (p<0,814). A 

frequência de plasmas reativos também aumentou ao longo do tempo. 

 MSP10_369 

Não houve significância nas variações dos valores dos IR contra MSP10_369 ao longo 

do tempo. IR T30>IR T0 (p<0,314), IR T60>IR T0 (p<0,213), IR T30>IR T60 (p<0,374). A 

frequência dos plasmas reativos sofreu poucas alterações ao longo do tempo. 

 MSP10_3D7 

Semelhante à resposta anti–MSP10_369, não houve significância nas variações dos 

valores dos IR ao longo do tempo. IR T30>IR T0 (p<0,386), IR T60>IR T0 (p<0,530), IR 

T30>IR T60 (p<0,248). A freqência dos plasmas reativos também apresentou o mesmo 

comportamento (Figura 38).  
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Figura 38- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR anti–MSP10_17/369/3D7 ao longo do tempo. 

Diferença significativa apenas entre os períodos T0 e T60 para MSP10_17, por Wilcoxon. 

 

 

 

 

p<0,059 

p<0,041 
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4.3.4 Isotipagem das subclasses de IgG envolvidas na resposta humoral aos peptídeos MSP 

 

Os plasmas escolhidos para esssa análise apresentaram IR>10 na reação de ELISA 

anterior, quando utilizados na diluição 1/200. A mesma diluição dos plasmas foi mantida 

conforme explicado no item 3.22 dos Materiais e Métodos e, consequentemente, plasmas com 

IR<10 não foram analisados. 

Os resultados sobre as subclasses de IgG envolvidas na resposta contra os antígenos 

do complexo MSP1 (MSP1-bloco 2_RO33, MSP119, MSP6, MSP7 e MSP9), MSP2_IC169, 

MSP4, MSP3_3D7 e MSP10 serão abordados abaixo. 

 

4.3.4.1 Isotipagem de anticorpos IgG anti-complexo MSP1 

 

 MSP1-bloco2_RO33 

Plasmas de 9 indivíduos assintomáticos e de 7 pacientes sintomáticos foram 

analisados. Os resultados obtidos com o plasma inicial e do T30 de um indivíduo 

assintomático (plasma 42) será mostrado separadamente, pelas singularidades observadas. A 

seguir, os resultados na Tabela 17. 

 

Tabela 17- Média das DO (DO*) de cada subclasse de IgG  anti-MSP1-bloco2_RO33 em plasmas sintomáticos 

(S-cinza-claro) e assintomáticos (A-cinza-escuro). 

  

Plasmas/ 

Total 

de 

plasmas 

Subclasses de IgG 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

A/8 0,321 0,057 0,745 0,092 

S/7 0,360 0,050 0,342 0,048 

DO*(A)/DO*(S) 0,89 1,13 2,17 1,90 

 

Os resultados acima mostraram preponderância de IgG3 no plasma dos indivíduos 

assintomáticos. A resposta dos plasmas dos sintomáticos foi homogênea quanto à presença de 

IgG1 e IgG3. Houve maior presença da subclasse IgG4 entre os plasmas assintomáticos. Os 

resultados são mostrados no gráfico da Figura 39. 
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Figura 39- Gráfico de barras das médias dos valores das DOs (DO*) das subclasses de IgG anti-MSP1-bloco 

2_RO33 entre assintomáticos (A) e sintomáticos (S). 

 

A média das idades dos indivíduos do grupo assintomático foi de 34 anos (4-56) e a 

média no grupo de sintomáticos foi de 21 anos (8-39). Nos dois grupos, os valores das DO de 

todas as subclasses aumentaram progressivamente em função da idade e as subclasses IgG1 e 

IgG3 foram preponderantes desde a infância, mas com diferenças entre assintomáticos e 

sintomáticos, já nesse período. O assintomático mais jovem, de 4 anos, apresentou 

prevalência da resposta de IgG3, enquanto nos sintomáticos mais jovens houve presença 

equivalente de IgG1 e IgG3. O pico das duas subclasses nos dois grupos ocorreu aos 30 anos, 

porém IgG1 apresentou queda posterior, enquanto IgG3 permaneceu inalterada. No grupo dos 

assintomáticos uma nova elevação de IgG1 foi observada aos 60 anos e discreta queda dos 

valores de IgG3 nessa idade. Os resultados parecem sugerir que a aquisição estável e 

preponderante de IgG3 pode estar associada à ausência de sintomas.  

Os plasmas de números 39 (49 anos) e 42 (84 anos) foram também coletados em T30 e 

T60 e foram os únicos que mantiveram os valores dos IR >10 no ELISA anterior. As análises 

foram feitas apenas com os plasmas do T30, mas os plasmas permaneceram reativos ao 

antígeno no T60.  

O plasma 42 apresentou valores de DO alto para todas as subclasses, tanto no plasma 

inicial quanto no plasma do T30 e esse resultado foi específico para o antígeno RO33. 

Observamos queda nos valores de IgG1 em T30 e manutenção dos valores iniciais para as 

outras subclasses.  
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O plasma 39 apresentou resposta preponderante de IgG3 tanto no início como em T30 

e os valores das DO de IgG1 e IgG4 sofreram queda em T30, sugerindo que a presença do 

parasita possa estar correlacionada com os títulos altos dessas subclasses. 

 O padrão de freqüência das subclassespara esse antígeno encontrado no plasma 42, 

talvez seja o resultado de uma longa e contínua exposição natural ao parasita. A contribuição 

da reposta anti-RO33 para a ausência de sintomas por longos períodos pode ser explicada por 

um conjunto de respostas humorais que compreende a presença estável e preponderante de 

anticorpos citofílicos e de padrão Th1 de repsota imune, IgG1 e IgG3, associada ao aumento 

de IgG1 na presença de parasitemia e à presença marcante e permanente de anticorpos 

neutralizantes e de padrão Th2 de resposta imune.  

 

Tabela 18- Valores da DO de cada subclasse de IgG, nos plasmas assintomáticos 39 e 42 anti–RO33 ao longo 

do tempo. 

 

Plasmas 

Subclasses 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

Início T30 Início T30 Início T30 Início T30 

39 0,259 0,078 0,071 0,060 1, 197 0,942 0,209 0,078 

42 0,640 0,420 0,757 0,898 0,687 0,720 0,1195 0,146 

 

 MSP119 

Plasmas de 17 pacientes assintomáticos e 20 sintomáticos, juntamente com 8 plasmas 

assintomáticos e 3 plasmas sintomáticos do T30 e do T60 preencheram os critérios de 

inclusão para a identificação das subclasses de IgG envolvidas na resposta contra esse 

antígeno.  

A Tabela 19 apresenta os resultados das médias das DO (DO*) de cada subclasse em 

cada um dos grupos citados acima. A resposta preponderante nos 4 grupos foi de IgG1. As 

DO* das subclasses  IgG1 e IgG3 entre sintomáticos foram maiores do que em 

assintomáticos. Os plasmas dos assintomáticos do T30 e do T60 apresentaram aumento 

gradativo das subclasses IgG1 e IgG3, porém a prevalência da subclasse IgG1 foi mantida ao 

longo do tempo. Os plasmas sintomáticos do T30 e do T60 apresentaram diminuição das 

subclasses IgG1 e IgG3 ao longo do tempo, porém a parevalência de IgG1 também foi 

mantida. 
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Tabela 19- Médias dos valores das DO (DO*) de cada subclasse de IgG anti-MSP119 em plasmas sintomáticos 

(S-cinza-claro) e assintomáticos (A-cinza-escuro), do T30 e do T60. 

 

Plasmas/ 

Total 

de plasmas 

Subclasses 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

A/17 0,222 0,044 0,056 0,045 

S/20 0,598 0,047 0,108 0,054 

T30_A/8 0,505 0,047 0,086 0,052 

T30_S/3 0,388 0,045 0,044 0,061 

T60_A/8 0,498 0,056 0,100 0,061 

T60_S/3 0,403 0,047 0,047 0,056 

 

A média das idades do grupo assintomático foi de 38 anos (4-84 anos) e a média das 

idades no grupo sintomático foi de 28 anos (8-62 anos). A subclasse IgG1 apresentou nos 

dois grupos padrão flutuante nas várias idades até 60 anos e aumento progressivo dos valores 

das DO nos plasmas, a partir dos 60 anos. O assintomático e o sintomático mais jovens, 4 e 8 

anos respectivamente, já apresentaam resposta preponderante de IgG1, porém em níveis 

menores do que nos adultos.  

A subclasse IgG3 apresentou apenas um padrão flutuante, com elevações e 

diminuições ao longo das idades, porém sempre mantendo valores de DO relativamente 

baixos. Os dados acima são exemplificados na Figura 40. 

 

 

Figura 40- Gráfico de barras das médias dos valores das DO (DO*) das subclasses de IgG, anti-MSP119, nos 

grupos assinalados na legenda. Maior prevalência de IgG1 em todos os grupos. 
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 MSP6 e MSP7 

A Tabela 20 apresenta os resultados para MSP7. Podemos observar o predomínio das 

subclasses IgG1 e IgG4 na resposta de assintomáticos e a discreta prevalência relativa das 

subclasses IgG1, IgG3 e IgG4 nos plasmas sintomáticos. Todos os grupos apresentaram a 

mesma DO* para IgG2. Os plasmas em T30 e T60 são de indivíduos assintomáticos 

diferentes dos indivíduos dos plasmas iniciais. A resposta global desses plasmas foi menor 

em T30 e T60, evidenciada pela diminuição dos valores das médias das DO (DO*) de cada 

subclasse, mantendo discreta prevalência de IgG4 nos dois períodos (Figura 41).  

 

Tabela 20- Médias das DO (DO*) de cada subclasse de IgG anti-MSP7 em assintomáticos (A-cinza-escuro) e 

sintomáticos (S-cinza-claro) e plasmas assintomáticos do T30 e do T60.  

 

Plasmas/ 

Total 

de plasmas 

Subclasses 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

A/4 0,121 0,045 0,047 0,233 

S/3 0,078 0,046 0,068 0,077 

AT30/6 0,058 0,046 0,046 0,067 

AT60/2 0,046 0,049 0,051 0,071 

 

A média das idades nos dois grupos foi de 30 anos, variando de 13-39 anos no grupo 

dos sintomáticos e de 15-53 anos no grupo dos assintomáticos.  

 

 

Figura 41- Gráfico de barras das médias das DO (DO*) das subclasses de IgG anti-MSP7 em plasmas 

assintomáticos (A), sintomáticos (S) e assintomáticos do T30 e do T60.  
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A Tabela 21 apresenta os resultados da isotipagem para o antígeno MSP6. Apenas 

foram considerados plasmas do T30 e do T60, pois os plasmas iniciais não preencheram os 

critérios de inclusão citados anteriormente. Todos os plasmas são de indivíduos 

assintomáticos. A subclasse preponderante foi IgG4 e com níveis maiores do que contra 

MSP7 nos mesmos períodos. Ambos os grupos foram formados pelos mesmos indivíduos 

com idade adulta. Os dados são dispostos no gráfico da Figura 42.  

 

Tabela 21- Médias das DO (DO*) de cada subclasse de IgG, na resposta contra MSP6, a partir de plasmas do 

T30 e do T60. 

 

Plasmas/ 

Total 

de plasmas 

Subclasses 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

AT30/4 0,056 0,050 0,047 0,117 

AT60/4 0,062 0,045 0,047 0,113 

  

 

Figura 42- Gráfico de barras das médias das DO (DO*) das subclassses de IgG anti-MSP6 em plasmas 

assintomáticos do T30 e do T60.  

 

A resposta dos assintomáticos contra os antígenos MSP6 e MSP7 evidenciou a 

presença de anticorpos neutralizantes da subclasse IgG4, cuja prevalência foi mantida ao 

longo do tempo, na resposta anti-MSP6. A presença de maior quantidade de anticorpos IgG1 

contra MSP7 pode contribuir para a atenuação dos sintomas de malária no momento da 

infecção, levando à ausência ou atenuação dos sintomas.  
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 MSP9 

A Tabela 22 apresenta os resultados da isotipagem das subclasses de IgG dos plasmas 

que apresentaram IR>10, nas reações de ELISA anteriores. Apenas 1 paciente sintomático 

foi analisado. 

 

Tabela 22- Média das DO (DO*) de cada subclasse de IgG anti-MSP9 em plasmas assintomáticos iniciais (A-

cinza-escuro), sintomático (S-cinza-claro) e assintomáticos do T30 e do T60. 

 

Plasmas/ 

Total 

de plasmas 

Subclasses 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

A/5 0,173 0,054 0,058 0,051 

S/1 0,146 0,190 0,066 0,055 

AT30/5 0,235 0,076 0,055 0,051 

AT60/3 0,097 0,055 0,058 0,062 

 

A tabela acima aponta o predomínio da resposta de IgG1 entre assintomáticos com 

parasitemia e após 30 e 60 pós-tratamento semelhante à resposta contra MSP119. Porém, 

houve diminuição de IgG1 em T60 e não houve flutuações nos valores das médias das DOs 

(DO*) das outras subclasses ao longo do tempo. O predomínio de IgG1 não foi encontrado 

no plasma do paciente sintomático, evidenciando uma resposta mista de IgG1 e IgG2 na 

presença de parasitemia. Os indivíduos assintomáticos apresentaram idades entre 39-78 anos 

e o indivíduo sintomático 28 anos. O gráfico da Figura 43 exemplifica os dados apontados. 
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Figura 43- Gráfico de barras das médias das DO (DO*) das subclasses de IgG anti-MSP9 em plasmas 

assintomáticos (A), sintomático (S) e de assintomáticos do T30 e do T60. 

 

4.3.4.2 Isotipagem de anticorpos IgG anti–MSP2-IC1_69 e MSP4 

 

 MSP2_IC1_69 

Plasmas reativos aos antígenos MSP2 que apresentaram IR>10 nas reações de ELISA 

anteriores foram considerados nas reações de identificação das subclasses. Obedecendo a 

padronização estabelecida, apenas 7 plasmas de indivíduos assintomáticos e 6 coletados em 

T30 e T60 foram isotipados contra, apenas, o alelo IC1_69. Os resultados são mostrados na 

Tabela 23. 

 

Tabela 23- Médias das DO (DO*) das subclasses de IgG anti-MSP2-IC1_69 em plasmas assintomáticos 

coletados no corte e nos períodos de 30 e 60 dias pós-tratamento. 

 

Plasmas/ 

Total 

de plasmas 

Subclasses 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

A/7 0,291 0,078 1, 089 0,207 

AT30/6 0,331 0,1 1, 308 0,096 

AT60/6 0,373 0,083 1, 185 0,092 

 

A Tabela 23 aponta a preponderância da resposta de IgG3 na presença ou ausência de 

parasitemia. A resposta de IgG1, mais baixa, manteve-se também ao longo do tempo. A maior 
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flutuação no valor das DO*, encontrada entre as subclasses, durante os 3 períodos, foi para 

IgG4.  

Os grupos são formados por indivíduos com idades entre 15-84 anos e a prevalência 

de IgG3 foi independente da idade. Podemos observar que indivíduos mais jovens e 

indivíduos sintomáticos não apresentaram IR>10, na reação de ELISA anterior, 

provavelmente pelos baixos títulos de IgG3, pois esta parece ser a subclasse preponderante da 

resposta humoral. Os dados são mostrados no gráfico da Figura 44. 

 

 

Figura 44- Gráfico de barras das médias das DO (DO*) das subclasses de IgG anti-MSP2-IC1_69 nos plasmas 

assintomáticos iniciais, do T30 e do T60. 

 

 MSP4 

Plasmas de 11 indivíduos assintomáticos, 4 sintomáticos e 6 plasmas coletados em 

T30 e 7 plasmas coletados em T60 foram submetidos à identificação das subclasses contra o 

antígeno MSP4. Todos os plasmas do T30 e do T60 são de indivíduos assintomáticos, que 

também estão presentes entre os plasmas iniciais (Tabela 24). 

 

 

 

 

 

 

 



 143 

Tabela 24- Média das DO (DO*) de cada subclasse de IgG anti-MSP4 em plasmas assintomáticos (A-cinza-

escuro), sintomáticos (S-cinza-claro) e assintomáticos do T30 e do T60.  

 

Plasmas/ 

Total 

de plasmas 

Subclasses 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

A/11 0,274 0,048 0,149 0,054 

S/4 0,119 0,047 0,309 0,057 

AT30/6 0,333 0,049 0,454 0,071 

AT60/7 0,277 0,047 0,313 0,052 

 

Os resultados mostram preponderância de IgG1 e IgG3 nas respostas dos sintomáticos 

e assintomáticos, porém maior quantidade de IgG1 foi observada na resposta de 

assintomáticos e maior quantidade de IgG3 na resposta de sintomáticos, no momento da 

infecção. Os plasmas de assintomáticos coletados em T30 e T60 mostraram aumento na 

quantidade de IgG3 ao longo do tempo. 

A média das idades no grupo de assintomáticos foi de 44,5 anos (15-84 anos) e no 

grupo sintomático foi de 30,5 anos (20-39). Diferenças entre valores de DO foram observadas 

em integrantes de diferentes idades no memso grupo, porém foram independentes da idade 

(Figura 45).  

 

 

Figura 45- Gráfico de barras das médias das DO (DO*) das subclasses de IgG anti-MSP4 nos plasmas 

assintomáticos (A) , sintomáticos (S) e assintomáticos do T30 e do T60.  
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4.3.4.3 Isotipagem de anticorpos IgG anti-MSP3_3D7–like e MSP10 

 

 MSP3_3D7 

A identificação das subclasses de anticorpos IgG anti–MSP3_3D7 foi obtida em 

ensaio de ELISA, como descrito no item 3.18 dos Materiais e Métodos. Apenas os plasmas 

que haviam apresentado IR>10 na reação de ELISA para identificação dos plasmas reativos 

foram utilizados na identificação das subclasses. 21 plasmas, 13 provenientes de pacientes 

assintomáticos e 8 de pacientes sintomáticos foram analisados. Os plasmas do T30 e do T60 

são dos mesmos indivíduos assintomáticos. A Tabela 25 mostra as médias das DO (DO*) de 

cada subclasse entre os perfis clínicos e em T30 e T60.  

Observamos no grupo de assintomáticos a presença homogênea e preponderante das 

subclasses IgG1 e IgG3 e em menor quantidade a subclasse IgG4. Houve diminuição das duas 

subclasses, ao longo do tempo, porém a subclasse IgG3 permaneceu maior. O grupo de 

sintomáticos apresentou apenas a prevalência da subclasse IgG1. 

 
Tabela 25- Médias das DO (DO*) de cada subclasse de IgG anti-MSP3_3D7–like nos plasmas assintomáticos 

(A-cinza-escuro), sintomáticos (S-cinza-claro) e assintomáticos do T30 e do T60.  

