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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

CARACTERIZAÇÃO DA DIVERSIDADE GENÉTICA DE AMOSTRAS CLÍNICAS DE 

Plasmodium falciparum ISOLADAS DE INDIVÍDUOS DE BARCELOS - AMAZONAS 

UTILIZANDO O GENE QUE CODIFICA PARA A PROTEÍNA DE SUPERFICIE DO 

MEROZOITA (msp2) 

 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL 

Monica Palma-Cuero 

INTRODUCÃO: A complexa diversidade genética do Plasmodium falciparum é em 
parte responsável pela evasão da resposta imune do hospedeiro, pelo surgimento 
da resistência aos fármacos e pela dificuldade no desenvolvimento de uma vacina 
anti-malárica eficaz. Estudos sobre a biologia deste parasito se concentram 
fundamentalmente em áreas holo e hiperendêmicas de malária na África 
subsaariana. Trabalhos realizados na região Amazônica, ainda são escassos no que 
se refere à diversidade genética de populações naturais de P. falciparum. Este 
estudo analisou a diversidade genética de P. falciparum isolados de indivíduos 
provenientes da região do médio rio Negro, Amazonas utilizando como alvo o gene 
que codifica para a proteína de superfície do merozoíta 2. METODOLOGIA: O 
estudo foi realizado em Barcelos, um município de alto risco epidemiológico para 
malária com uma média anual de 5.000 casos nos últimos cinco anos (IPA 
médio=156,4/1000). Foram avaliadas 79 amostras isoladas de indivíduos que 
apresentaram malária clínica ou infecção assintomática. Os DNAs genômicos 
extraídos foram submetidos à reação em cadeia da polimerase (PCR) para a 
confirmação do diagnóstico de infecção pelo P. falciparume em seguida foi feita uma 
PCR-nested, para amplificação da região do bloco 3 do gene msp2 para 
diferenciação das famílias alélicas (3D7 e FC27) e a diversidade intra-família foi 
observada após digestão com a enzima HinfI. RESULTADOS: Só foi encontrada a 
familia 3D7 nas amostras estudadas. Dois diferentes genótipos foram encontrados 
circulando na área, caracterizados pela combinação dos fragmentos 16 pb, 108 pb, 
349 (genotipo 1) e 16 pb, 108 pb, 400pb (genotipo 2). Foi observado que só dois 
indivíduos com malária clinica portavam os dois genótipos simultaneamente. Não 
foram encontradas diferenças estatisticamente significativas ao comparar a 
presença de genótipos com sexo, grupos de idade, área rural ou urbana, 
antecedentes de malária previa e o desfecho clinico dos indivíduos (p>0,05). 

CONCLUSÕES: O estudo do polimorfismo do gene msp2 tem se mostrado como 
uma ferramenta útil para o estudo da diversidade genética do P. falciparum. No 
município de Barcelos a diversidade genética desde parasito foi limitada mostrando 
só a presença de dois genótipos circulantes e em poucos casos uma multiplicidade 
da Infecção de dois parasitas simultáneamente.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

CHARACTERIZATION OF THE GENETIC DIVERSITY OF Plasmodium falciparum 

ISOLATED FROM CLINICAL SAMPLES OF INDIVIDUALS FROM BARCELOS- 

AMAZONAS USING THE GENE ENCODING THE MEROZOITE SURFACE PROTEIN   

(msp2) 

ABSTRACT 

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL) 