 

Plasmas/ 

Total de 

plasmas 

Subclasses 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

A/13 0,397 0,051 0,422 0,102 

S/8 0,314 0,041 0,067 0,044 

AT30/7 0,171 0,046 0,222 0,075 

AT60/5 0,120 0,046 0,246 0,070 

 

Podemos observar na tabela acima, que a presença da parasitemia parece importante 

para a geração de uma alta resposta de IgG1. Tanto pacientes assintomáticos e sintomáticos 

apresentaram alta resposta de IgG1, porém, na ausência do parasita ocorreu diminuição 

importante nesses títulos, como observado no grupo de assintomáticos. A resposta de IgG3 

parece estar menos relacionada à presença da parasitemia do que IgG1, pois a preponderância 

da resposta de IgG3 permaneceu em T60. A presença estável de IgG3 em assintomáticos pode 

ser uma das explicações para a ausência de sintomatologia clínica e baixa parasitemia 

encontrados nesse grupo. 

A média das idades dos assintomáticos foi de 43 anos (15-84 anos) e a média das 

idades dos sintomáticos foi de 23 anos (8-54 anos). A maioria dos plasmas assintomáticos 
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coletados no momento da infecção apresentou maior quantidade IgG3, de maneira 

independente da idade, em comparação aos plasmas sintomáticos coletados no mesmo 

período.  

 

 

Figura 46- Gráfico de barras da distribuição das médias das DO (DO*) de cada subclasse de IgG anti-MSP3 em 

plasmas assintomáticos, sintomáticos e assintomáticos do T30 e do T60.  

 

 

 MSP10 

As subclasses de IgG envolvidas na resposta contra os 3 peptídeos MSP10 expressos 

foram identificadas e os resultados serão mostrados, a seguir.  

o MSP10_17 

A identificação das subclasses de IgG envolvidas na resposta contra esse peptídeo foi 

realizada a partir de 4 plasmas, 2 de cada grupo clínico. O grupo assintomático foi 

representado por plasmas do período T30. 

Houve maior prevalência de IgG1 nos plasmas sintomáticos e prevalência maior e 

semelhante de IgG1 e IgG2 nos plasmas assintomáticos do T30. 

o MSP10_369 

A frequência das subclasses de IgG envolvidas no reconhecimento desse peptídeo 

acompanhou a tendência evidenciada para MSP10_17, de maior quantidade da subclasse 

IgG1 no grupo sintomático e equilíbrio na prevalência das subclasses IgG1 e IgG2 no grupo 

de assintomáticos. Houve intensificação da resposta de IgG2 nos plasmas assintomáticos do 

T30 e diminuição e equilíbrio de todas as subclasses em T60.  
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o MSP10_3D7 

A subclasse IgG1 prevaleceu nos dois grupos clínicos. Assintomáticos do T30 

apresentaram intensificação da resposta de IgG2 e de IgG1. Semelhante ao observado para 

MSP10_369 com plasmas do T60 houve diminuição de todas as subclasses. 

Ambos os peptídeos geraram respostas caracterizadas pela prevalência de IgG1 em 

indivíduos sintomáticos e intensificação da resposta de IgG1 e IgG2 em indivíduos 

assintomáticos no período posterior à infecção, com queda em todos os valores a longo prazo. 

Os resultados obtidos para MSP10_17, MPS10_369 e MSP10_3D7 são mostrados na Tabela 

26.  

Na Figura 47, apenas os dados para MP10_369 são exemplificados, pois as subclasses 

de IgG apresentaram comportamento semelhante aos outros antígenos.  

 

Tabela 26- Média das DO (DO*) de cada subclasse de IgG anti-MSP10 expressos entre sintomáticos (S-cinza-

claro), assintomáticos (A-cinza-escuro) e assintomáticos do T30 e do T60. 

 

Plasmas/ 

Total 
Antígenos 

Subclasses de IgG 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

S/2 
MSP10_17 

0,125 0,055 0,070 0,068 

AT30/2 0,103 0,101 0,052 0,049 

A/3 

MSP10_369 

0,136 0,084 0,069 0,054 

S/4 0,201 0,053 0,066 0,060 

AT30/3 0,092 0,129 0,061 0,047 

AT60/3 0,065 0,064 0,053 0,049 

A/9 

MSP10_3D7 

0,078 0,056 0,057 0,051 

S/9 0,113 0,055 0,068 0,056 

AT30/4 0,103 0,107 0,060 0,052 

AT60/4 0,064 0,069 0,055 0,052 
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Figura 47- Gráfico de barras das médias das DO (DO*) das subclasses de IgG anti-MSP10_369 nos plasmas 

assintomáticos (A), sintomáticos (S) e assintomáticos do T30 e do T60.  

 

4.4 Proteínas secretadas por organelas do merozoíto: MAEBL, EBAs e AMA1 

 

Os próximos resultados referem-se às proteínas secretadas pelas organelas apicais 

micronemas (AMA1 e EBAs) e róptrias (MAEBL).  

O mesmo padrão de apresentação será seguido, iniciando-se com os resultados sobre 

a diversidade das sequências encontradas e a freqência das amplificações entre os gDNAs da 

amostra. A frequência de reconhecimento humoral dos peptídeos expressos pelos plasmas 

assintomáticos e sintomáticos, bem como as análises da intensidade e longevidade das 

respostas humorais entre sintomáticos e assintomáticos serão mostradas em seguida. 

Finalmente, as análises sobre as subclasses de IgG serão abordadas.  

Essas proteínas atuam na etapa de invasão eritrocitária e possuem domínios comuns 

de ligação ao eritrócito chamados de Duffy e PAN. Os PAN domínios contêm uma estrutura 

hair-pin loop like e uma região conservada com 3 pontes dissulfetos e mediam interações 

proteína-proteína ou proteína-carboidrato. A Figura abaixo mostra um desenho esquemático 

da estrutura desses antígenos. Os domínios Duffy encontram-se na região 2 das proteínas 

EBAs e os domínios PAN nos blocos homólogos M1-M2 das proteínas AMA1 e MAEBL. 
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Figura 48- Domínios de ligação ao eritrócito de proteínas secretadas pelo merozoíto segundo a base de dados 

PlasmoDB.  

 

Esses antígenos são fundamentais na etapa da invasão eritrocitária e alvos do 

reconhecimento imunológico. Há evidências que apontam papel protetor dos anticorpos 

específicos contra eles no desenvolvimento de episódios clínicos ou parasitemia por P. 

falciparum. 

 

4.4.1 Diversidade das sequências gênicas de AMA1, MAEBL e EBAs nos isolados do 

estudo  

 

 AMA1 

Dois pares de oligonucleotídeos foram desenhados para amplificar o gene de AMA1, 

o primeiro em 2006 e o segundo em 2010. O genoma da cepa 3D7 foi utilizado como molde. 

Fragmentos de 793 pares de bases (pb) foram amplificados com o primeiro par, 

representando os domínios I e II (M1+M2=B) (163).  

Houve amplificação em 52,4% da amostra, incluindo gDNA dos isolados de campo 

deste estudo, dos isolados já presentes no laboratório e das cepas FCR3 e 3D7. A maioria das 

amplificações, porém, ocorreu em isolados de infecções sintomáticas.  

Apenas um genótipo circulante foi encontrado após o seqüenciamento e alinhamento, 

idêntico à sequência da cepa 3D7. Porém, os fragmentos amplificados por esse par não 

estavam na fase de leitura correta para clonagem em vetores de expressão pGEX a partir da 

clonagem no vetor pGEM-T. Dessa forma, foi desenhado um novo par. 

O segundo par foi desenhado para amplificar fragmentos de 460 pb, compreendendo a 

o domínio I e a região entre os domínios I e II (M1+RID=A) (163). Porém, só houve 

amplificação em 18% dos gDNAs da amostra e em apenas um isolado de infecção 

assintomática. Um único genótipo circulante foi encontrado, idêntico à sequência da cepa 
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3D7. Um dos fragmentos amplificados foi escolhido para ser expresso no vetor de expressão 

pGEX2T. O peptídeo expresso pode ser visualizado como uma banda única, sem fragmentos 

truncados em gel SDS–PAGE na Figura 24.  

Porém, o reconhecimento humoral desse peptídeo recombinante, por menos da 

metade dos plasmas da amostra (Figura 25), obrigou-nos a expressar o primeiro fragmento de 

793 pb (AMA1-B) disposto no gel da Figura 24. 

Baseando-se em evidências que apontam a existência de epítopos conformacionais em 

AMA1, importantes para o reconhecimento humoral, a presença de uma região maior do 

domínio II nesse fragmento poderia facilitar a identificação dos plasmas reativos à AMA1.  

Houve aumento na freqüência dos plasmas reativos à AMA1 de sintomáticos e 

assintomáticos, como mostrou a Figura 25 anteriormente.  

 

 MAEBL 

O par de oligonucleotídeos foi desenhado para amplificar um fragmento de 1466 pb, 

localizado no éxon 2.  

Dessa forma, foi expressa como peptídeo recombinante, a região C–terminal do 

domínio M1 e a região correspondente ao domínio M2. O éxon 2 é bastante polimórfico, 

apresentando grande quantidade de mutações pontuais (SNPs) principalmente, entre a região 

central e a porção C–terminal desse éxon, segundo a base de dados PlasmoDB. O genoma da 

cepa 3D7 foi utilizado como molde. 

Porém, as amplificações foram positivas em apenas 6 isolados, 3 isolados oriundos de 

infecções sintomáticas e 3 isolados já existentes no laboratório. Não houve amplificações do 

gene de MAEBL em gDNAs de isolados de infecções assintomáticas. A amplificação foi bem 

sucedida a partir da cepa 3D7, porém negativa a partir da cepa FCR3.  

Fragmentos humanos foram amplificados a partir de 4 isolados oriundos de infecções 

assintomáticas. Esses resultados apontam um grande polimorfismo na região dos domínios de 

hibridação dos oligonucleotídeos, como mostrado na base de dados PlasmoDB, através da 

presença de grande número de mutações pontuais (SNPs) na região do éxon 2. 

Apesar da pequena quantidade de fragmentos amplificados, os resultados do 

seqüenciamento e alinhamento apontaram a presença de dois genótipos circulantes. Dois 

peptídeos recombinantes de 57,1 kDa foram expressos a partir dos fragmentos amplificados 

do isolado XXX e da cepa 3D7.  
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 EBAs: EBA175, EBA140 e EB181 

Os genes MAL13P1.60, MAL7P1.176 e PFA0125c, responsáveis pela expressão de 

EBA140, EBA175 e EBA181, localizam-se nos cromossomos 13, 7 e 1, respectivamente. Os 

três genes possuem estrutura bastante similar, composta por 4 éxons, sendo que o éxon 1 é o 

responsável pela codificação do ectodomínio das proteínas.  

A região II que compreende os domínios de ligação ao eritrócito (Duffy binding 

domains F1 e F2) localiza-se na porção N–terminal das 3 proteínas. Epítopos imunes estão 

presentes nos domínios Duffy nas 3 proteínas, sendo que em EBA140 e EBA175, os epítopos 

imunes estendem-se ao longo dos ectodomínios, segundo a base de dados IEDB (Immune 

Epitopes Data Base). Um epítopo imune (NKND) compartilhado pelas proteínas EBA140 e 

EBA175 localiza-se na porção final de F1 em EBA140 e entre os domínios F1 e F2 em 

EBA175. Os epítopos imunes em EBA181 estão praticamente restritos ao domínio Duffy F2. 

Os pares de oligonucleotídeos foram desenhados buscando-se amplificar regiões 

codificadoras de epítopos imunes. O fragmento amplificado de 443 pb do gene PFA0125c 

(EBA181) contém as regiões codificadoras dos epítopos imunes do domínio F2. O fragmento 

de 356 pb do gene MAL13P1.60 (EBA140) e o fragmento de 369 pb do gene MAL7P1.176 

(EBA175) compreendem as regiões codificadoras do epítopo imune NKND, comum a ambas.  

Um intenso polimorfismo é descrito para essas regiões segundo a base de dados 

PlasmoDB. A frequência de amplificações positivas dos 3 genes é mostrada na Tabela 27. 

 

Tabela 27- Número absoluto e frequência em porcentagem de fragmentos amplificados dos genes de EBA140, 

EBA175 e EBA181 a partir de gDNAs dos isolados do estudo, dos isolados do laboratório e das 

cepas FCR3 e 3D7. 

 

Origem dos gDNAs 
Nº absoluto de amplificações / % de amplificações 

MAL13P1.60 (EBA140) MAL7P1.176 (EBA175) PFA0125c (EBA181) 

Infecções sintomáticas 14 (48,2%) 13 (44,8%) 17 (58,6%) 

Infecções assintomáticas 5 (20,8%) 4 (16,6%) 1 (4,1%) 

Isolados do laboratório 3 (50,0%) 6 (100%) 4 (66,6%) 

Cepa FCR3 - + + 

Cepa 3D7 + + + 

Fragmentos humanos - - 4_A/1_S 

 

A maioria das amplificações positivas dos 3 genes ocorreu a partir de gDNAs oriundos 

de infecções sintomáticas ou dos gDNAs de isolados existentes no laboratório. Apesar do 

intenso polimorfismo das regiões amplificadas, os dados do seqüenciamento e alinhamento 

dos fragmentos revelaram um único genótipo circulante de cada um dos genes. O único 
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isolado africano da amostra não apresentou amplificação de fragmentos dos genes 

MAL13P1.60 (EBA140) e PFA0125c (EBA181), sendo positivo, apenas, para MAL7P1.176 

(EBA175). 

A seguir, o Quadro 4 com as informações sobre a diversidade das sequências e a 

distribuição das amplificações dos genes de AMA1, MAEBL e EBAs nos vários gDNAs da 

amostra.  
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Quadro 4- Diversidade das sequências encontradas dos genes que codificam AMA1, MAEBL e EBAs entre os 

gDNAs da amostra. Células em preto=sequências 3D7-like. Células em branco=ausência de 

amplificações. Células em cinza=fragmentos humanos. Célula rachurada=sequência diferente de 

MAEBL. 

 
gDNAs AMA1-B AMA1-A MAEBL EBA140 EBA175 EBA181 
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4.4.2 Análise comparativa entre a freqüência, a intensidade e a longevidade da resposta 

humoral aos peptídeos AMA1, MAEBL, EBA175, EBA140 e EBA181  

 

Os peptídeos expressos são mostrados na Figura 24. A tabela abaixo apresenta em 

padrões de cor a reatividade dos plasmas de assintomáticos e sintomáticos aos antígenos 

AMA1–A, AMA1–B, MAEBL_XXX, MAEBL_3D7, EBA140, EBA175 e EBA181.  

Apenas dois indivíduos assintomáticos de 4 e 17 anos, com aparente pouca exposição 

ao patógeno, não reconheceram nenhum dos antígenos expressos. Os quatro indivíduos 

sintomáticos não-reativos a nenhum dos antígenos também apresentaram pouca exposição ao 

patógeno. 3 são adultos jovens da faixa dos 20 anos e o outro é uma criança de 13 anos.  

 

Tabela 28- Padrões dos Índices de Reatividade obtidos em teste de ELISA para os peptídeos AMA1–A (A), 

AMA1–B (B), MAEBL_XXX (C), MAEBL_3D7 (D), EBA140 (E), EBA175 (F) e EBA181 (G), 

entre plasmas assintomáticos (A) e sintomáticos (S). Plasmas não-reagentes, para nenhum dos 

peptídeos, em marrom claro. 
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IR >1 1–4,9 5–9,9 >10 

Padrão     

 

Apesar da pouca quantidade de fragmentos amplificados nos isolados de infecções 

assintomáticas, a maioria dos plasmas sintomáticos e assintomáticos reconheceu todos os 



 154 

antígenos. Os antígenos mais reconhceidos desse grupo foram AMA1 e EBA175, seguidos 

por MAEBL, EBA140 e EBA181. Nitidamente, percebe-se que os plasmas assintomáticos são 

mais reativos à EBA175, do que os plasmas sintomáticos, bem como aos outros antígenos.  

Os valores dos IR obtidos para cada antígeno forão comparados por testes estatísticos 

e serão mostrados, a seguir.  

 

 AMA1 

o Frequência, intensidade e longevidade da reposta humoral anti-AMA1 

AMA1-A (M1+RID=A) foi reconhecida por 44,4% dos sintomáticos e 42% dos 

assintomáticos, enquanto AMA1-B (M1+M2=B) foi reconhecida por 66,6% dos sintomáticos 

e 51,4% dos assintomáticos (Figura 25). Não houve diferença siginificante para essas 

proporções.  

Também não houve diferença entre os valores dos IR contra AMA1-A e AMA1-B 

entre assintomáticos e sintomáticos, como mostrado pelo teste de Mann–Whitney (U=303, 

p<0,661 e U=298,5, p<0,620, respectivamente). Aplicando o teste de Wilcoxon, percebemos 

que os dois antígenos são reconhecidos de forma semelhante pelos sintomáticos e 

assintomáticos, sem diferença nos valores dos IR. IR AMA1–B_S>IR AMA1–A_S (p<0,330) 

e IR AMA1–B_A>IR AMA1– A_A (p<0,122) (Figura 48). 

 

 

Figura 49- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR anti–AMA1–A e AMA1-B entre sintomáticos 

(S) e assintomáticos (A). Não houve diferença entre os perfis clínicos intra–peptídeos e inter–

peptídeos segundo Mann–Whitney e Wilcoxon, respectivamente. 

 

A reatividade humoral dos plasmas coletados no corte foi comparada com plasmas 

relacionados coletados no T30 e T60, ou seja, 30 e 60 dias pós–tratamento, respectivamente. 

p<0,661 

p<0,620 

p<0,122 

p<0,330 
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A reatividade contra AMA1–A apresentou variações com significância limítrofe ao 

longo do tempo. Um discreto aumento foi observado no número de plasmas reativos, nos 

períodos T30 e T60, em relação ao período inicial. IR T0<IR T30 (p<0,068), IR T0<IR T60 

(p<0,075) e IR T30>IR T60 (p<0,753) segundo Wilcoxon. 

A reatividade contra o peptídeo maior, ou seja, AMA1–B, não sofreu variações 

significativas ao longo do tempo, porém, o número de plasmas reativos aumentou 

consideravelmente nesse período. IR T30>IR T0 (p<0,646), IR T60>IR T0 (p<0,345), IR 

T60>IR T30 (p<0,807) (Figura 49). 

 

 

Figura 50- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR anti–AMA1–A à esquerda e AMA1-B à direita, 

ao longo do tempo. Diferença limítrofe sinalizada à esquerda por Wilcoxon. 

 

 MAEBL 

o Frequência, intensidade e longevidade da resposta humoral anti-MAEBL 

O antígeno MAEBL_XXX foi reconhecido por 37,5% dos sintomáticos e 26% dos 

assintomáticos, enquanto MAEBL_3D7 foi reconhecido por 22,2% dos sintomáticos e 12,5% 

dos assintomáticos, sem diferença estatística entre as proporções pelo teste do X
2 

(p<0,30, 

para as duas comparações). O gráfico de barras da frequência em porcentagem foi mostrado 

na Figura 25. 

Apesar da ausência de amplificações de fragmentos em isolados de infecções 

assintomáticas, houve reconhecimento relativamente alto pelas sequências expressas por esse 

grupo. O reconhecimento mais frequente da sequência presente no isolado XXX, pelos dois 

grupos clínicos, pode indicar compartilhamento maior de epítopos imune dessa sequência 

com outras sequências polimórficas, não amplficadas nos gDNAs dos isolados da amostra.  

p<0,068 

p<0,075 
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O teste de Mann–Whitney não apontou diferença entre os valores dos IR entre 

sintomáticos e assintomáticos, tanto para o antígeno MAEBL_XXX (U=290, p<0,435) quanto 

para MAEBL_3D7 (U=294,5, p<0,402).  

MAEBL_XXX foi reconhecido mais intensamente do que MAEBL_3D7, tanto pelos 

sintomáticos (p<0,043) quanto por assintomáticos (p<0,008) (Figura 50). 
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Figura 51- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR anti–MAEBL_XXX e MAEBL_3D7 entre 

sintomáticos (S) e assintomáticos (A). Não houve diferença entre os perfis clínicos, para cada 

peptídeo, por Mann–Whitney. MAEBL_XXX mais intensamente reconhecida do que MAEBL_3D7 

pelos dois perfis por Wilcoxon. 

 

O mesmo grupo de plasmas utilizados anteriormente foi utilizado para testar a 

longevidade da resposta humoral contra os dois peptídeos MAEBL expressos.  

Apenas 4 plasmas assintomáticos desse grupo apresentaram reatividade contra 

MAEBL_XXX, porém, apenas dois mantiveram-se positivos ao longo do tempo. Os valores 

dos IR anti–MAEBL_XXX não apresentaram variações significativas segundo Wilcoxon. IR 

T0<IR T30 (p<0,273), IR T0<IR T60 (p<0,715) e IR T30>IR T60 (p<0,109).  

MAEBL_3D7 foi reconhecida apenas por 3 plasmas assintomáticos desse grupo, 

porém, em apenas um deles, a resposta foi mantida ao longo do tempo. A resposta contra o 

outro peptídeo expresso foi mantida nesse mesmo plasma. Não houve diferenças 

significativas nas variações apresentadas pelo mesmo teste. IR T0<IR T30 (p<0,180), IR 

T0<IR T60 (p<0,109) e IR T30<IR T60 (p<0,593).  

 

 

 

 

p<0,043 

p<0,008 
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 EBA175, EB140 e EBA181 

o Frequência, intensidade e longevidade da resposta humoral anti-EBAs 

EBA140 foi reconhecida por 22,2% dos sintomáticos e 37,5% dos assintomáticos, 

EBA175 foi reconhecida por 55,5% dos sintomáticos e 71% dos assintomáticos e EBA181 foi 

reconhecida por 7% dos sintomáticos e 12,5% dos assintomáticos, sem diferença estatística 

para nenhuma das proporções pelo teste do X
2
 (Figura 25).  

Observamos que apesar da baixa quantidade de fragmentos amplificados a partir dos 

gDNAs dos isolados oriundos de infecções assintomáticas, a frequência de reconhecimento 

dos 3 peptídeos por assintomáticos foi bastante importante. Por outro lado, foram 

amplificados mais fragmentos nos isolados de infecções sintomáticas e do que plasmas 

reativos sintomáticos identificados.  

O teste de Mann–Whitney apontou uma diferença entre os valores dos IR de 

assintomáticos e sintomáticos apenas para EBA175 (U=197, p<0,014), mostrando que os 

maiores valores dos IR foram encontrados no grupo de assintomáticos. Não houve diferença 

entre os valores de sintomáticos e assintomáticos para EBA140 (U=269, 5, p<0,202) e para 

EBA181 (U=307, 5, p<0,546).  
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Figura 52- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR anti–EBA140, EBA175 e EBA181 entre 

sintomáticos (S) e assintomáticos (A). Diferença significativa entre os valores dos IR dos perfis 

clínicos apenas para EBA175 por Mann–Whitney.  

 

Os resultados obtidos em ensaios de ELISA utilizando os plasmas assintomáticos 

(n=10) e sintomáticos (n=3), coletados nos períodos do corte (T0), T30 e T60, permitiram 

identificar as flutuações da resposta imune contra os 3 peptídeos expressos.  

A resposta contra EBA140 apresentou aumento em T30 e posterior queda em T60, 

porém sem significância estatística para essas flutuações: IR T0<IR T30 (p<0,249), IR 

p<0,202 

p<0,014 

p<0,546 
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T60<IR T30 (p<0,173) e IR T60<IR T0 (p<1,000). A frequência dos plasmas reativos 

permaneceu inalterada.  

A resposta contra EBA175 também apresentou aumento em T30 e posterior queda em 

T60, com retorno aos valores iniciais, mas sem significância estatística: IR T0<IR T30 

(p<0,859), IR T60<IR T30 (p<0,575), IR T60<IR T0 (p<0,953). A frequência dos plasmas 

reativos permaneceu inalterada.  

Observamos para EBA181 o mesmo padrão de resposta para EBA140, com aumento 

da resposta em T30 e posterior queda em T60, também sem significância estatística. IR 

T0<IR T30 (p<0,109), IR T60<IR T30 (p<0,109) e IR T0<IR T60 (p<0,180). A freqüência 

dos plasmas reativos permaneceu inalterada também.  

 

 

Figura 53- Gráficos Box plot da distribuição dos valores dos IR anti–EBA140, EBA175 e EBA181 ao longo do 

tempo. Não houve diferença significativa entre os valores dos IR para nenhum dos antígenos por 

Wilcoxon. 

 

4.4.3 Isotipagem das subclasses de IgG envolvidas na resposta humoral aos peptídeos 

AMA1 e EBA175 

 

 AMA1 

Apenas 4 plasmas preencheram os critérios para a identificação das subclasses na 

resposta contra AMA1–B. Nenhum plasma apresentou IR>10 na resposta contra AMA1–A.  

Os dados são visualizados na tabela abaixo. Podemos observar nos 2 plasmas 

sintomáticos e no plasma de infecção assintomático do T30 maior resposta de IgG1. Esse 
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plasma do T30 é de um paciente assintomático, cujo resultado em T0 foi negativo. Porém em 

T30, esse plasma apresentou IR>10, prevalecendo a subclasse IgG1 nessa resposta. 

 

Tabela 29- Médias das DO (DO*) de cada subclasse de IgG anti-AMA1-B. 

 

Plasmas/ 

Total de plasmas 

Subclasses 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

A/1 0,051 0,046 0,047 0,049 

S/2 0,088 0,054 0,048 0,045 

AT30/1 0,171 0,044 0,047 0,044 

 

 EBA175 

Plasmas de 8 indivíduos assintomáticos, juntamente com 6 e 7 plasmas coletados no 

T30 e T60, respectivamente, foram utilizados nos ensaios de isotipagem. Observamos o 

predomínio das subclasses IgG1 e IgG3 nos 3 grupos e o aumento da reposta de IgG1 e IgG3 

em T30 e T60, em relação ao tempo inicial. Os dados são exemplificados no gráfico da Figura 

52. 

 

Tabela 30- Médias das DO (DO*) de cada subclasse de IgG anti-EBA175. 

 

Plasmas/ 

Total de plasmas 

Subclasses 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

DO* DO* DO* DO* 

A/8 0,379 0,071 0,320 0,085 

AT30/6 0,608 0,060 0,724 0,092 

AT60/7 0,428 0,055 0,509 0,072 
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Figura 54- Gráfico de barras das médias das DO (DO*) das subclasses de IgG anti-EBA175 nos plasmas 

assintomáticos iniciais, do T30 e do T60.  

 

4.5 Associação entre variáveis qualitativas e quantitativas e medidas de risco 

 

As próximas análises estatísticas foram desenvolvidas buscando-se encontrar 

dependência entre variáveis quantitativas e qualitativas e medir o efeito dessa dependência, ou 

seja, quantificar o risco ou a proteção, que o reconhecimento e a intensidade de 

reconhecimento de um antígeno conferem ao desenvolvimento do perfil assintomático.  

Até o momento, os resultados mostraram que alguns antígenos são mais 

frequentemente e mais intensamente reconhecidos pelo grupo de plasmas de infecções 

assintomáticas. Ao mesmo tempo, indivíduos assintomáticos apresentam maior duração na 

exposição à P. falciparum. Podemos afirmar, então, que o reconhecimento e/ou a intensidade 

de reconhecimento desses antígenos proporcionam um menor risco para o desenvolvimento 

de doença clínica ou será que o que observamos foi simplesmente a tradução de um maior 

período de exposição ao Plasmodium falciparum apresentada por esse grupo? 

A fim de determinarmos se o reconhecimento de algum antígeno está associado ao 

perfil assintomático, a variável quantitativa contínua IR de cada antígeno recombinante foi 

transformada em variável categórica dicotômica “responde” e “não–responde” e comparada 

em tabelas de contingência 2x2 com a variável categórica dicotômica sintomas “ausente” e 

“presente”, representando o grupo de indivíduos assintomáticos e sintomáticos, 

respectivamente.  
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A Tabela 31 mostra os antígenos que apresentaram associação com o perfil 

assintomático com significância estatística pelo teste do X
2
 de Pearson e a força da associação 

traduzida pelo coeficiente V de Cramér, segundo descrito no item 3.19 dos Materiais e 

Métodos. O valor de cada odds ratio, ou razão de chances, representa as chances dos 

indivíduos que não reconhecem o antígeno em relação aos que reconhecem, em não 

apresentar sintomas. Os valores de odds menores que 1 indicam que os indivíduos que 

respondem ao antígeno possuem maiores chances de não apresentarem sintomas do que os 

que não respondem. O intervalo de confiança das odds não inclui o valor 1, reforçando a força 

da associação entre as variáveis. Dessa forma, reconhecer determinados antígenos está 

implicado em proteção contra sintomas de malária. Apenas dois antígenos de merozoíto e um 

antígeno SURFIN foram implicados em menor risco de sintomas por essa análise. Porém, 

essa análise não considerou a intensidade do reconhecimento antigênico.  

 

Tabela 31- Antígenos cujo reconhecimento está associado a um menor risco de sintomas. 

 

Antígenos X
2
 / (p) V de Cramér / (p) Odds ratio IC 95% para OR 

MSP5 8,288 (0,004) 0,403 (0,004) 0,112 0,021–0,585 

MSP9 9,256 (0,002) 0,426 (0,002) 0,125 0,030–0,529 

S 13. 1 4,647 (0,031) 0,302 (0,031) 0,283 0,088–0,910 

 

A intensidade de reconhecimento de cada antígeno foi avaliada através de regressão 

linear múltipla e regressão logística, buscando-se encontrar variáveis preditoras de infecção 

assintomática por P. falciparum. A variável “resposta” foi considerada o tempo desde o 

último episódio sintomático (TUES) na análise por regressão linear múltipla e o perfil clínico 

“assintomático” ou “sintomático” foi considerado a variável resposta na análise por regressão 

logística. 

Primeiramente, para a primeira análise, coeficientes de correlação de Pearson foram 

estabelecidos entre todas as variáveis explanatórias (quantitativas contínuas e discretas) e a 

variável resposta (quantitativa contínua). Em seguida, coeficientes de correlação parcial foram 

calculados, tentando eliminar o efeito das demais variáveis na associação entre cada variável 

explanatória e a variável resposta, pois houve correlação, também, entre a maioria das 

variáveis explanatórias. Porém, os coeficientes parciais para cada variável explanatória não 

demonstraram associação com a variável resposta. Os resultados são apresentados nas Tabelas 

32 e 33. Não houve associação significativa entre os IR aos antígenos SURFIN e a variável 

TUES. 
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Tabela 32- Coeficientes de correlação de Pearson entre as variáveis abaixo. Todos foram positivos, de 

moderada a forte intensidade e com significância estatística. A célula em azul explica os números 

de cada célula. 

 

Variáveis 
Correlações (Coeficiente de correlação de Pearson (rP)/Valor de p /N) 

TUES Idade TVAE TVEA NEPF K1 MSP3 MSP4 EBA175 

TUES 

1 

 

48 

0,613 

0,000  

48 

0,582 

0,000 

48 

0,451 

0,001 

48 

0,576 

0,000 

46 

0,432 

0,002 

48 

0,357 

0,013 

48 

0,419 

0,003 

48 

0,424 

0,003 

48 

Idade 

rP 

valor de p 

n 

1 

 

51 

0,964 

0,000 

51 

0,584 

0,000 

51 

0,522 

0,000 

47 

0,468 

0,001 

51 

0,296 

0,035 

51 

0,463 

0,001 

51 

0,460 

0,001 

51 

TVAE   

1 

 

51 

0,620 

0,000 

51 

0,455 

0,001 

47 

0,395 

0,004 

51 

0,243 

0,086 

51 

0,434 

0,001 

51 

0,427 

0,002 

51 

TVEA    

1 

 

51 

0,391 

0,007 

47 

0,282 

0,045 

51 

0,203 

0,152 

51 

0,427 

0,002 

51 

0,400 

0,004 

51 

NEPF     

1 

 

47 

0,499 

0,000 

47 

0,635 

0,000 

47 

0,519 

0,000 

47 

0,514 

0,000 

47 

IRMSP1_bl2_K1      

1 

 

51 

0,282 

0,045 

51 

0,264 

0,062 

51 

0,238 

0,093 

51 

IRMSP3_3D7       

1 

 

51 

0,684 

0,000 

51 

0,697 

0,000 

51 

IRMSP4        

1   

 

51 

0,976 

0,000 

51 

IREBA175         

1 

 

51 

 

Tabela 33- Coeficientes de correlação parcial de Pearson, entre a variável resposta (TUES) e cada uma das 

variáveis explanatórias, após controle do efeito das demais.  

 

Variável resposta 
Correlações (Coeficiente de correlação de Pearson (rP) /Valor de p) 

TUES Idade TVAE TVEA NEPF K1 MSP3_3D7 MSP4 EBA175 

TUES 
1 

 

0,051 

0,759 

-0,008 

0,961 

0,122 

0,435 

0,236 

0,148 

0,167 

0,280 

-0,75 

0,640 

-0,004 

0,983 

0,061 

0,707 
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Podemos observar na Tabela 32 entre as variáveis relacionadas à exposição, que a 

associação das variáveis IR contra os antígenos MSP1_bl2_K1, MSP3_3D7, MSP4 e 

EBA175 é mais intensa com a variável NEPF, sugerindo que o reconhecimento dessas 

variáveis pode ser apenas a tradução de um maior período de exposição ao P. falciparum, não 

necessariamente, significando maior proteção contra malária clínica. Porém, isso sinaliza para 

a necessidade de um maior número de episódios prévios de malária falciparum para o 

desenvolvimento de uma resposta de memória contra esses antígenos. A resposta anti–

MSP3_3D7 é a única que mantém associação com NEPF, após o controle do efeito das 

demais variáveis (coeficiente de correlação parcial de Pearson (rpP)=0,462, p<0,003). 

Através de regressão logística, procuramos estimar o quanto o reconhecimento mais 

intenso de um antígeno oferece de proteção ao desenvolvimento do perfil assintomático.  

Para issso, cada variável quantitativa foi categorizada primeiramente em tercis, sendo 

que o terceiro tercil representa os valores mais altos de cada variável. A análise univariada 

indica que o reconhecimento mais intenso dos antígenos de merozoíto MSP3_3D7, MSP4, 

MSP5, MSP9, EBA175 e dos antígenos S 1.1 (PFA0625w), S 4.2_132 (PFD1160w_132), S 

8.2_55 (PF08_0002_55) e S 13.1 (PF13_0075) oferece proteção ao desenvolvimento de 

malária clínica. A significância encontrada pelo teste da razão de verossimilhança (likelihood 

ratio (LR) test) e os valores das odds ratio (OR) para o desenvolvimento do perfil 

assintomático são mostrados na Tabela 34. As variáveis que medem exposição não 

apresentaram significância no teste LR. 
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Tabela 34- Efeitos não ajustados das variáveis categóricas preditoras do desenvolvimento do perfil 

assintomático obtidos por regressão logística. 

 

Variáveis LR test OR IC 95% para OR 

IR MSP3_3D7 

3º Tercil x 1º Tercil 

X
2
 (2)=6,295 

p<0,043  

 

3,429 

 

0,827–14,209 

IR MSP4 

3º Tercil x 1º Tercil 

X
2
 (2)=10,389 

p<0,006 

 

4,643 

 

1,057–20,385 

IR MSP5 

3º Tercil x 2º Tercil 

X
2
 (1)=8,791 

p<0,003 

 

8,929 

 

1,709–46,638 

IR MSP9 

3º Tercil x 2º Tercil 

X
2
 (1)=9,683 

p<0,002 

 

8,000 

 

1,891–33,850 

IR EBA175 

3º Tercil x 1º Tercil 

X
2
 (2)=14,660 

p<0,001 

 

8,000 

 

1,686–37,951 

IR S 1.1 

3º Tercil x 2º Tercil 

X
2
 (1)=5,249 

p<0,022 

 

8,667 
0,960–78,268 

IR S 4.2_132 

3º Tercil x 2º Tercil 

X
2
 (1)=5,249 

p<0,022 

 

8,667 

 

0,960–78,268 

IR S 8.2_55 

3º Tercil x 2º Tercil 

X
2
 (1)=4,299 

p<0,038 

 

5,147 

 

0,952-27,837 

IR S 13.1 

3º Tercil x 1º Tercil 

X
2
 (2)=6,502 

p<0,039 

 

5,486 

 

1,394–21,591 

 

A ordem para a entrada no modelo multivariado obedeceu ao menor valor de p, 

sucessivamente, iniciando com a variável IR EBA175. Apenas, duas variáveis permaneceram 

no modelo final, indicando independência no efeito sobre o perfil assintomático. A maior 

resposta contra EBA175 e MSP5 confere proteção no desenvolvimento do perfil 

assintomático, de forma independente. A Tabela 35 apresenta os valores ajustados 

apresentados na Tabela 34, para as duas variáveis.  
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Tabela 35- Efeitos ajustados das variáveis categóricas preditoras do desenvolvimento do perfil assintomático 

obtidos por regressão logística. 

 
Variáveis LR test OR IC 95% para OR 

IR EBA175 

3º Tercil x 1º Tercil 

X
2
 (2)=14,660 

p<0,001 

 

8,000 

 

1,686–37,951 

IR EBA175 

3º Tercil x 1º Tercil 

IR MSP5 

3º Tercil x 2º Tercil 

 

X
2
 (2)=20,775 

p<0,000 

5,757 

 

9,447 

1,119–29,627 

 

1,289–69,256 

 

4.6 Resumo dos resultados sobre a resposta humoral contra os antígenos de merozoíto e 

SURFIN 

 

Os resultados mostrados sobre o perfil da resposta humoral contra antígenos expressos 

no merozoíto e antígenos SURFIN permitem agrupar os antígenos em 5 grupos, de acordo 

com: frequência de reconhecimento na amostra, predomínio do reconhecimento pelo grupo 

assintomático, em frequência e intensidade, longevidade da resposta, subclasses de IgG 

envolvidas e predição do perfil assintomático. Os antígenos e seus respectivos grupos são 

mostrados na Tabela 36 

 

Tabela 366- Classificação dos antígenos analisados segundo a resposta humoral. (*) S 8.2_55 com valor 

limítrofe de significância. 