Monica Palma-Cuero 

INTRODUCTION: The complex genetic diversity of Plasmodium falciparum is partly 
responsible for the evasion of the host immune response, the emergence of drug 
resistance and the difficulty in developing an effective anti-malarial vaccine. Studies 
on the biology of this parasite are mainly concentrated in holo and hyperendemic 
malaria areas in sub-Saharan Africa. Research in the Amazon region, is scarce in 
relation to the genetic diversity of natural populations of P. falciparum. This study 
analyzed the genetic diversity of P. falciparum isolates from individuals of the Middle 
Rio Negro, Amazon in Brazil, using the gene coding for the merozoite surface protein 
2 (MSP2). METHODOLOGY: The study was conducted in Barcelos, a malaria high 
epidemiological risk municipality, with an annual average of 5,000 cases in the last 
five years (mean IPA = 156.4 / 1000). We evaluated 79 samples isolated from 
subjects presenting clinical malaria or asymptomatic infection. The extracted genomic 
DNA was subjected to polymerase chain reaction (PCR) to confirm the diagnosis of 
infection with P. falciparum. A PCR-nested was made for amplification of the gene 
msp2 block 3 region for differentiation of allelic families (3D7 and FC27); intrafamily 
diversity was observed after digestion with the enzyme HinfI. RESULTS: Only family 
3D7 was observed in the samples. Two different genotypes were found circulating in 
the area, characterized by the combination of fragments 16 bp, 108 bp, 349 
(genotype 1) and 16 bp, 108 bp, 400bp (genotype 2). It was observed that only two 
individuals with clinical malaria carried two genotypes simultaneously. No statistically 
significant differences were found when comparing the presence of genotypes with 
sex, age groups (p>0,05). Only two individuals carried out two different genotypes 
simultaneously (MOI). CONCLUSIONS: The study of polymorphism of the msp2 
gene has been shown to be a useful tool for the study of genetic diversity of P. 
falciparum. The genetic diversity and MOI is very limited in this area with the 
presence of only two circulating genotypes. 
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1 INTRODUÇÃO 

A malária é um problema de saúde pública relevante no planeta. No Brasil, 

no ano de 2014, foram registrados cerca de 143.549 casos da doença. Dos 

casos notificados em 2014, 99,5% aconteceram na Região Amazônica sendo 

causados principalmente pelo Plasmodium vivax, 83% (119.461 casos), 

seguido do Plasmodium falciparum responsável por 16% dos casos (22.365 

casos) (1). 

O P. falciparum (Welch, 1897) é a espécie que mais prevalece no planeta e 

o P. vivax é a de maior distribuição mundial sendo que é a mais prevalente fora 

do continente africano. O P. falciparum é responsável pela maior carga de 

malária grave que inclui a malária cerebral, anemia grave e outras 

apresentações clínicas, contribuindo com o maior número de mortes por essa 

doença no mundo (2). A epidemiologia da malária mostra uma considerável 

variação geográfica; as dificuldades na diferenciação de cepas em amostras de 

campo, anteriormente geravam obstáculos ao estudo das relações entre 

populações de Plasmodium e características epidemiológicas (3). Hoje os 

ensaios moleculares são uma ferramenta utilizada para estudar a diversidade 

genética de populações de P. falciparum em relação aos fatores de intensidade 

da transmissão, ao fenótipo da doença e a imunidade do hospedeiro (4). A 

utilização recente da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) tem 

contribuído para uma melhor compreensão da biologia do parasito (5,6). Genes 

polimórficos são utilizados como marcadores genéticos, proporcionando assim 

um meio para avaliar a composição das populações parasitárias. O 

entendimento da estrutura genética deste parasito é necessária para a 

compreensão da dinâmica das populações naturais. Resultados de pesquisas 

utilizando ensaios de PCR demostram que as populações de P. falciparum são 

altamente complexas (3). A grande diversidade do P. falciparum tem sido 

relacionada com diversos parâmetros epidemiológicos como a idade (7), 

hemoglobinopatias (8) e servido para distinguir efeitos sutis da vacinação sobre 

as populações de parasitos (9,10,(11)  

O P. falciparum é a mais virulenta das cinco espécies que causam malária 

em humanos. Estes parasitos da malária são geneticamente diversos em todas 
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as áreas e níveis de endemicidade (11). A complexa diversidade genética do P. 