 

Grupos de Antígenos Antígenos do Merozoíto Antígenos SURFIN 

Frequência de reconhecimento na 

amostra>ou=a 50% 

MSP1_bl2, MSP119, MSP2_IC1, 

MSP3_3D7, MSP4, MSP7, MSP9, 

MSP10,AMA1 e EBA175 

S 1.2, S 13.1 

% A>% S MSP5, MSP9 
S 1.1, S 4.1, S 4.2_132, S 

8.2_55, S 13.1 

IR A>IR S MSP4, MSP5, MSP9, EBA175 S 1.1, S 4.2_132, S 13.1, (*) 

Resposta mantida ao longo do tempo 

MSP119, MSP2_IC1, MSP4, MSP5, 

MSP6, MSP9, MSP10,AMA1, 

MAEBL, EBAs 

A resposta contra todos é 

mantida. Exceção, apenas, 

para S 1.2 

Subclasses IgG1 e IgG3 

MSP1_bl2_RO33, MSP119, 

MSP2_IC1, MSP3_3D7, MSP4, 

MSP5, MSP6, MSP7, MSP9, 

MSP10, AMA1, EBA175  

S1.2, S4.2, S8.3 

Subclasses IgG2 e IgG4 MSP1_bl2, MSP6, MSP7, MSP10  - 

Conferem proteção ao 

desenvolvimento de sintomas clínicos 
MSP5, MSP9, EBA175 S 13. 1 
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Os antígenos envolvidos no processo de invasão eritrocitária como as proteínas MSP1 

e associadas (MSP7 e MSP9), juntamente com EBA175 e AMA1, destacaram-se como 

importantes alvos do reconhecimento humoral nessa amostra analisada. 

Os antígenos MSP4, MSP5, MSP9 e EBA175, além do amplo reconhecimento pela 

amostra, apresentaram reconhecimento diferencial entre assintomáticos e sintomáticos em 

quantidade de anticorpos, para MSP4 e EBA175 e em frequência e quantidade de anticorpos 

para MSP5 e MSP9. Além disso, a resposta contra MSP5, MSP9 e EBA175 foi implicada em 

proteção contra o desenvolvimento de sintomas, com quantificação de chances de não 

apresentar sintomas, através da análise de associação entre variáveis qualitativas e por 

regressão logística. Isso aponta para um possível papel efetivo desses antígenos no controle 

dos sintomas clínicos e da parasitemia, durante as infecções maláricas. Adicionalmente, a 

resposta humoral mantida até 90 dias após o diagnóstico inicial foi observada para 

praticamente todos os antígenos citados acima, com exceção de MSP3 e MSP7.  

Os antígenos SURFIN mostraram baixo reconhecimento humoral, pelos pacientes da 

amostra, com exceção dos antígenos S 1.2 e S 13.1. O perfil transcricional de genes surf pode 

estar implicado na escassez de resposta, como discutido adiante. Mesmo assim, a maioria dos 

antígenos SURFIN foi mais reconhecida por assintomáticos do que sintomáticos. 

Comparando plasmas de sintomáticos e assintomáticos, 5 antígenos mostraram 

reconhecimento diferencial em frequência e 3 deles em quantidade de anticorpos. A resposta 

adquirida contra os antígenos foi mantida ao longo do tempo com exceção para o S 1.2. A 

resposta contra S 13.1 foi implicada em proteção contra o desenvolvimento de sintomas 

através da análise de associação entre variáveis qualitativas.  
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O desenvolvimento de imunidade clínica e parasitária, estável e duradoura, contra 

malária é um processo lento e com diferenças visíveis entre os dois aspectos. Se por um lado, 

a aquisição de imunidade clínica para as formas graves da doença ocorre rapidamente, após 

poucas infecções, a imunidade esterilizante está longe de ocorrer, mesmo após um extenso 

período de exposição.  

Possivelmente, os custos em modular uma resposta inflamatória e reduzir danos ao 

hospedeiro prejudicam a aquisição de imunidade esterilizante. Vários exemplos evidenciam 

esse aspecto. A aquisição de imunidade contra as formas hepáticas do parasita é falha, 

mesmo em regiões de alta transmissão, possivelmente devido a processos de 

imunoestimulação insuficiente ou supressão da resposta imunológica (164). A imunidade 

contra formas sanguíneas também é adquirida de forma insuficiente do ponto de vista 

parasitológico, já que a completa eliminação do parasita é exceção e não regra.  

Se a imunidade esterilizante é algo difícil de ocorrer, o controle dos sintomas clínicos 

e da parasitemia é observado em pessoas continuamente expostas aos parasitas circulantes, 

após um determinado número de infecções. Sabe-se que a presença de uma resposta celular 

adequada e de anticorpos específicos contra os merozoítos ou hemácias infectadas é essencial 

para isso. Enquanto muitos estudos analisam a resposta imune contra um ou alguns antígenos 

em um grande número de indivíduos, estudos que analisam a resposta imune contra muitos 

antígenos ao mesmo tempo são raros, ainda.  

Esse estudo investiu na quantificação de anticorpos contra várias proteínas do 

merozoíto, associadas ou não à invasão eritrocitária e proteínas SURFIN, a partir de isolados 

de campo que possuem um repertório restrito de antígenos variantes, em infecções 

sintomáticas ou assintomáticas (165). A discussão dos resultados segue a ordem da seção 

anterior e é subdivida na analise da resposta em dependência a importantes parâmetros 

epidemiológicos, seguida pela discussão da resposta contra antígenos individuais. 

 

5.1 Dados epidemiológicos 

 

Grande parte dos indivíduos da amostra provém de áreas endêmicas para malária, a 

maioria das localidades do estudo. Os mais jovens nasceram nas localidades e os mais velhos 

imigraram para elas há mais de 30 anos. Dessa forma, as quantificações da idade, do tempo 

de vida na área endêmica e do tempo de vida no endereço atual são medidas indiretas do 

tempo de exposição à malária de cada indivíduo.  



 169 

Sabe-se que indivíduos assintomáticos, em geral, são os indivíduos que estão há mais 

tempo expostos à doença, portanto os mais antigos residentes de uma área endêmica. A 

frequência das faixas etárias entre sintomáticos e assintomáticos acompanhou o observado 

em regiões africanas hiperendêmicas (166, 167). Um maior número de sintomáticos foi 

encontrado nas faixas com menor idade e maior número de assintomáticos na faixa com 

maior idade, sinalizando a necessidade de exposição longa e contínua ao P. falciparum para o 

desenvolvimento do perfil assintomático. Além do parâmetro idade, os parâmetros tempo de 

vida em área endêmica (TVAE), tempo de vida no endereço atual (TVEA), número de 

episódios prévios de falciparum (NEPF) e número de antígenos expressos reconhecidos 

(NAR) foram utilizados para quantificar o tempo de exposição à malária de cada indivíduo 

da amostra.  

Porém, a análise dessas variáveis evidenciou que os indivíduos sintomáticos e 

assintomáticos assemelham-se muito em relação a elas, devido à falta de significância entre 

as médias das variáveis entre os dois grupos clínicos. Apenas, em relação à duração dos 

períodos de ausência de sintomas, quantificados pela variável TUES (tempo desde o último 

episódio sintomático), houve diferença mais pronunciada, mas ainda não significativa. O 

maior tempo transcorrido desde o último episódio sintomático que os assintomáticos 

apresentam pode refletir a qualidade da resposta imune desenvolvida por esses indivíduos. 

Isso pode implicar em um reconhecimento mais abrangente dos isolados circulantes nas 

localidades, mais específico e efetivo em controlar a parasitemia, bem como, a possibilidade 

de desenvolvimento de mecanismos de regulação da resposta inflamatória. Todos garantem 

ausência de sintomas no curso das infecções, ou seja, no curso das parasitemias. 

Devido à proximidade das localidades com a cidade de Porto Velho, à ocupação em 

atividades urbanas da maioria dos indivíduos e à estabilidade dos indivíduos nas localidades, 

a exposição ao P. falciparum ocorre essencialmente no local de residência do indivíduo. Isso 

facilita a aquisição de imunidade clínica e parasitária à malária, através do reconhecimento 

dos isolados circulantes nas localidades. Segundo Katsuragawa e colaboradores em estudo 

epidemiológico com dados de 2005 a 2007 (168), as localidades do estudo apresentam picos 

de alta transmissão de malária concentrados no início do período chuvoso e após o pico desse 

período (setembro-maio). Indivíduos não-residentes e crianças e adultos jovens residentes 

nas localidades são os mais acometidos. Nos demais meses, os casos de P. falciparum 

diminuem consideravelmente, persistindo em alguns meses, apenas casos de malária vivax. 

Apesar da alta densidade do vetor An. darlingi nas localidades, a taxa de transmissão dos 

mesmos é muito baixa. Como a transmissão e as circunstâncias ambientais assemelham-se a 
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muitos lugares da Amazônia Legal, especificamente considerando populações ribeirinhas, 

muitos dos nossos resultados seriam possivelmente obtidos também naqueles lugares e 

conclusões aqui obtidas, valeriam para os demais lugares. 

Sabe-se que um pequeno número de infecções prévias é suficiente para proteger 

crianças africanas de um episódio de malária grave, seja através da produção de anticorpos 

específicos contra alguns antígenos ou através de mecanismos de regulação da resposta 

imune (89). Os dados obtidos com alguns pacientes do estudo permitiram verificar que as 

primeiras exposições ao parasita foram suficientes para gerar parasitemias assintomáticas, 

dada a existência de crianças assintomáticas com pouco tempo relativo de exposição. Isto 

favorece a visão que a infecção naquelas pessoas ocorreu com cepas antigenicamente 

restritas, lembrando que a antiga terapia contra neurosifilis também ficou ineficaz, quando a 

mesma cepa foi utilizada em infecções deliberadas (169). Esse fenômeno pode sugerir que 

antígenos polimórficos compartilham epítopos comuns entre seus variantes, com 

intensificação da resposta dos anticorpos específicos para os antígenos comuns após 

sucessivas exposições, favorecendo a aquisição de proteção clínica e parasitária ainda na 

infância. A baixa transmissão de malária na região também pode favorecer o reconhcimento 

do repertório circulante mais rapidamente. O reconhecimento de epítopos-chave em etapas 

essenciais do ciclo biológico do parasita e o desenvolvimento de resposta de memória contra 

esses antígenos também deve ser considerado. Desenvolvimento de células B de memória e 

de LLPC contra alguns antígenos de P. falciparum foi observado no norte da Tailândia, em 

uma região de baixíssima transmissão de malária, onde os indivíduos são pouco expostos e as 

exposições não são contínuas (170). 

A presença de anticorpos específicos identificados nos testes de ELISA contra os 

antígenos recombinantes e a parasitemia escassa identificada apenas por técnica de PCR, 

aponta para a presença de uma resposta imune humoral protetora entre crianças 

assintomáticas menores de 10 anos. Porém, quando observamos a duração dessa resposta, 

através da quantificação do tempo desde o último episódio sintomático (TUES), percebemos 

que essas crianças, quando submetidas a uma alta exposição ao parasita no período de alta 

transmissão, são passíveis de sofrerem episódios sintomáticos. Os indivíduos mais velhos e 

com maior exposição à doença também possuem maior tempo transcorrido desde o último 

episódio sintomático, ou seja, não só estavam assintomáticos no período em que foram 

inclusos no estudo, como estão assintomáticos há um longo período. Esse fato sugere que o 

desenvolvimento de uma resposta duradoura é dependente de uma contínua exposição ao 

parasita e que o desenvolvimento de células plasmocitárias de longa duração (LLPC) pode 
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ser mais lento para aos antígenos preditores de proteção (171, 172). O acúmulo de anticorpos 

contra um vasto repertório de antígenos que funcionam como vias alternativas de 

mecanismos essenciais no ciclo biológico do parasita, como as várias proteínas que atuam na 

invasão eritrocítica, pode ser necessário para a aquisição de um perfil assintomático. A 

maturação do sistema imune e as contínuas exposições ao parasita parecem ser determinantes 

para a estabilidade do perfil assintomático observado nos indivíduos adultos, provavelmente, 

devido ao desenvolvimento de LLPC. Essa população de células é mantida na medula óssea, 

independentemente da parasitemia e não necessita de reposição, a partir de células B de 

memória (172). Porém, células plasmocitárias de curta-duração (SLPC) também podem ser 

geradas no curso da infecção. Essas células necessitam serem continuamente repostas na 

circulação, a partir de células B de memória e a persistência do contato com o organismo 

infectante é necessário para a continuidade desse processo (172). 

 Devemos lembrar assim, no curso dessa discussão que ambos os grupos foram 

semelhantes quanto à exposição à malária e que os indivíduos sintomáticos apresentaram 

quadros clínicos não-complicados e de parasitemia não muito alta (2 a 20 parasitas/campo). 

Assintomáticos apresentaram parasitemia detectável apenas por PCR e ausência total de 

sintomas. 

5.2 Genes surf e proteínas SURFIN 

 

Os genes surf compreendem uma família alélica de 10 membros localizados nos 

cromossomos 1, 4, 8, 13 e 14, a maioria em posição sub-telomérica, com exceção do gene 

PFA0625w, que ocupa uma posição mais central no cromossomo 1. Caracterizam-se por 

expressarem proteínas de, aproximadamente 200 kDa e que possuem sinal de exportação para 

além do vacúolo parasitóforo (sinal de PEXEL). Os dois artigos científicos publicados, 

envolvendo os genes surf PFD1160w e PFD0100c, verificaram a expressão dos dois em dois 

momentos do ciclo parasitário, a localização das proteínas S 4.2 (PFD1160w) nas superfícies 

do merozoíto e do eritrócito infectado e a localização da proteína S 4.1 (PFD0100c) próximo 

ao vacúolo parasitóforo (119, 121). A proteína S 4.2 (PFD1160w) foi implicada no transporte 

de PfEMP1 para a superfície do eritrócito (173) . 

Ao tentar amplificar por PCR as regiões posteriormente usadas para produção das 

proteínas recombinantes, observamos a ausência de produtos de PCR em alguns gDNAs, 

possivelmente, indicando polimorfismos na região de hibridação com os pares de 

oligonucleotídeos.  
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Os experimentos de PFGE mostraram indícios de que há mutações tanto no sítio de 

hibridação do par de oligonucleotídeos utilizados, quanto ao longo do fragmento reconhecido 

pela sonda, exemplificado pela existência de gDNAs não amplificados pelo PCR mas 

reconhecidos por sondas do respectivo gene (Figura 10). 

Fragmentos gênicos, representativos de todos os fragmentos seqüenciados de um 

determinado gene surf, foram escolhidos para serem expressos. O reconhecimento humoral, 

em comparação com o reconhecimento dos antígenos de merozoíto foi muito baixo, porém, os 

peptídeos SURFIN foram mais reconhecidos por assintomáticos. A proteína S 8.2_07 

(PF08_0002) não foi reconhecida por nenhum dos plasmas sintomáticos testados. O próprio 

plasma do indivíduo, cujo fragmento foi amplificado a partir do respectivo isolado infectante, 

não reconheceu esse antígeno. Os valores dos IR para os SURFIN são, na grande maioria, 

menores do que 5. Apenas alguns assintomáticos reconheceram o peptídeo S 4.2_XXX 

(PFD1160w) com IR maiores do que 10. O baixo reconhecimento dos peptídeos 

recombinantes pelos plasma dos pacientes, tanto sintomáticos e assintomáticos, pode sugerir 

que as proteínas SURFIN não estejam expostas ao reconhecimento do sistema imune, como 

ocorre com as proteínas da superfície do merozoíto, ou que o reconhecimento imune seja 

especifico para alelos e variantes, que, por sua vez não foram expressos, ou pode indicar a 

existência de epítopos conformacionais, não existentes em peptídeos recombinantes expressos 

em sistema procarioto. A identificação das subclasses de IgG envolvidas na resposta anti–S 

1.2, S 4.2 e S 8.3 aponta um perfil de resposta Th1, com predomínio de resposta IgG1 entre 

assintomáticos, discreta prevalência de IgG3 entre sintomáticos e efeito boosting na reposta 

de IgG1 anti–S 4.2 e 8.3 entre assintomáticos, nos plasmas coletados 30 e 60 dias pós–

tratamento. 

O único fragmento protéico expresso que continha epítopos imunes identificados pela 

base de dados IEDB (S 14.1) não apresentou grande reconhecimento pelos plasmas dos 

pacientes, tanto sintomáticos quanto assintomáticos. Porém, para a grande maioria das 

proteínas SURFIN não há epítopos imunes descritos no IEDB.  

Apenas para os genes surf PFD0100c e PFD1160w existe informação na literatura 

sobre a localização das respectivas proteínas nos merozoítos e nos eritrócitos infectados (119, 

121). Nada se sabe sobre a localização das outras proteínas SURFIN. Outra explicação para 

os resultados negativos nos experimentos de ELISA, com os plasmas iniciais, seria a 

existência de anticorpos IgM, não detectáveis pelo kit de ELISA utilizado. De qualquer 

forma, os resultados negativos indicam que, se antígenos SURFIN geram resposta imune 

humoral, ela não é de longa duração e de título não muito alto, ao contrário da resposta contra 
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vários antígenos de merozoítos, mas semelhante à resposta as fragmentos recombinantes 

DBL-α, presentes nas proteínas PfEMP1 expressas na superfície da hemácia infectada (Fratus 

e colaboradores, dados não publicados). 

O perfil transcricional dos genes surf da cepa 3D7 pode explicar a ausência de resposta 

humoral dos indivíduos sintomáticos, como também, a pequena quantidade de anticorpos IgG 

contra SURFIN nos dois grupos, identificados nas reações de ELISA.  

A ausência da expressão de algum gene surf durante uma infecção sintomática pode 

explicar a falta de resposta humoral contra ele. A aquisição de anticorpos IgG contra SURFIN 

pode ocorrer lentamente, ao longo de um grande período de exposição, por isso a maior 

ocorrência em indivíduos assintomáticos. A taxa de switching transcricional dessa família 

gênica pode ser determinante na velocidade com que o sistema imune do hospedeiro 

desenvolve anticorpos que reconhecem todo o repertório SURFIN expresso. A possibilidade de 

dependência de estrutura conformacional do peptídeo, na verificação da resposta humoral 

contra os peptídeos SURFIN expressos, também deve ser considerada.  

No presente trabalho investimos também em analisar a transcrição dos genes surf. Eles 

foram inicialmente identificados como uma nova família multigênica, cujos produtos se 

encontram na superfície do merozoito - cobrindo o complexo apical - e também no esquizonte 

tardio, associados à membrana do eritrócito infectado (119) Mais tarde, em estudos de 

epigenoma, foi descoberto que os genes surf estão associados às mesmas modificações 

epigenéticas encontradas nas demais famílias multigênicas relacionadas à virulência como var 

e rif (122).  

Assumindo a hipótese que a transcrição surf possa estar, por algum motivo, associada 

à transcrição var, analisamos a transcrição dos genes surf em parasitas selecionados para um 

determinado fenótipo citoaderente, por sua vez associado a um determinado gene var 

transcrito. Naqueles parasitas, ao longo de 40 gerações em cultura, observamos a transcrição 

contínua do gene surf PFD0100c, em anéis ou esquizontes, e uma flutuação na quantidade dos 

transcritos do gene surf PF13_0075. 

Apesar destes resultados, ainda é prematuro tirar conclusões sobre taxas de switching ou 

sobre a intrínseca coordenação da transcrição desses genes (exceto talvez, para o gene 

PFD0100c, que parece ser constitutivamente transcrito). Também é impossível tirar mais 

conclusões sobre como seria a transcrição e expressão de genes surf em isolados circulantes em 

pacientes. Os dados obtidos na analise por microarray (174) indicam uma transcrição variável 

de genes surf em parasitas de pacientes diferentes. Entretanto, esse estudo abordou parasitas em 

um único estágio da fase eritrocítica. Comparando esses resultados com outros obtidos através 
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de seqüenciamento de RNA, acessíveis na base de dados PlasmoDB, observamos que alguns 

resultados obtidos aqui são concordantes com aqueles, em relação aos genes PFD0100c e 

PF13_0075. Porém, tanto os resultados obtidos aqui, como os resultados depositados na base de 

dados diferem dos resultados de Mphande e colaboradores, obtidos com a cepa 3D7S8 (121). 

Um problema na interpretação dos dados transcripcionais também reside na quantidade 

pequena dos transcritos de muitos loci em relação ao controle interno seryl-t-RNA sintetase. 

Não é claro se uma pequena quantidade de transcritos é negligenciável ou se esta quantidade é 

suficiente para uma expressão significativa de SURFIN (e consequentemente seu 

reconhecimento por plasmas de indivíduos infectados). Para uma abordagem futura dessas 

questões será necessária a repetição dos nossos experimentos, talvez incluindo isolados de 

campo, e outros fenótipos adesivos. A verificação da presença da proteína expressa, através das 

técnicas de Western Blot ou imunofluorescência indireta (IFI), ao longo dos ciclos, também é 

fundamental para um melhor entendimento da geração da resposta imune contra SURFIN, das 

possíveis funções que essas proteínas exercem e da localização celular que elas ocupam.  

A presença de anticorpos anti–SURFIN em assintomáticos pode ser apenas um 

indicativo de longa exposição prévia ao antígeno ou de possíveis genes surf mais expressos nos 

isolados de campo de Rondônia, não tendo nenhuma correlação com controle da sintomatologia 

malárica. Porém, a análise estatística com as variáveis qualitativas dicotômicas “sintomas–sim 

x não” e “resposta–ausente x presente” encontra associação entre a resposta contra o S 13.1 e a 

ausência de sintomas, levando a uma diminuição do risco de apresentar malária sintomática, em 

3,5 vezes  

 

5.3 O complexo MSP1: MSP1_bloco 2, MSP119,  MSP6, MSP7 e MSP9  

 

A glicoproteína MSP1, principal proteína da superfície do merozoíto, é composta por 

17 blocos, alguns variáveis e outros conservados e apresenta-se ancorada à superfície do 

merozoíto, através de uma âncora de GPI presente na extremidade C-terminal (175). Vários 

domínios globulares ricos em cisteína são encontrados nas proteínas que possuem âncora de 

GPI, incluindo domínios EGF–like (epidermal growth factor–like), um motivo de seis 

cisteínas homólogo a proteínas de superfície do Toxoplasma gondii (176) e estruturas em 

dobras presentes na proteína Pf92 de P. falciparum (177). Essas regiões podem mediar 

interações entre proteínas, incluindo ligações com receptores de membrana celular. 
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A proteína MSP1 sofre algumas modificações pós-traducionais, sendo clivada 

sucessivas vezes, gerando fragmentos de 83, 28, 38 e 42 kDa que permanecem ligados não-

covalentemente à superfície dos merozoítos maduros e também, associados a MSP6, MSP7 e 

MSP9 (178). Posteriormente, o fragmento de 42kDa sofre uma segunda clivagem, originado 

um fragmento C-terminal (MSP119) que permanece ligado à superfície do merozoíto no 

momento da invasão eritrocitária, enquanto todos os outros fragmentos são perdidos no 

momento da invasão ou antes desse período (106). MSP1 parece ser uma proteína essencial, 

não sendo possível deletar o gene (179). Sabe-se que anticorpos gerados pela exposição a 

MSP1 têm função de bloquear a invasão eritrocitária e inibir o crescimento do parasita e de 

que essa atividade está associada a um menor risco de desenvolver infecções maláricas 

sintomáticas. Há evidências de que isso esteja mais associado aos anticorpos anti-MSP119 

(180).  

Estudos com animais imunizados com proteínas MSP1 apontam para um papel 

protetor contra o desenvolvimento de doença malárica, conferido pela proteína. A imunização 

de macacos Aotus com a proteína MSP1 purificada protegeu completamente os macacos, 

quando desafiados com cepa homóloga de P. falciparum (181). Macacos Saimiri imunizados 

com MSP1 nativa ou peptídeos MSP1-recombinantes apresentaram proteção total e parcial, 

respectivamente, quando desafiados com cepa heteróloga (182). Esses trabalhos evidenciam 

que tanto as porções C-terminal e N-terminal da proteína podem estar envolvidos com 

proteção, bem como apontam para a possibilidade de desenvolvimento de resposta imune 

cruzada entre as famílias. Vários estudos em humanos apontam para uma correlação entre 

anticorpos contra alelos de bloco 2 e imunidade “protetora” (145, 161, 181, 182), enquanto 

outros não observaram nenhuma correlação (134, 148, 183). 

Devido à recombinação de duas formas alélicas principais do gene, combinações 

alélicas entre os blocos variantes 2, 4 e 10, podem gerar 24 tipos possíveis de proteínas 

MSP1. Apenas o bloco 2 apresenta 3 formas alélicas (K1, MAD20 e RO33), enquanto os 

blocos 4 e 10 apresentam apenas, duas formas, K1 e MAD20, sendo que o bloco 4 pode 

apresentar combinações entre os alelos K1 e MAD20 apresentando sequências híbridas (175). 

Sequências híbridas do bloco 2, apresentando combinações entre os alelos RO33 e 

MAD20 e entre RO33, MAD20 e K1 foram encontrados em isolados africanos de Dielmo, 

Senegal e em isolados do Quênia (134). Até hoje, não foi descrita a ocrrência de sequências 

híbridas do bloco 2 em isolados do Brasil e também não encontramos nenhuma sequência 

dessa natureza nos isolados do estudo. O bloco 2 das famílias alélicas K1 e MAD20 apresenta 

uma estrutura similar, compreendendo extremidades conservadas que flanqueiam motivos 
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repetitivos centrais, como mostrados na Tabela 12. Esses motivos repetitivos podem variar em 

número originando blocos 2 de tamanhos variados. Portanto, blocos 2 dessas duas famílias 

alélicas apresentam polimorfismos de tamanho. 

Comparando a frequência das famílias alélicas para o bloco 2 dos isolados desse 

estudo, com isolados coletados em Rondônia, provenientes de Porto Velho, nas décadas de 80 

e 90, observamos que existe uma flutuação da prevalência das famílias alélicas para esse 

bloco ao longo do tempo (178). Havia maior prevalência do alelo RO33 na década de 80 e 

maior predomínio do alelo K1 na década de 90. Nos isolados desse estudo, coletados em 2004 

e 2006, novamente foi encontrado um maior predomínio do alelo RO33. A flutuação nas 

frequências alélicas pode indicar certa instabilidade na transmissão de malária, podendo ser 

reflexo do intenso fluxo migratório que Rondônia experimentou nas décadas de 80 e 90. A 

alta prevalência de parasitemias assintomáticas em Rondônia, verificada em estudos do final 

da década de 90, pode indicar estabilidade na circulação de cepas e aquisição de proteção por 

parte de alguns indivíduos (90, 91). 

Um estudo prospectivo de 10 anos, realizado em Dielmo, Senegal, região 

caracterizada por uma transmissão malárica intensa e constante, não encontrou diferença na 

distribuição dos tipos alélicos para o bloco 2, prevalecendo o alelo K1, ao longo do período. 

Porém, o número de variantes diferentes desse alelo e de MAD20 aumentou, ao longo do 

tempo (134). 

A intensa variação alélica apresentada pelo bloco 2 pode ser em consequência da 

pressão imunológica sofrida pelo parasita, como tentativa de evasão do reconhecimento pelo 

sistema imune. Alguns trabalhos com indivíduos de área endêmica para malária encontraram 

correlação positiva entre anticorpos anti-bloco 2 e proteção contra formas graves da doença 

e/ou reinfecção (145, 161, 184). Porém, outros trabalhos não apontam para essa direção (134, 

183). Uma das críticas aos trabalhos que testam resposta humoral de pacientes de áreas 

endêmicas para malária contra antígenos polimórficos recombinantes é que poderia não se 

estar levando em conta, a especificidade da reposta naturalmente adquirida (134). Alguns 

antígenos recombinantes podem não representar os isolados circulantes daquela região ou 

podem conter apenas os motivos repetitivos centrais específicos de um variante. A resposta 

imune pode ser específica para um determinado alelo e para alguns variantes desse alelo, por 

isso a negatividade dos resultados, quando testados antígenos recombinantes provenientes de 

alelos ou variantes diferentes (148). 

Neste trabalho, conseguimos identificar os 3 alelos e alguns variantes das famílias 

alélicas K1 e MAD20 entre os isolados coletados. Toda a extensão do bloco 2 de cada família 
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alélica foi expressa associada às porções C-terminal e N-terminal dos blocos 1 e 3, 

respectivamente. Dessa forma, é possível que haja reconhecimento cruzado das famílias 

alélicas, através do reconhecimento das regiões não--repetitivas presentes nas extremidades 

do bloco, assim como, da região de transição entre os blocos 1 e 2, já descrita anteriormente, 

como importante para o desenvolvimento de resposta imune celular (185).  

Ao contrário do verificado em Dielmo, Senegal, onde o alelo mais prevalente (K1) foi 

o mais reconhecido pelos pacientes, o alelo mais prevalente aqui (RO33) não foi o mais 

reconhecido, porém apresentou resposta mais intensa entre os assintomáticos do que os alelos 

MAD20 e K1 para o mesmo grupo. Indivíduos sintomáticos reconheceram mais intensamente 

o alelo MAD20 do que os demais alelos expressos. No estudo da África, em Dielmo, no 

Senegal, foram sintetizados vários peptídeos referentes às regiões repetitivas dos alelos K1 e 

MAD20 e houve um grande número de respostas negativas nos testes de ELISA realizados. 

Aqui, trabalhamos com toda a extensão do bloco e houve reconhecimento de pelo menos um 

dos antígenos recombinantes por 86,5% dos pacientes da amostra e a maioria dos pacientes 

apresentou resposta para mais do que um antígeno. Podemos observar pela Tabela 12 que a 

maioria dos indivíduos infectados pelo alelo RO33 isoladamente reconheceu os outros alelos, 

indicando a possibilidade de reconhecimento cruzado entre as famílias. Nenhum paciente 

infectado isoladamente pelos alelos K1A e MAD20 fez resposta cruzada isolada entre os 

respectivos alelos. Isso indica que a possibilidade de resposta cruzada entre as duas famílias 

K1 e MAD20 é mais difícil. Porém, houve um grande número de pacientes que reconheceu o 

alelo K1 Africano, cuja sequência não foi encontrada nos isolados daqui. Isso aponta para 

resposta cruzada entre variantes dessa família alélica (134) ou exposição a este alelo 

anteriormente. 

A ausência da parasitemia pelo tratamento, a diminuição da exposição à malária pelas 

ações de controle vetorial realizadas nas localidades antes das coletas e o período do ano de 

baixa transmissão (final da estação seca) podem explicar a diminuição da resposta anti-RO33 

nos plasmas coletados 60 dias pós-tratamento. 

A maioria dos pacientes estava infectada ou pelo alelo RO33, ou por algum variante 

da família K1 (K1A foi o mais prevalente dessa família), ou por uma associação dos dois 

alelos. Após o período de 60 dias também houve diminuição da resposta para K1. Apenas 

para o alelo MAD20 houve aumento em 30 dias e posterior queda nos valores dos IR, mas 

sem diferença entre o início e 60 dias pós-tratamento.  

As regiões conservadas do bloco 2 da família K1 que flanqueiam os motivos 

repetitivos centrais podem ser as regiões imunodominantes para as quais a reposta humoral é 
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direcionada. Os dados obtidos com o estudo em Dielmo corroboram para isso, já que apesar 

do aparecimento de um grande número de variantes da família K1, ao longo de 10 anos, não 

houve a aquisição de anticorpos contra os novos variantes pelos pacientes (134), fenômeno 

chamado de “clonal imprinting”. Também não houve aumento de infecções sintomáticas pelo 

aparecimento de novos variantes.  

O alelo MAD20 foi o menos prevalente entre os isolados e parece haver uma maior 

especificidade para o reconhecimento dos diversos variantes dessa família. A maioria dos 

pacientes que apresentou reconhecimento do variante MAD20A estava infectada pelo alelo 

RO33.  

O teste estatístico de Mann-Whitney não apontou reconhecimento diferencial entre 

sintomáticos e assintomáticos, com exceção para o maior reconhecimento do alelo MAD20 

pelos plasmas sintomáticos. A diminuição do reconhecimento nos plasmas coletados 60 dias 

pós-tratamento aponta para a necessidade da parasitemia para a manutenção da resposta 

gerada.  

A maioria dos pacientes do subgrupo em que houve coleta de plasmas no período de 

30 e 60 dias pós--tratamento é composta por assintomáticos da localidade de Engenho Velho, 

cujos plasmas iniciais foram reativos contra os 3 antígenos. Analisando a história pregressa de 

malária desses pacientes, a última infecção sintomática que tiveram foi há 3 anos para alguns 

e há 30 anos para outros. Considerando a sazonalidade característica da transmissão de 

malária nessa região, é esperado que flutuações nos níveis de anticorpos específicos ocorram 

naturalmente. Esses dados parecem indicar que podemos encontrar proteção clinica contra 

malária, mesmo com títulos baixos desses anticorpos. Porém, as análises estatísticas por 

regressão linear múltipla, regressão logística e de associação entre variáveis qualitativas, não 

encontraram associação entre a resposta contra o bloco 2, MSP119, MSP6 e MSP7 e o perfil 

assintomático ou o TUES. Apesar disso, padrões específicos das subclasses de IgG podem 

modular a resposta imune, para um padrão anti–inflamatório, no âmbito individual. 

Os resultados da isotipagem dos anticorpos IgG anti–RO33 identificaram a 

preponderância do perfil Th1 nas respostas dos assintomáticos e sintomáticos, refletida pelo 

predomínio das subclasses IgG1 e IgG3 nos dois grupos. Porém, assintomáticos possuem 

maior prevalência de IgG3, enquanto sintomáticos possuem homogeneidade na prevalência 

das duas subclasses. Os plasmas de dois indivíduos assintomáticos (39 e 42) que possuem 

longo tempo de exposição à malária e longo período de ausência de sintomas contêm também 

subclasses do padrão Th2 de resposta imune: IgG4 nos plasmas iniciais para o primeiro e 

IgG2 e IgG4, para o segundo. O plasma do indivíduo 39 coletado 30 dias pós- tratamento 
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aponta prevalência apenas de IgG3 na ausência da parasitemia, porém o plasma do indivíduo 

42 apresenta ligeira queda apenas da subclasse IgG1, mantendo os níveis de anticorpos das 

outras subclasses.  

O indivíduo 42 é o mais velho integrante do estudo e provavelmente o mais exposto, 

não só pela exposição natural de morar na região há mais tempo, mas por ter exercido funções 

de trabalho como soldado da borracha, que determinaram períodos de exposição intensa, com 

diversos episódios sintomáticos de malária. Os altos e permanentes valores das DO dos 

anticorpos neutralizantes, IgG2 e IgG4, parecem ter sido gerados, especificamente, em 

resposta ao antígeno RO33. Esse antígeno integra um complexo protéico, juntamente com 

MSP6 e MSP7, que sofre shedding (106) e é liberado na corrente sanguínea no momento da 

invasão eritrocítica pelo merozoíto. A produção de anticorpos neutralizantes, que não ativam 

o sistema complemento e que se ligam com baixa afinidade a receptores Fc na superfície de 

células efetoras do sistema imune, pode ser um mecanismo adaptativo no controle da 

sintomatologia malárica desenvolvido por esse paciente. Porém, a alta prevalência de 

infecções por helmintos (186), decorrente das precárias condições de saneamento básico da 

localidade de Engenho Velho onde o paciente reside, também pode ser responsável pelo 

direcionamento da resposta imune para um padrão Th2, com produção de IL–4 e IL–10 e 

anticorpos neutralizantes. 

Considerando que MSP1 é a proteína mais abundante na superfície do merozoíto, 

apresentando participação essencial no mecanismo de invasão eritrocitária (180) e que o 

bloco 2 é rapidamente destacado da superfície do mesmo, anteriormente à invasão, é preciso 

que sejam geradas, em um curto espaço de tempo, moléculas efetoras específicas para esse 

bloco, que bloqueiem a invasão ou que inibam o processamento proteolítico. Dessa forma, a 

resposta anti-bloco 2 pode envolver a participação de SLPC que se originam de linfócitos B 

naïve, decorrentes da interação com alta afinidade ao antígeno na região da interface das 

células T e B, nos órgãos linfóides secundários. A grande afinidade entre o BCR (B cell 

receptor) e o antígeno direciona a diferenciação fenotípica do linfócito B para uma célula 

SLPC, que sofre switching de classe na região extrafolicular do órgão linfóide secundário. 

Essa célula pode migrar para os tecidos, através da expressão estimulada por IFN-γ, do 

receptor de quimiocina CXCR3, atuando no controle inicial da infecção e morrendo, 

posteriormente.  

A região do gene que expressa MSP119 é bastante conservada entre todas as 

sequências gênicas depositadas na base de dados Genbank. Sabe-se que a fração MSP119, 

composta por dois domínios EGF–like e âncora de GPI, é de fundamental importância para o 
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processo de invasão eritrocitária (71), (187, 188) e que indivíduos de áreas endêmicas 

desenvolvem altos títulos de anticorpos contra essa fração protéica. Uma meta–análise 

recente comparou os resultados de 5 estudos ((189), (190), (145), (191) e (184)) que 

correlacionaram a presença de anticorpos IgG anti-MSP119 com proteção contra malária 

sintomática e concluiu que ter anticorpos IgG contra MSP119, diminui em 18% o risco de 

contrair malária sintomática, principalmente em crianças (192). Também foi verificada a 

manutenção da avidez do anticorpo pelo antígeno MSP119, após um período de 12 meses, na 

ausência de re-exposição parasitária (193). A intensa e freqüente resposta a esse antígeno, 

tanto em pacientes sintomáticos quanto em assintomáticos com parasitemias variadas, 

sugerem alta imunogenicidade do antígeno, capaz de estimular a manutenção de títulos altos 

de anticorpos IgG mesmo em parasitemias baixas, como as apresentadas pelos pacientes 

assintomáticos. A possibilidade da presença de LLPC é sugerida, dada a manutenção dos 

valores dos IR nos plasmas do T60. O amplo reconhecimento desse antígeno por indivíduos 

sintomáticos e assintomáticos pode indicar a presença das duas populações de células 

plasmocitárias, de longa–duração e de curta–duração, na resposta imune desenvolvida contra 

esse antígeno.  