falciparum é em parte responsável pela evasão da resposta imune do 

hospedeiro, pelo surgimento da resistência aos fármacos e pela dificuldade na 

descoberta de uma vacina anti-malárica eficaz (12,13). Estudos sobre a 

biologia deste parasito se concentram fundamentalmente em áreas holo e 

hiperendêmicas de malária na África subsaariana (14). Trabalhos realizados 

em áreas consideradas de baixa endemicidade, como por exemplo, na região 

Amazônica são limitados no que se refere a avaliação da diversidade genética 

de populações naturais de P. falciparum. Os estudos nas áreas com 

transmissão de malária têm utilizado as regiões polimórficas dos genes que 

codificam as proteínas de superfície do merozoíta 1 e 2 (msp1 e msp2) e a 

proteína rica em glutamato (glurp) como marcadores genéticos para determinar 

a diversidade genética, multiplicidade da infecção (MOI) e para avaliar o nível 

de transmissão da malária e a relação desses fatores com a aquisição da 

imunidade natural da doença (15,16). O gene msp2, alvo de nosso estudo, é 

um dos genes amplamente estudados como um dos principais candidatos 

vacinais para a malária. Esse gene codifica para uma glicoproteína polimórfica 

da membrana de superfície do merozoíto (17,18). O presente estudo propõe 

investigar a diversidade genética do gene msp2, que codifica uma proteína 

abundante da membrana de superfície do merozoíta do P. falciparum, em 

amostras de indivíduos do município de Barcelos, Amazonas, área altamente 

endêmica para malária, e com relatos de alta frequência de infecções 

assintomáticas (19,20). Este marcador permite a diferenciação dos genótipos 

responsáveis por casos graves da doença ou infecções assintomáticas, além 

de  detectar os genótipos de P. falciparum resistentes às drogas antimaláricas 

diferenciando as reinfeções das recrudescências (21). 
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2 MARCO TEÓRICO 

A malária é uma doença aguda e febril, causada por protozoários do 

gênero Plasmodium, que podem ser transmitidos aos seres humanos por meio 

da picada da fêmea do mosquito Anopheles, que são os vetores do parasito.  

Este mosquito pica principalmente entre o anoitecer e o amanhecer (22).   

Existem cinco espécies de parasitos que causam malária em seres humanos: 

Plasmodium falciparum (Welch 1897), Plasmodium vivax (Grassi & Filetti 

1890), Plasmodium malariae (Grassi & Filetti 1890), Plasmodium ovale 

(Stephens 1922) e nos últimos anos, casos de malária em humanos têm 

ocorrido no Sudeste Asiático pelo Plasmodium knowlesi (Knowles & Gupta 

1931), uma espécie de Plasmodium que causa malária em macacos mas que 

também pode infectar humanos em forma natural (23,24). O P. falciparum é a 

espécie mais prevalente em todo o mundo; O P.vivax tem uma ampla 

distribuição e é a espécie predominante fora do continente Africano; O P. ovale 

e P. malariae são transmitidos principalmente em áreas tropicais da África e 

algumas ilhas do Sudeste Asiático, enquanto que o P. knowlesi parece estar 

restrito ao Sudeste Asiático (25). 

2.1 Epidemiologia da Malária 

2.1.1 Malária: um problema de saúde pública no mundo 

 A transmissão da malária ocorre em todas as seis regiões geográficas 

da Organização Mundial da Saúde (OMS) sendo que cerca de 3,2 bilhões de 

pessoas em 97 países estão em risco de serem infectados e desenvolver a 

doença (Figura 2.1) (26) . De acordo com as últimas estimativas, 214 milhões 

de casos de malária ocorreram globalmente em 2015 produzindo 438.000 

mortes, o que representa uma diminuição na incidência de casos de malária e 

nas taxas de mortalidade de um 48% respectivamente desde o ano 2000. O 

fardo é mais pesado na região da África subsaariana , onde se estima que 90% 

de todas as mortes por malária ocorrem em crianças com menos de 5 anos, 

representando 78% de todas as mortes por malária no planeta (26). 
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Figura 2.1. Distribuição da malária no Mundo segundo Incidência Parasitária Anual 
(IPA). 
Fonte:(25)  

2.1.2 Malária no continente americano 

Nas Américas, cerca de 121 milhões de pessoas em 21 países estão 

sob risco de contrair malária; 20 milhões destas pessoas se encontram em 

áreas consideradas como de alto risco. Nesta região, o P. falciparum é 

responsável por menos de 30% dos casos globais de malária, embora essa 

proporção seja de mais de 50% na Guiana francesa e Guiana  e de quase 

100% na República Dominicana e Haiti (26). O número de casos de malária 

confirmados na região caiu de 1,2 milhões em 2000 para 390.000 casos em 

2014. Três países foram responsáveis por 77% dos casos nesse ano: Brasil 

(37%), Venezuela (23%) e Colômbia (17%). Os dados da Organização Mundial 

da Saúde (OMS) mostram que comparado com o ano de 2000, em 2014 foi 

observada uma redução maior de 75% na incidência de casos de malária 

microscopicamente confirmados em 15 dos 21 países em áreas com 

transmissão contínua. Esses países foram: Argentina, Belize, Estado 

Plurinacional da Bolívia, Brasil, Colômbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, 