A identificação das subclasses de IgG na resposta contra MSP119 evidenciou a 

presença preponderante da subclasse de IgG1, tanto na resposta dos assintomáticos quanto na 

dos sintomáticos, sendo que sintomáticos apresentaram DO mais intensa relativa a IgG1. Os 

plasmas coletados 60 dias pós–tratamento mostraram diminuição na frequência dessa 

subclasse, nos dois grupos, porém assintomáticos esboçaram pequeno aumento na frequência 

da subclasse IgG3, enquanto em sintomáticos a frequência dessa subclasse diminuiu. 

Apesar do intenso reconhecimento desse antígeno, podemos observar com os dados 

obtidos que ter anticorpos que reconhecem o antígeno MSP119 não está associado, 

exclusivamente, a um perfil clínico assintomático, já que 80% dos pacientes sintomáticos e 

assintomáticos são positivos contra ele. Isso aponta para a alta imunogenicidade desse 

antígeno relacionada à presença do parasita. Porém, o discreto aumento da subclasse IgG3 

em assintomáticos, nos plasmas coletados 60 dias pós–tratamento, pode conferir proteção ao 

desenvolvimento de parasitemia nesses indivíduos. Como já citado acima, as análises 

estatísticas não associaram a resposta anti–MSP119 com o perfil assintomático e com o 

TUES. 

As proteínas MSP6 e MSP7 associam-se não-covalentemente à proteína MSP1 na 

superfície do merozoíto e esse complexo protéico é denominado de complexo MSP1 (106)  
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A proteína MSP7 é codificada por uma família multigênica presente no cromossomo 

13, responsável também pela expressão de 5 proteínas relativas a MSP7 (MSRPs). Apesar de 

evidências apontarem a transcrição dos 5 genes msrp, apenas a proteína MSRP2 foi 

detectada, porém, não na superfície dos merozoítos. Essa proteína sofre modificações pós–

traducionais e o fragmento de 25 kDa é solúvel e secretado no momento do egresso do 

parasita do interior do eritrócito (194). 

A proteína MSP7 sofre dois processos de clivagem, originado fragmentos de 20 e 33 

kDa, primeiramente, e de 22 kDa, secundariamente. O primeiro é anterior ao processamento 

primário da proteína MSP1 e ocorre em compartimento posterior ao complexo de Golgi. O 

segundo ocorre na superfície do merozoíto, na proteína acoplada a MSP1 e MSP6 (195). 

Evidências apontam a participação da enzima subtilisina 1–like (PfSUB1), responsável pelo 

shedding do complexo MSP1 da superfície do merozoíto, no processamento de MSRP2 

(196). A deleção do gene que codifica MSP7 não evidenciou letalidade, mas causou 

diminuição importante do crescimento do parasita (194, 197).  

O gene que codifica MSP6 apresenta 2 formas alélicas, 3D7 e K1, cujos produtos 

protéicos apresentam dimorfismo de tamanho pela inserção de 3 blocos de sequências na 

região central do alelo K1. O alelo 3D7 apresenta distribuição mundial, enquanto o alelo K1 

é restrito aos isolados do sudeste asiático. Os dois produtos protéicos sofrem modificações 

pós–traducionais, restando um fragmento de 36 kDa oriundo do alelo 3D7, acoplado à 

proteína MSP1, no momento do egresso do merozoíto do interior do eritrócito (151). Dados 

mais recentes apontam que as proteínas MSP3 e MSP6 fazem parte de uma mesma família de 

genes parálogos que compartilham um alto grau de conservação na região C–terminal. Os 6 

genes são expressos simultaneamente no mesmo ciclo e alvos de anticorpos envolvidos em 

citotoxicidade celular (158, 198). Existem evidências de reatividade cruzada entre MSP3 e 

MSP6, porém restrita a algumas sequências das regiões C–terminais (150). 

Anticorpos contra as regiões C--terminais de MSP6 e MSP7 são encontrados, em 

abundância, nos plasmas de indivíduos residentes em áreas endêmicas. Resultados obtidos 

em um estudo com uma população de crianças e adultos semi-imunes do sudeste do Vietnam 

apontam que anticorpos humanos, adquiridos naturalmente, reconhecem mais as regiões C-

terminais das proteínas MSP6 e MSP7, do que toda a extensão das mesmas (149). Porém, 

não foi evidenciado papel protetor contra o desenvolvimento de parasitemia por malária 

falciparum nesses indivíduos (149). Houve maior predomínio de anticorpos da classe IgG1 

para MSP6 e IgG3 para MSP7, porém não houve correlação entre ter anticorpos anti-MSP6 e 
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anti-MSP7 e proteção contra desenvolver parasitemia, durante os 6 meses de 

acompanhamento (149).  

A amplificação de uma única sequência do gene que codifica MSP7 em mais da 

metade dos isolados de Rondônia e o reconhecimento humoral do peptídeo expresso por mais 

da metade dos indivíduos da amostra corroboram os dados discutidos acima. A resposta 

imune anti–MSP7 também não foi associada com proteção contra o desenvolvimento de 

sintomas de malária, através das análises estatísticas realizadas. Não houve reconhecimento 

diferencial por sintomáticos e assintomáticos, porém, houve manutenção da resposta humoral 

ao longo do tempo na ausência da parasitemia. Ao contrário do encontrado no estudo 

realizado no Vietnam discutido acima, as subclasses mais prevalentes na resposta anti–MSP7 

foram IgG1 e IgG4, com maior prevalência da última entre assintomáticos e homogeneidade 

entre as duas entre sintomáticos. Os plasmas coletados 60 dias pós–tratamento apontaram 

diminuição de todas as subclasses, porém a subclasse IgG4 ainda manteve a prevalência.  

O peptídeo recombinante MSP6 foi reconhecido por apenas 20% dos sintomáticos e 

30% dos assintomáticos, sem diferença entre a intensidade de reconhecimento entre os dois 

grupos. A mesma tendência de manutenção da resposta ao longo do tempo, observada para 

MSP7, foi identificada para MSP6. Plasmas de assintomáticos, coletados 30 e 60 dias pós–

tratamento apontam a prevalência da subclasse de IgG4 e mais fracamente de IgG1.  

A disparidade entre os resultados das isotipagens mostrados com os plasmas de 

Rondônia e nos estudos citados acima pode evidenciar sequências nas regiões C–terminais, 

com propriedades diferentes de direcionamento da resposta humoral. Como já discutido 

anteriormente para o padrão de resposta anti–RO33 apresentado pelo plasma do indivíduo 

42, a existência de co–infecções por helmintos, direcionando a resposta humoral para o 

padrão Th2 deve ser considerada nessa população. A prevalência da subclasse IgG4 entre 

assintomáticos também pode ser considerada como um mecanismo adaptativo de controle da 

resposta inflamatória, adquirido por esse grupo.  

Roussilhon e colaboradores observaram em uma coorte com 203 crianças do Sudoeste 

do Senegal uma correlação significativa entre episódios clínicos de malária e carga 

parasitária de helmintos, principalmente ancilostomídeos, com diminuição de anticorpos 

citofílicos e aumento da subclasse IgG4 na resposta anti–MSP3 (199). O mesmo grupo 

observou em uma coorte com crianças do Madagascar um risco 2,5 vezes maior de episódios 

clínicos de malária em crianças infectadas com helmintos (150). Porém, os nossos dados 

diferem desses estudos. Os pacientes em que foi observado esse padrão de resposta são 

adultos e assintomáticos há um longo tempo. Como será mostrado adiante, esses indivíduos 
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apresentam um padrão de resposta Th1 anti–MSP3, semelhante aos adultos dos estudos 

citados acima. Dessa forma, a resposta contra os antígenos solúveis do complexo MSP1 pode 

realmente envolver um padrão de resposta humoral antiinflamatório em adultos 

assintomáticos, talvez mediado por co–infecções com helmintos e esse aspecto pode 

contribuir para a modulação da resposta imune.  

O gene PFL1385c é responsável pela expressão de MSP9, também conhecida como 

p101 (peptídeo de 101 kDa) ou ABRA (acid basic repeat antigen), devido a repetições de 

lisina (K) e ácido glutâmico (E) na sua porção C-terminal. A proteína é bastante conservada 

entre as espécies de Plasmodium nas quais foi caracterizada: falciparum, vivax, knowlesi e 

cynomolgi (200).  

Evidências apontam a ligação de regiões de MSP9 com a porção C-terminal de MSP1 

(MSP142 ou MSP119) e com a proteína banda 3 da superfície do eritrócito (107), 

anteriormente proposta como o receptor eritrocítico de MSP1 (201). A clivagem proteolítica 

da proteína banda 3 é necessária para o processo de invasão eritrocitária e a região N-

terminal de MSP9 possui atividade de quimiotripsina (202). Porém, parece haver também, a 

participação de outra protease nesse processo, Gp76, uma serinoprotease ancorada à 

membrana, via âncora de GPI (203).  

Ensaios in vitro demonstraram que anticorpos gerados a partir de imunizações de 

animais com peptídeos MSP9 recombinantes são capazes de inibir a invasão eritrocitária em 

mais de 90% (204). Não há estudos de reposta imune anti-MSP9 em humanos, em áreas 

endêmicas para malária. 

A porção N–terminal escolhida para ser amplificada codifica um peptídeo que contém 

epítopos para células T e B, de acordo com a base de dados IEDB. Apenas um alelo 

circulante de MSP9 foi encontrado nos isolados amplificados, a partir de infecções 

sintomáticas e assintomáticas. As amplificações foram positivas para cerca de 20 a 30% dos 

isolados utilizados no estudo.  

Houve reconhecimento diferencial do peptídeo expresso entre assintomáticos e 

sintomáticos, em frequência e intensidade de reconhecimento. Apenas 11% dos indivíduos 

sintomáticos reconheceram esse antígeno, apresentando valores de IR de 1–4,9, enquanto 

50% dos assintomáticos o reconheceram com valores de IR maiores que 80.  

A identificação das subclasses de IgG envolvidas na resposta humoral em pacientes 

assintomáticos aponta o predomínio de anticorpos da subclasse IgG1, mantidos ao longo do 

tempo na ausência de parasitemia. O plasma de um único indivíduo sintomático foi isotipado, 
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evidenciando a presença homogênea das subclasses IgG1 e IgG2, no plasma coletado no 

momento do episódio clínico. 

As análises estatísticas que mediram risco associaram a resposta contra MSP9 com 

proteção ao desenvolvimento de sintomas clínicos. Os indivíduos que reconhecem essa 

proteína possuem 8 vezes menos risco de apresentar sintomas de malária do que aqueles que 

não respondem.  

MSP9 recombinante oriunda de P. vivax e fusionada a GST foi utilizada para imunizar 

camundongos Balb/c, em um estudo. O fragmento expresso a partir da região N–terminal foi 

altamente imunogênico, gerando títulos de anticorpos de 1:800.000, com predomínio das 

subclasses IgG1, IgG2a e IgG2b. A presença de reatividade cruzada, entre esquizontes de P. 

vivax, P. knowlesi, P. cynomolgi e P. coatney foi observada, em todos os plasmas dos 

camundongos imunizados (27). Porém, nenhuma dessas regiões N–terminais possui qualquer 

identidade com a região N–terminal do gene PFL1385c, pelo Blast/n. 

Vale lembrar que o switching das subclasses IgG1 e IgG2b é estimulado por IL-4 e 

TGF-β, respectivamente e ambas as citocinas são produzidas por linfócitos Th2. Apenas a 

subclasse IgG2a é estimulada por IFN-γ, produzido por linfócitos Th1. Em camundongos, o 

reconhecimento de MSP9 de P. vivax estimulou mais uma resposta antiinflamatória do que 

pró-inflamatória. Porém, não foi observado esse mesmo aspecto com os plasmas dos 

pacientes do estudo no reconhecimento de MSP9 de P. falciparum, como visto acima.  

 

5.4 Proteínas MSP2, MSP4 e MSP5 

 

A glicoproteína MSP2 possui aproximadamente 43 kDa e está ligada à superfície do 

merozoíto através de âncora de GPI. Apresenta extremidades conservadas que flanqueiam 

regiões semiconservadas e regiões polimórficas centrais (127). Essa proteína, em diversos 

trabalhos publicados demonstra estar envolvida em proteção contra o desenvolvimento de 

doença malárica (184, 205). 

Infelizmente, não foi possível amplificar fragmentos de MSP2 em todos os isolados 

coletados. A partir de dados publicados de isolados de Ariquemes, Rondônia, depositados no 

GenBank, foi possível identificar os alelos dos fragmentos amplificados, a partir dos isolados 

daquele estudo (135). Os dois alelos descritos, FC27 e IC1, foram identificados nos isolados 

deste estudo. 
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Apesar de uma maior prevalência do alelo IC1 (77,27%) nos isolados amplificados da 

amostra, apenas na localidade de Vila Candelária foi observado o mesmo padrão de 

frequência alélica, destacando-se o variante IC1_XXX (60%). Nas localidades de Bate-Estaca 

e Santo Antônio os alelos apresentaram distribuição homogênea. Porém, na localidade de 

Engenho Velho, não foram identificados os alelos da família IC1.  

A maior prevalência da família alélica IC1 e um maior polimorfismo desse alelo foram 

observados entre isolados da Tanzânia e da Papua Nova Guiné (70). A associação entre 

múltiplas infecções clonais e alta endemicidade também foi observada nesse mesmo estudo. A 

maior prevalência do alelo IC1 também foi observada, em estudo recente, entre isolados do 

Malawi, Burkina Faso, Uganda, Tanzânia e São Tomé, coletados entre os anos 1996 e 2000 

(206). O intenso polimorfismo exibido pelos dois alelos pode explicar a pouca quantidade de 

isolados amplificados, assim como, a ausência da amplificação do alelo IC1 entre os isolados 

de Engenho Velho. No estudo realizado com isolados de Ariquemes (135), a maior parte da 

diversidade alélica observada foi atribuída a variações no interior das regiões repetitivas dos 

genes, não sendo identificadas sequências híbridas com os dois alelos. O mesmo fato foi 

observado entre os isolados das localidades estudadas. Não houve identificação dos dois 

alelos, a partir de gDNA de um único isolado, porém, houve a identificação dos dois variantes 

do alelo IC1 no mesmo isolado .  

A escassez de alelos identificados nos isolados do estudo dificultou avaliar a 

especificidade da reposta gerada, ou seja, o direcionamento da reposta para o alelo infectante. 

Apesar disso, verificamos que os alelos IC1 foram amplamente reconhecidos pelos plasmas 

dos pacientes, tanto sintomáticos quanto assintomáticos e que a maioria dos indivíduos que 

reconheceu um dos variantes IC1 também reconheceu o outro variante. O alelo FC27 foi o 

menos prevalente entre os isolados, o menos reconhecido pelos plasmas dos pacientes 

sintomáticos e assintomáticos e o que gerou valores de IR mais baixos. Não houve 

reconhecimento diferencial entre sintomáticos e assintomáticos para nenhum dos peptídeos 

expressos. A maior reatividade contra o peptídeo IC1_69 pode indicar o reconhecimento 

cruzado entre variantes dessa família alélica, não observado entre a família alélica FC27. Um 

estudo de coorte realizado com adultos da região do Acre encontrou resultados opostos aos 

nossos, com maior reconhecimento do alelo FC27 e com evidências de reconhecimento 

cruzado entre variantes desse alelo (207).  

A resposta humoral anti-IC1 foi mantida ao longo do tempo, com pequenas flutuações 

nos plasmas coletados 30 dias pós–tratamento. Porém, a reposta anti–FC27 não acompanhou 

o mesmo padrão. Resultado oposto a esse foi evidenciado no estudo com adultos do Acre, 
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citado acima. Os 5 peptídeos recombinantes utilizados no Acre não foram expressos a partir 

de isolados circulantes da região. Apenas dois peptídeos, um do alelo FC27 e outro do alelo 

IC1, foram expressos a partir de isolados da Amazônia Brasileira, porém não do Acre. Os 

outros 3 foram expressos a partir de isolados coletados na Papua Nova Guiné, em Uganda e 

em uma região do oeste Africano. A ausência de reatividade cruzada entre os variantes do 

alelo IC1 pode ser explicada pelo alto polimorfismo dessa família alélica e muito 

provavelmente, essas sequências não fazem parte do repertório de sequências da região do 

Acre. Porém, houve reatividade cruzada entre os peptídeos oriundos do alelo FC27 brasileiro 

e da Papua Nova Guiné, concordando com o menor polimorfismo dessa família alélica.  

Analisando a Tabela 15, percebemos que o reconhecimento simultâneo dos dois alelos 

ou variantes de IC1 é maior em assintomáticos do que em sintomáticos.  

Um trabalho prospectivo realizado com crianças da Gâmbia encontrou evidências de 

proteção clínica contra desenvolvimento de infecções sintomáticas, em crianças que 

apresentavam anticorpos IgG3 contra as duas famílias alélicas (205). Outro dado interessante 

encontrado com esse trabalho foi a associação de proteção contra malária sintomática em 

crianças que apresentavam anticorpos IgG3 contra MSP1 bloco 2 e MSP2. No estudo 

realizado com crianças do Quênia, a reposta de IgG/IgG3 contra MSP2 também foi associada 

com proteção para o desenvolvimento de episódios clínicos, porém não foi encontrada 

associação protetora entre anticorpos IgG3 específicos para um dos alelos e episódios clínicos 

de malária causados pelo alelo específico, em estudo subseqüente (184, 208)  

A prevalência de anticorpos das subclasses IgG3 e IgG1 foi observada nos plasmas 

dos indivíduos assintomáticos, com predomínio da primeira. Esse padrão foi mantido nos 

plasmas coletados 30 e 60 dias pós–tratamento. A presença de IgG4 foi identificada apenas 

nos plasmas coletados na presença de parasitemia.  

As análises estatísticas realizadas para quantificar a diminuição do risco de ter 

sintomas clínicos de malária associado ao reconhecimento ou à intensidade do 

reconhecimento de algum antígeno específico, não evidenciou a participação da resposta anti-

MSP2 nesse mecanismo, ao contrário dos estudos citados acima.  

Os genes de MSP4 e MSP5 possuem semelhanças nas suas estruturas, que sugerem 

uma origem comum entre os dois. Possivelmente, um evento de duplicação de um gene 

ancestral e posterior divergência dos dois, originou os atuais MSP4 e MSP5. Ambos possuem 

uma sequência sinal hidrofóbica, na região N–terminal, enquanto a região C–terminal é 

composta por uma âncora de GPI e 1 domínio EGF-like (157, 209).  
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Não há dimorfismo de tamanho entre os produtos protéicos expressos pelos dois 

genes, corroborando com a identificação de apenas um alelo circulante para MSP4 e MSP5, 

entre as sequências amplificadas nesse estudo. Análises comparativas envolvendo isolados de 

campo da Papua Nova Guiné e Tailândia e cepas de laboratório apontam para um baixo nível 

de polimorfismo presente nas diversas sequências de MSP4 estudadas (153) (152). A mesma 

ausência de diversidade foi observada para várias sequências de MSP5 oriundas de isolados 

com ampla distribuição geográfica (157). 

Evidências sugerem que o gene de MSP4 não está sob seleção positiva, ou seja, não 

apresenta diversidade na sua sequência, decorrente de tentativa de evasão do reconhecimento 

pelo sistema imunológico (152). Apesar da ausência de seleção positiva e da diversidade 

limitada de sequências diferentes do gene de MSP4, indivíduos semi-imunes residentes em 

áreas endêmicas para malária apresentam anticorpos que reconhecem proteínas MSP4 

recombinantes, podendo sugerir algum papel em resposta imune protetora (210). 

Camundongos imunizados com a proteína MSP4/5 de P. yoelii, homóloga a MSP4 de P. 

falciparum, ficaram protegidos quando desafiados de forma letal com P. yoelii e a proteção 

foi potencializada quando uma combinação de MSP4/5 de P. yoelii e domínios EGF-like da 

proteína MSP1 de P.yoelii foi utilizada (155, 156). 

O peptídeo recombinante expresso fusionado a GST (MSP4_GST) foi amplamente 

reconhecido pelos plasmas dos indivíduos sintomáticos e assintomáticos, porém indivíduos 

assintomáticos apresentaram resposta mais intensa do que os sintomáticos.  

A análise da longevidade da resposta revelou perpetuação da resposta humoral na 

ausência da parasitemia. A maioria dos plasmas utilizados nessa análise é oriunda de 

indivíduos assintomáticos e provavelmente, a reposta anti–MSP4 envolve a geração de LLPC. 

A alta resposta apresentada contra esse antígeno pelos indivíduos assintomáticos na presença 

da parasitemia, assim como a manutenção da resposta na ausência da parasitemia, pode ser 

indicativa de uma resposta protetora conferida pelos anticorpos que reconhecem MSP4. Por 

outro lado, também podem ser apenas a tradução da longa exposição prévia que esse grupo de 

indivíduos apresenta, como já discutido anteriormente.  

A identificação das subclasses de IgG nos plasmas reativos evidenciou a prevalência 

das subclasses IgG1 e IgG3, tanto nos plasmas dos indivíduos assintomáticos quanto nos 

plasmas dos sintomáticos, porém com inversão de valores entre os dois grupos, nos plasmas 

coletados na presença de parasitemia. Indivíduos assintomáticos apresentaram maior 

prevalência da subclasse IgG1, enquanto a maior prevalência nos plasmas dos sintomáticos 
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foi da subclasse IgG3. Porém, nos plasmas assintomáticos coletados 30 e 60 dias pós–

tratamento houve intensificação da resposta de IgG3. 

A análise estatística por regressão logística encontrou efeito protetor da reposta contra 

esse antígeno associado ao desenvolvimento do perfil assintomático, apenas no modelo 

univariado. Quando a resposta foi avaliada em associação às respostas contra outros 

antígenos, o efeito foi perdido. 

Resultados semelhantes foram obtidos em um estudo com indivíduos residentes de 

uma área de alta endemicidade do sudoeste do Vietnam (210). A amostra trabalhada foi 

composta por adolescentes e adultos e 8 peptídeos foram expressos em dois sistemas 

recombinantes diferentes, perfazendo toda a extensão da proteína. Houve amplo e intenso 

reconhecimento dos peptídeos pelos plasmas dos pacientes. A grande maioria dos plasmas 

reconheceu mais do que um dos peptídeos de cada sistema recombinante. As subclasses 

prevalentes envolvidas na resposta contra todos os peptídeos expressos foram, em ordem de 

frequência, IgG3 e IgG1. A frequência das subclasses também foi mantida ao longo do tempo. 

Não houve associação entre a intensidade da DO das subclasses e de IgG total e ausência de 

parasitemia, durante o acompanhamento posterior. Os mesmos resultados obtidos para 

MSP119 foram obtidos nesse grupo, tais como prevalência da subclasse IgG1 e não-associação 

entre presença e intensidade de anticorpos IgG/IgG1 e ausência de parasitemia, no 

acompanhamento posterior.  

Apesar da baixa amplificação de fragmentos do gene que codifica MSP5 em isolados 

oriundos de infecções assintomáticas, todos as sequências obtidas a partir de infecções 

sintomáticas e assintomáticas apresentaram identidade de 98% com sequências depositadas na 

base de dados GenBank, incluindo a sequência da cepa 3D7. Apesar disso houve maior 

frequência de reconhecimento do peptídeo expresso por plasmas dos indivíduos 

assintomáticos. Apenas dois indivíduos sintomáticos apresentaram resposta contra esse 

antígeno. Os plasmas coletados nos períodos posteriores ao tratamento mostraram 

perpetuação da reposta anti–MSP5 ao longo do tempo. Não houve identificação das 

subclasses de IgG envolvidas na reposta anti–MSP5, pois todos os plasmas reativos 

apresentaram IR menores de 10.  

As análises estatísticas de associação entre variáveis qualitativas e de quantificação de 

risco por regressão logística, apontam associação entre a reposta e a intensidade da resposta 

anti–MSP5 com menores chances de desenvolver sintomas de malária ou o perfil 

assintomático. As duas metodologias estimam um risco 9 vezes menor de desenvolver 

sintomas maláricos para os indivíduos que apresentam resposta anti–MSP5.  
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Apesar desse achado, o gene que codifica MSP5 foi passível de ser deletado, em uma 

linhagem de parasitas nocautes para ele, gerados através da metodologia de dupla 

recombinação homóloga (double cross over), seguida de seleção negativa e positiva, sem 

prejuízo na capacidade de invasão e crescimento desses parasitas (211). Em um estudo 

realizado na região da Papua, na Indonésia, plasmas de indivíduos sintomáticos e 

assintomáticos reconheceram o peptídeo expresso com a mesma intensidade de resposta, sem 

diferença nas proporções das subclasses preponderantes da resposta, IgG1 e IgG3. Houve 

diminuição da frequência das subclasses, ao longo do tempo, nos plasmas analisados, na 

ausência da parasitemia (212).  

 

5.5 Proteínas MSP3 e MP10 

 

O gene que codifica para essa proteína faz parte de uma família gênica que apresenta 8 

ORFs (open read frames) dispostas consecutivamente ao longo do cromossomo 10 (198). Seis 

dessas ORFs possuem regiões C–terminais semelhantes, entre elas, os genes que codificam 

MSP3, MSP6 e MSP11, que apresentam domínios ricos em ácido glutâmico e domínios 

leucine zipper–like nas regiões C-terminais (213, 214).  

A proteína associa-se a superfície do merozoíto, apesar de não ter uma região 

transmembrana ou uma sequência sinal para uma âncora de GPI. Assim como MSP6 associa-

se às proteínas MSP1 e MSP7, através de interações entre a região C–terminal e o complexo 

MSP1, o mesmo pode ocorrer com MSP3. Uma hipótese é de que essa associação seja através 

da interação dos domínios das regiões C–terminais com outra proteína de superfície e 

evidências apontam para a associação de MSP3 com MSP9, na superfície do merozoíto. 

Clones truncados na região leucine–zipper like de MSP3 não estão presentes no vacúolo 

parasitóforo e nem na superfície do merozoíto, o mesmo ocorrendo para MSP9 (214). Dois 

alelos do gene PF10_345 (K1 e 3D7) são encontrados e diferem pela região central 

polimórfica. A prevalência entre eles é bastante proporcional nas regiões central e oeste da 

África. Outro alelo de 350 pares de bases (pb) foi encontrado nas mesmas regiões, enquanto 

um alelo de 500 pb foi encontrado, apenas, em dois isolados da República dos Camarões 

(215). Apenas o alelo 3D7 foi encontrado nas sequências dos isolados do estudo, porém 

houve amplificação em apenas 18 dos 52 isolados de campo, com igual proporção entre 

isolados de infecções assintomáticas e sintomáticas. O mesmo alelo foi identificado no 
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isolado Africano, porém, dois isolados presentes anteriormente no laboratório e a cepa FCR3 

apresentaram amplificação do alelo K1. 

A proteína MSP3 possui um peso molecular em torno de 40 kDa. O mesmo trabalho 

que encontrou as 8 ORFs do cromossomo 10 (198) também evidenciou reatividade cruzada 

entre os representantes das ORFs, a partir de plasmas de camundongos imunizados com 

peptídeos recombinantes referentes aos diversos representantes da família MSP3.  

Alguns trabalhos associam essa proteína à geração de resposta imune protetora contra 

desenvolvimento de infecção malárica (115, 117, 118, 160, 216). Macacos Saimiri sciureus 

imunizados com uma formulação vacinal híbrida contendo a região N–terminal do antígeno 

GLURP (glutamic rich protein) e a região C–terminal de MSP3, juntamente com os 

adjuvantes de Freund ou Montanide ISA720, obtiveram proteção parcial ao desenvolvimento 

de parasitemia, associada a altos títulos de anticorpos (217). Há evidências da presença de 

anticorpos IgG3 anti-MSP3 em indivíduos residentes em área endêmica para malária e de que 

esses anticorpos tenham participação em mecanismos de citotoxicidade celular dependente de 

anticorpo. Há um grande interesse em se entender a resposta imune naturalmente adquirida 

contra esse antígeno, pensando em utilizá-lo em formulações vacinais (159, 160).  

O peptídeo MSP3_3D7 recombinante foi amplamente reconhecido pelos pacientes, 

tanto sintomáticos quanto assintomáticos, porém, sem reconhecimento diferencial na 

intensidade da resposta. Apesar da ausência de amplificação do alelo K1 entre os isolados, o 

antígeno MSP3_K1 foi reconhecido tanto por assintomáticos quanto por sintomáticos. Isso 

ocorreu em menor número comparado ao antígeno 3D7, mas também sem diferença na 

intensidade da resposta entre os grupos. Todos os indivíduos que reconheceram o antígeno K1 

também reconheceram o antígeno 3D7, sinalizando a possibilidade de reatividade cruzada 

entre os dois antígenos.  

As análises com os plasmas coletados 30 e 60 dias pós-tratamento mostrou diminuição 

da reposta anti–MSP3_3D7 e K1, na ausência da parasitemia. A identificação das subclasses 

envolvidas na resposta anti–MSP3_3D7 mostrou predomínio das subclasses IgG1 e IgG3 na 

resposta dos assintomáticos, com discreto predomínio da última subclasse. Os plasmas dos 

sintomáticos apresentaram apenas o predomínio da subclasse IgG1. A mesma diminuição 

observada com IgG total foi evidenciada entre as subclasses IgG1 e IgG3, nos plasmas 

coletados nos períodos posteriores, porém, o predomínio da subclasse IgG3 permaneceu para 

a maioria dos indivíduos assintomáticos.  

Apesar de todas as evidências com os estudos anteriormente citados do papel protetor 

dos anticorpos IgG/IgG3 anti–MSP3 no desenvolvimento de episódios clínicos e parasitemia 



 191 

por P. falciparum, não foi encontrado papel semelhante da reposta anti–MSP3 nos plasmas 

utilizados neste trabalho. O amplo e intenso reconhecimento do antígeno parece estar mais 

associado a exposição prévia do que com proteção. As análises estatísticas que quantificam 

risco não associaram a reposta anti–MSP3 com menores chances de apresentar sintomas ou 

com maiores chances para desenvolver um perfil assintomático. 

O gene PFF0995c (MSP10) codifica uma sequência sinal na extremidade 5’ seguida 

por duas regiões centrais com motivos repetitivos e com presença de inserções e deleções de 

sequências. A porção C–terminal possui dois domínios EGF-like na região da âncora de GPI 

e regiões polimórficas na extremidade 5’ (218). 

Evidências apontam um possível processamento da proteína em fragmentos de 80 e 

36 kDa, consecutivamente, assim como a presença da mesma nas superfícies dos trofozoítos, 

esquizontes e regiões apicais dos merozoítos (219). Há evidências que apontam para uma 

possível associação entre MSP10 e uma proteína de superfície do eritrócito de 50 kDa, assim 

como a participação de MSP10 no processo de invasão eritrocitária (220).  

A presença de duas sequências diferentes entre os isolados da amostra, com regiões de 

inserção e deleção de pares de bases, corrobora com os dados citados acima. A baixa 

amplificação de sequências entre os isolados da amostra pode ser explicada pela possível 

existência de deleções ou inserções nas regiões de hibridação dos pares de oligonucleotídeos. 

Apesar da baixa amplificação de sequências, os plasmas dos indivíduos apresentaram 

ampla reatividade contra os 3 peptídeos expressos, não havendo diferença entre frequência e 

intensidade de reconhecimento entre plasmas de indivíduos sintomáticos e assintomáticos. 

Embora a região amplificada não seja descrita como um epítopo imune, esses resultados 

demonstram o potencial imunogênico dessa proteína.  

O peptídeo expresso a partir da cepa 3D7 apresentou maior intensidade de 

reconhecimento pelos dois grupos clínicos do que os outros dois peptídeos. Esse fato pode ser 

explicado pela maior frequência de sequências semelhantes a da cepa 3D7 entre os isolados 

do estudo e evidencia a grande quantidade de epítopos comuns entre as 3 sequências. As 

análises da longevidade da resposta mostraram a perpetuação da reposta contra os peptídeos 

expressos, a partir do isolado 369 e da cepa 3D7. A resposta contra a sequência do isolado 17 

apresentou intensificação ao longo do tempo. 

O padrão das subclasses de IgG envolvidas na resposta contra os 3 peptídeos 

expressos possuem padrão semelhante. Sintomáticos apresentam predomínio de IgG1 para os 

3 peptídeos, enquanto assintomáticos apresentam prevalência das subclasses IgG1 e IgG2. Os 

plasmas dos assintomáticos dos períodos posteriores de coleta apresentam intensificação da 
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resposta de IgG2 e diminuição contínua da resposta de IgG1. A intensidade de ambas as 

subclasses contra os peptídeos 369 e 3D7 diminuíram nos plasmas do último período. 

Enquanto a extremidade N–terminal do peptídeo estimula provavelmente uma resposta 

essencialmente inflamatória, com padrão Th1 e presença de anticorpos citofílicos IgG1 em 

indivíduos sintomáticos, indivíduos assintomáticos apresentam padrão misto de resposta e 

efeito boosting da subclasse IgG2.  

Novamente encontramos a presença de anticorpos neutralizantes IgG2 ou IgG4 na 

resposta contra antígenos solúveis de malária, nos plasmas dos indivíduos assintomáticos, 

apontando para um padrão misto Th1 e Th2. O mesmo fenômeno foi observado, nos plasmas 

de alguns indivíduos assintomáticos, para os antígenos MSP1_bloco2, MSP6, MSP7 e 

MSP10. A aquisição desse padrão de resposta pode ser decorrente da exposição prévia, como 

também de um mecanismo adaptativo de controle dos sintomas de malária.  

 

5.6 Proteínas secretadas pelo complexo apical: AMA1, EBAs e MAEBL 

 

A proteína integral de membrana do tipo I AMA1 (apical membrane antigen 1), 

codificada pelo gene PF11_0344, é expressa nas fases de esporozoíto e merozoíto e apresenta 

papel fundamental nos processos de invasão do hepatócito e do eritrócito (86). AMA1 é 

bastante conservada entre as espécies de Plasmodium, assim como em outros parasitas do filo 

Apicomplexa. Tentativas de knockout do gene em Plasmodium (221) e Toxoplasma (222) 

não obtiveram sobreviventes, indicando um papel essencial dessa proteína nos dois 

organismos no processo de invasão celular. Um estudo recente em T. gondii e P. falciparum 

mostrou a associação conservada intra–espécies da proteína AMA1 com uma proteína 

secretada da região das róptrias (RON2-rhoptry neck protein), sendo essa etapa essencial 

para a invasão celular (223). A proteína RON2 faz parte do complexo protéico conhecido 

como Moving–Junction, que ancora o parasita na célula no momento da invasão.  

AMA1 apresenta uma estrutura composta por uma região N–terminal que sofre 

processamento, seguida de 3 domínios (MI, MII, MIII) que se caracterizam pela presença de 

resíduos de cisteína e ligações dissulfeto (163). A proteína precursora de 83 kDa sofre um 

primeiro processamento intra-celular, perdendo parte da região N-terminal, originando uma 

proteína de 66 kDa (224) Após essa etapa, a proteína processada é transferida da membrana 

das organelas celulares, micronemas, para a superfície dos merozoítos (225). Posteriormente, 

a proteína sofre novo processamento mediado pela enzima PfSUB2, uma serino protease, 
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também responsável pelo destacamento do complexo MSP1 da superfície do merozoíto. A 

proteína é destacada da superfície do merozoíto, na região que dista 29 aminoácidos da 

região transmembrana e atua na forma solúvel no processo de invasão celular (219).  

Evidências apontam que a fosforilação inicial da porção citoplasmática da proteína de 66 

kDa é crucial no processo de invasão eritrocitária (110), assim como a interação entre essa 

proteína e complexo de proteínas RON, sintetizadas nas róptrias e presentes também na 

superfície do merozoíto (223). Após a reorientação do pólo apical na superfície do eritrócito 

e a formação da zona de contato entre o merozoíto e o eritrócito, a interação entre AMA1 e o 

complexo RON promove uma sinalização para a secreção das róptrias, cujo conteúdo rico em 

lipídeos formará a membrana do vacúolo parasitóforo (111). 

As regiões dos domínios I, II e III, que se caracterizam pelas ligações dissulfeto, 

apresentam-se bastante polimórficas e acredita-se que estejam sob contínua seleção positiva, 

como tentativa de evasão do reconhecimento pelo sistema imune. Porém, um único anticorpo 

monoclonal foi capaz de inibir a invasão eritrocitária de várias cepas de P. falciparum e de P. 

reichenowi e acredita-se que o alvo desse anticorpo seja um epítopo conformacional formado 

pelos domínios I e II (226). Uma região hidrofóbica presente entre os domínios I e II foi 

identificada como possível região de ligação da proteína com a membrana do eritrócito. A 

existência de “loops” altamente polimórficos nos domínios I e II protege essa região 

hidrofóbica mais conservada do reconhecimento por anticorpos protetores (227). Um estudo 

realizado com indivíduos da Papua Nova Guiné verificou a presença de um alto nível de 

anticorpos contra todo o ectodomínio de AMA1, mas não contra os ectodomínios expressos 

separadamente, o que sugere fortemente a existência de epítopos conformacionais 

direcionando a resposta humoral (228). 

A amplificação de sequências de AMA1 em apenas 50% dos isolados da amostra com 

o primeiro par de oligonucleotídeos (AMA1-B) e de apenas 18%, com o segundo par 

(AMA1-A), evidencia o intenso polimorfismo das regiões escolhidas para serem 

amplificadas entre os isolados da amostra. Porém, todas as sequências amplificadas 

apresentaram mais de 95% de identidade com a sequência da cepa 3D7. Apesar disso, cerca 

de metade dos plasmas da amostra apresentaram reatividade contra os dois peptídeos, 

evidenciando epítopos comuns entre as diversas sequências de AMA1 entre os isolados da 

região. Isso pode sugerir a existência de um mecanismo de clonal imprinting, semelhante ao 

sugerido para o bloco 2 da proteína MSP1, para o qual um maior número de sequências 

protéicas polimórficas, não ocasiona aumento da diversidade de anticorpos, mas provoca 

boosting em anticorpos que reconhecem epítopos compartilhados. Não foram observadas 
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diferenças entre as frequências e intensidades de reconhecimento entre assintomáticos e 

sintomáticos e apenas 4 plasmas apresentam IR>10, mas somente contra o peptídeo AMA1-

B que contém os domínios I e II. Esses dados evidenciam que muito provavelmente, os 

anticorpos gerados contra AMA1 reconhecem epítopos conformacionais da proteína ou que o 

domínio II é mais imunogênico. Porém, foi observada perpetuação da resposta de IgG para 

AMA1-B e efeito boosting na resposta contra AMA1-A.  

Os plasmas reativos contra AMA1-B, submetidos à identificação das subclasses, não 

evidenciaram diferenças significativas entre a prevalência das subclasses. A subclasse IgG1 

apresentou os maiores valores de DO e houve intensificação da resposta de IgG1 em um dos 

plasmas analisados. 

Os estudos apresentados acima mostram claramente a importância dessa proteína para 

a sobrevivência do parasita no interior celular. Vários estudos também apontam o efeito 

protetor conferido pelos anticorpos que reconhecem essa proteína, no desenvolvimento de 

sintomas de malária ou parasitemia (8, 64, 184, 229), sendo um dos principais antígenos 

vacinais testados (8, 230, 231). Porém, as únicas evidências encontradas neste estudo, que 

sinalizam um papel protetor dos anticorpos anti–AMA1, são os achados da perpetuação da 

resposta de IgG ao longo do tempo e o envolvimento da subclasse citofílica IgG1. Essas 

evidências sugerem a participação de LLPC e de mecanismos de lise mediada por interações 

entre os anticorpos IgG1 e proteínas do sistema complemento e de citotoxicidade dependente 

de anticorpos.  

Porém, as análises estatísticas que quantificaram risco não encontraram associação 

entre a resposta anti–AMA1 e proteção ao desenvolvimento de sintomas ou em maiores 

chances de desenvolvimento do perfil assintomático. Muito provavelmente, a disparidade 

entre os dados encontrados seja decorrente da existência de epítopos conformacionais na 

sequência escolhida, necessários para o reconhecimento de anticorpos e não expressos 

corretamente no sistema recombinante procarioto.  

O gene PF11_0486, responsável pela expressão de MAEBL, está localizado no 

cromossomo 11 e possui uma estrutura composta por 5 éxons, bastante conservada entre todas 

as espécies de Plasmodium em que foi caracterizado. A busca por sequências semelhantes à 

sequência da cepa 3D7 na base de dados GenBank aponta identidade de 100 a 99% com 

sequências depositadas de isolados, 97% com P. reichenowi, 90% com P. knowlesi e 70% de 

identidade com sequências de parasitas murinos.  

A presença de splicing alternativo foi identificada para esse gene (232), assim como a 

expressão das duas isoformas de MAEBL em momentos distintos do ciclo biológico do 
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parasita. O splicing alternativo na extremidade 3’ gera 2 regiões codificadoras, uma para a 

isoforma secretada (ORF2) e outra para a isoforma com domínio transmembrana (ORF1) 

(233).  

A isoforma codificada pela ORF1 é homóloga às outras proteínas com domínios Duffy 

binding like de ligação ao eritrócito (EBAs), com semelhanças entre os domínios ricos em 

cisteína da região carboxiterminal (região VI, na Figura 47). Porém, os domínios ricos em 

cisteína da região aminoterminal assemelham-se mais aos domínios PAN da proteína AMA1. 

Se os domínios de ligação ao eritrócito são importantes para o contato entre o esporozoíto e as 

células da glândula salivar do mosquito, a importância da região citoplasmática da proteína no 

processo de invasão é evidenciada pela ausência e presença do parasita nesse local, em 

linhagens nocaute para ORF1 e ORF2, respectivamente (233).  

O merozoíto encontrado na fase eritrocítica apresenta a proteína distribuída na sua 

superfície, na porção final do complexo apical e nas róptrias. MAEBL apresenta co-

localização com as proteínas das róptrias RAP1 e RHOPH2, mas não com as proteínas dos 

micronemas, como EBA175 (112). Evidências apontam que anticorpos gerados em coelhos 

contra os domínios M1 e M2 da proteína conseguem inibir a invasão de hepatócitos por 

esporozoítos, in vitro (232). Peptídeos sintéticos contendo regiões dos domínios M1, M2 e 

regiões interdomínios conseguem inibir a invasão do eritrócito pelo merozoíto, in vitro, assim 

como interagem com uma proteína de 33 kDa da superfície do eritrócito (234). A resposta 

humoral de pacientes contra essa proteína nunca havia sido avaliada, anteriormente.  

A pequena quantidade de sequências amplificadas a partir dos isolados do estudo e a 

identificação de dois alelos circulantes diferentes confirmam o intenso polimorfismo 

documentado na base de dados PlasmoDB, da região escolhida para ser amplificada. Não 

foram amplificados fragmentos a partir de isolados de campo de infecções assintomáticas, o 

que pode sugerir, além da existência de alelos circulantes diferentes, a existência de alelos 

específicos para cada grupo clínico, contribuindo com expressões clínicas diferentes da 

doença.  

Essa sugestão é corroborada pela maior frequência de reconhecimento dos dois alelos 

expressos por indivíduos sintomáticos, embora a diferença não seja significativa entre os 

grupos clínicos. Porém, um dos alelos foi mais reconhecido do que o outro por ambos os 

grupos, tanto em frequência quanto em intensidade. Os plasmas utilizados para testar a 

longevidade da resposta são majoritariamente provenientes de indivíduos assintomáticos. 

Houve diminuição importante no número de plasmas reativos para os dois antígenos ao longo 
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do tempo nesse grupo, falando contra a existência de uma resposta de memória de longa 

duração.  

A existência de epítopos conformacionais nas sequências escolhidas, importantes para 

o reconhecimento por anticorpos, deve ser considerada novamente devido à grande 

similaridade dos domínios PAN de MAEBL e AMA1. Dessa forma, a identificação da 

importância do reconhecimento humoral dessa proteína no desenvolvimento do perfil 

assintomático ficou prejudicada.  

As proteínas EBA140, EBA175 e EBA181 são secretadas pelas organelas 

micronemas, presentes no pólo apical do merozoíto, no momento da invasão eritrocitária. A 

proteína EBA175 liga-se ao receptor eritrocítico glicoforina A, a proteína EBA140 liga-se à 

glicoforina C e a proteína EBA181 liga-se ao receptor W de eritrócitos. Essas interações 

ocorrem em uma via dependente de ácido siálico, presente nas glicoforinas (235, 236). 

A estrutura protéica das 3 proteínas é bastante semelhante. Evidências apontam que a 

região II (FI/FII) de EBA175 apresenta-se polimórfica devido à constante pressão 

imunológica, favorecendo a seleção positiva das eventuais mutações (237). Juntando o fato 

de EBA175 não ser deletável (238) com a capacidade dos anticorpos gerados contra a região 

II de inibirem a invasão, percebemos a importância da proteína na invasão do eritrócito.  

O polimorfismo encontrado na região II (FI/FII) da EBA140 não parece estar 

relacionado com a pressão exercida pelo sistema imunológico do hospedeiro, porém, pode 

estar relacionado com uma maior especificidade na ligação com o receptor do eritrócito 

(109). Alguns polimorfismos estão associados com fenótipos diferentes de ligação à 

glicoforina C entre várias cepas estudadas. A ausência de uma assinatura de seleção positiva 

na proteína EBA140 decorrente de pressão imunológica pode apontar para um surgimento 

mais recente dessa via de invasão, posterior à via de EBA175. A possibilidade de knockout 

desse gene, sem inviabilizar a sobrevida do parasita, colabora para essa observação (109). 

A deleção do éxon 3 do gene que codifica a glicoforina C está associada ao fenótipo 

sanguíneo Gerbich negativo. Esse fenótipo sanguíneo é visto com bastante frequência na 

Papua Nova Guiné, região hiperendêmica para malária. Essa alteração na glicoforina C 

impossibilita a ligação com EBA140. A ausência de invasão por essa via pode ser 

interpretada como um mecanismo natural de proteção contra malária (239).  

Anticorpos desenvolvidos por indivíduos voluntários de área não–endêmica para 

malária, após 3 sucessivas imunizações com uma formulação vacinal elaborada a partir da 

região F2 de EBA175, demonstraram-se eficazes em inibir o crescimento do parasita (240). 

Um estudo realizado com 206 crianças da Papua Nova Guiné identificou intenso 
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reconhecimento dos 3 antígenos associado a proteção contra episódios clínicos e alta 

parasitemia. As subclasses de IgG envolvidas na resposta foram predominantemente IgG1 e 

IgG3 com variações entre os antígenos, porém a presença de IgG3 foi mais associada com 

proteção (115). 

Estudos realizados com EBA181 apontam que o receptor eritrocítico para essa 

proteína é resistente a tripsina e sensível a quimiotripsina. Tentativas de knockout do gene 

que codifica EBA181 não demonstraram prejuízo na capacidade invasiva dos parasitas 

mutantes (110). Embora tenha sido evidenciado que os polimorfismos encontrados nos 

domínios F1/F2 de EBA140 e EBA181 podem alterar a especificidade de ligação ao receptor 

eritrocítico, o mesmo não foi observado em estudo posterior (109, 241).  

Embora a maior parte das amplificações das sequências dos 3 genes tenha sido obtida 

a partir de isolados de infecções sintomáticas, apenas um genótipo de cada um foi encontrado 

entre os gDNAs da amostra analisada. Não houve amplificação da sequência codificadora de 

EBA140 a partir do gDNA da cepa FCR3. Esses dados confirmam o intenso polimorfismo da 

região II como citado anteriormente e sugerem a possibilidade de genótipos diferentes 

circulantes com capacidades de virulência distintas, influenciando a expressão dos quadros 

clínicos.  

O envolvimento da reposta contra essas proteínas em proteção é sugerida pela maior 

frequência de reconhecimento dos 3 peptídeos expressos por plasmas de indivíduos 

assintomáticos e pela maior intensidade de reconhecimento do antígeno EBA175. Porém, só 

houve significância estatística entre os grupos clínicos na intensidade de reconhecimento de 

EBA175. Esses dados apontam que os indivíduos assintomáticos acumularam anticorpos ao 

longo do período de exposição que reconhecem epítopos comuns dos variantes de cada 

antígeno. Outro dado que aponta o envolvimento desses antígenos em proteção é a 

perpetuação da resposta humoral, ao longo do tempo, na ausência da parasitemia.  

A identificação das subclasses envolvidas na resposta anti-EBA175 corrobora os 

dados do estudo com crianças da Papua Nova Guiné (115) com predomínio das subclasses 

citofílicas IgG1 e IgG3 entre os assintomáticos e intensificação da frequência da subclasse 

IgG3 (efeito boosting) ao longo do tempo, na ausência da parasitemia. A análise por regressão 

logística da quantificação de risco ou proteção associado ao reconhecimento de EBA175 

encontrou efeito protetor conferido pelos anticorpos contra esse antígeno no desenvolvimento 

do perfil assintomático. Os indivíduos que reconhecem mais intensamente esse antígeno 

possuem 5,7 vezes mais chances de desenvolver o perfil assintomático do que os indivíduos 

que não respondem ou respondem com menor intensidade. 
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5.7 Considerações finais 

 

A realização desse trabalho, a fim de cumprir os objetivos propostos, exigiu um árduo 

esforço que começou nas etapas iniciais do trabalho de campo e estendeu-se por toda a 

bancada. Ao longo de 5 anos, além das técnicas aprendidas, um vasto conhecimento sobre o 

assunto estudado foi adquirido por mim, assim como o prazer pelo questionamento.  

Todas as etapas apresentaram dificuldades que foram sendo superadas ao longo do 

tempo. A confecção de pares de oligonucleotídeos para regiões gênicas tão polimórficas, a 

extração e amplificação de gDNA escasso presente nas parasitemias assintomáticas, a 

expressão de 35 peptídeos recombinantes, as inúmeras reações de ELISA realizadas, as 

coletas cíclicas de RNA das culturas de 3D7, e finalmente, a aprendizagem de algumas 

ferramentas de análise estatística, essenciais para analisar todos os dados obtidos.  

Além de gerar resultados extremamente importantes para a compreensão da resposta 

humoral desenvolvida por pacientes de uma área endêmica brasileira, vários antígenos 

expressos neste estudo nunca haviam sido expressos anteriormente, em sistema recombinante. 

Adicionalmente, a resposta humoral contra eles nunca havia sido testada a partir de plasmas 

humanos. Também, nunca havia sido testada a resposta humoral de pacientes de uma área 

endêmica brasileira, contra antígenos expressos pelos isolados de campo circulantes da 

mesma área.  

O esforço agora será concentrado em disponibilizar todo esse conhecimento em 

publicações, que com certeza, contribuirão para um maior entendimento dos assuntos 

abordados, neste estudo. Porém, novas perguntas foram geradas, principalmente envolvendo 

os mecanismos reguladores da expressão de genes surf, que serão respondidas por futuros 

trabalhos do laboratório.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONCLUSÕES 



 200 

1. O desenvolvimento de um perfil assintomático estável, como tradução de imunidade 

protetora, aparentemente necessita de uma exposição longa ao parasita. 

2. Antígenos SURFIN são fracamente imunogênicos e mais reconhecidos por indivíduos 

assintomáticos, possivelmente refletindo apenas um logo período de exposição ao 

parasita. 

3. Genes surf parecem ser sujeitos a controle transcricional diferenciado, já que houve 

mudança significativa da expressão de ao menos um gene surf, ao longo de 40 

reinvasões. 

4. Antígenos de merozoíto, de um modo geral, são altamente imunogênicos e geram, 

preferencialmente, um padrão de resposta humoral Th1, com presença preponderante 

de anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3. 

5. As respostas humorais contra os antígenos S 13.1, MSP9, MSP5 e EBA175 foram 

associadas com ausência de sintomas e desenvolvimento do perfil assintomático, 

sendo quantificadas as chances conferidas pelas respostas contra esses antígenos para 

esses defechos.  

6. A aquisição de anticorpos citofílicos da subclasse IgG3 contra MSP1_bl2_RO33, 

MSP119, MSP2, MSP3, MSP4 e EBA175 pode contribuir para o desenvolvimento do 

perfil assintomático. 

7. A modulação da resposta humoral pró–inflamatória para um padrão antiinflamatório, 

traduzida pela presença das subclasses IgG2 e IgG4, na resposta contra 

MSP1_bl2_RO33, MSP6, MSP7 e MSP10, pode contribuir para a atenuação dos 

sintomas clínicos de malária. 
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ANEXO A – Mapa das localidades 

 

Mapa das localidades do estudo por satélite.  

 

 As localidades Bate-Estaca, Engenho Velho, Santo Antônio e Vila Candelária são 

discriminadas no mapa. Nota-se a proximidade com o centro de Porto Velho.  

 Atualmente, essa região do Rio Madeira sofreu enormes transformações devido à 

construção das hidrelétricas do Rio Madeira, em Santo Antônio. O ponto destacado no estado 

de Rondônia corresponde às localidades do estudo visualizadas no mapa à esquerda. (168). 
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ANEXO B - Ficha para atendimento clínico 

 

Ficha de atendimento clínico. 

 

Registro:___/___                      data:___/___/___ 

 

Nome:_____________________________________________________________________ 

Endereço:__________________________________________________________________ 

Local de nascimento:_________________________________________________________ 

Procedência remota:_________________________________________________________ 

Tempo em Rondônia:_________________Tempo no endereço atual:_________________ 

Viagem nos últimos 30 dias:____________Local:__________________________________ 

Sexo:    F     M               Idade:________________Etnia:_____________ 

Ocupação principal:__________________Ocupação ocasional:______________________ 

 

Antecedentes pessoais: 

 

1. Malária 

S 

 

 

N N de Ep N de V N de F Última há 

quanto 

tempo? 

Tipo da 

última 

2. Dengue 

S 

 

 

N Tipo 

1    2    3    4 

Junto com malária? 

3. Hepatite 

S 

 

 

N Tipo 

A    B    C    D    E 

Junto com malária? 

4. Anemia  

S N 

 

 

Recebeu sangue? Por causa de malária? 

5. Gravidez 

G 

 

 

P A BPN PP Teve malária em 

alguma? 
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HPMA 

Data do início dos sintomas:_____/______/______ 

Intensidade dos sintomas: leve (+), moderado (++), intenso (+++) 

Sintomas Intensidade Sintomas Intensidade 

Febre  Náuseas  

Cefaléia  Vômitos  

Calafrios  Sudorese  

Mialgia  Cor da urina  

Artralgia  Prostração  

 

Algum outro sintoma?________________________________________________________ 

Idade na primeira malária:______Tipo:_______ 

Os sintomas da primeira malária, em relação a essa de agora, eram: 

(     ) mais fortes                                    (      ) iguais                                    (      ) menos fortes 

 

Exame físico: 

BEG        REG         MEG 

Temperatura axilar:_________                             Pulso: Fino     Amplo      Fraco       Forte 

PAS:________PAD:________(deitado) 

PAS:________ PAD: ________( em pé) 

Mucosas:  Corada/Descorada____/4+               Hidratada/Desidratada_____/4+ 

   Anictérica/Ictérica____/4+               Acianótica/Cianótica_______/4+ 

Popedêutica Cárdio-Pulmonar: 

FC:____FR:_____ 

Ausculta cardíaca:_____________________  Ausculta pulmonar:____________________ 

Propedêutica abdominal:_____________________________________________________ 

Fígado:_______________________________Baço:_________________________________ 

Petéquias:_____________________________Prova do laço:_________________________ 

Outros achados ou outros aparelhos:____________________________________________ 
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ANEXO C - Ficha de acompanhamento 

 

Ficha de acompanhamento de pacientes infectados por P. falciparum e sem sintomas. 

 

Nome do paciente:___________________________________________________________ 

Localidade:_________________________________________________________________ 

Data da coleta:______________________________________________________________ 

Sintomas na coleta?__________________________________________________________ 

Viajou nos últimos 15 dias?____________________________________________________ 

Para onde?_________________________________________________________________ 

 

Sintomas 
Dias de acompanhamento 

              

Febre 

 
              

Dor de cabeça 

 
              

Dor no corpo 

 
              

Vontade de 

vomitar 

 

              

Vômitos 

 
              

Diarréia 

 
              

Urina escura 

 
              

Temperatura 

 
              

Lâmina 

 
              

Resultado da 

lâmina (P ou 

N) 

              

 

Coloque X no quadradinho se o paciente apresentou o sintoma. Não se esqueça de 

marcar o dia em que você verificou. Se você colheu uma lâmina, marque um X no 

quadradinho. Não se esqueça de marcar se foi positiva (P) ou negativa (N) embaixo. 

Marque a temperatura como aparece no TERMÔMETRO. A TEMPERATURA 

DEVERÁ SER VERIFICADA EM TODA A VISITA. 

Qualquer dúvida ligue: 069-9952-9673 ou 069-3225-3304 

Dra. Márcia 
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ANEXO D - Termo de consentimento para maiores de 18 anos 
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Termo de consentimento para maiores de 18 anos (continuação). 
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ANEXO E - Termo de consentimento para menores de 18 anos 
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Termo de consentimento para menores de 18 anos (continuação).  

 

 