Guatemala, Honduras, México, Nicarágua, Paraguai, Suriname e Guiana 

Francesa. Outros três países (República Dominicana, Panamá e Guiana) estão 

em bom caminho para uma redução de 50-75% na incidência de casos em 

2015. Peru tem projetado uma diminuição do 25% dos casos para o 2015. Em 

Venezuela foi relatado aumento no número de casos entre 2008 e 2014. Em 

2014 foram relatadas 79 mortes por malária no continente, um declínio de 80% 
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em comparação com o ano 2000; a metade dessas mortes foram registradas 

no Brasil (26). 

Quanto a eliminação da doença, a Argentina é um dos países com zero 

casos autóctones desde 2011, e iniciou o processo de certificação da 

eliminação da malária. Paraguai, também tem reportado zero casos autóctones 

desde 2012, e Costa Rica registrou zero casos autóctones no 2013 e um caso 

recente em 2014 (26). A finais do 2015, Brasil com o objetivo de combater a 

malária e acabar com a doença, lançou, o Plano de Eliminação da Malária no 

Brasil. A medida faz parte dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentável 

(ODS) lançados pela Organização das Nações Unidas (ONU) em substituição 

aos Objetivos do Milênio. A meta é a redução de pelo menos 90% dos casos 

até 2030, quando comparado com 2015 (27). Outros quatro países em fase de 

pré-eliminação relataram menos de 1.100 casos (Belize, Equador; El Salvador 

e México) no 2014. Dez países da América Central e do Caribe juntaram-se à 

iniciativa regional que tem como objetivo a eliminação da malária até 2020, 

com o apoio do Fundo Global de Combate à Aids, Tuberculose e Malária 

(Belize, Costa Rica, República Dominicana, El Salvador, Guatemala, Haiti, 

Honduras, México, Nicarágua e Panamá) (figura 2.2) (26). 
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Figura 2.2. Distribuição da malária nas Américas 
Fonte:(26)  

 

2.1.3 Malária no Brasil 

No fim do século XIX, a malária estava presente em quase todo o 

território brasileiro, especialmente na costa litorânea, com exceção de algumas 

áreas no sul do Brasil. A Amazônia e todo o planalto central foram afligidas por 

uma grande  epidemia no fim do século XIX durante o denominado “ciclo da 

borracha” quando este produto tornou-se  uma matéria prima preciosa que 

atraiu legiões de nordestinos que invadiram regiões inteiras da Amazônia (28). 

Estima-se que chegaram à Amazônia, mais de 200.000 nordestinos 

susceptíveis à doença; esta grande migração gerou a cultura do extrativismo 

seringalista e deu origem à primeira grande epidemia amazônica de malária 

(28,29). Na construção da estrada de ferro Madeira-Mamoré, iniciada em 1907 

para transportar a borracha extraída dos seringais bolivianos e do Acre, a 

malária afetou entre 50% a 80% dos trabalhadores caribenhos, brasileiros e 

bolivianos que trabalhavam nas obras. Esta epidemia foi testemunhada por 
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Oswaldo Cruz e Carlos Chagas que apoiaram as ações para o controle da 

doença (30,31). A partir destes eventos, a malária no Brasil seguia avançando 

no século XX, estando presente nas grandes capitais. Na cidade do Rio de 

Janeiro foi confirmada microscopicamente a presença de casos de malária 

provenientes da Ilha do Governador e até da Praça da República no centro 

carioca, os quais foram corroborados como casos autóctones do Rio o que 

indicava que a doença também estava presente na capital da República; o 

mesmo ocorreu no estado de São Paulo, particularmente nas cidades de 

Santos, Campinas e nos vales dos rios Piracicaba e Tietê. Em geral a malária 

estava em todas as capitais brasileiras, ocorrendo como uma doença endêmica 

em todo o país (28). Durante a segunda guerra mundial quando os japoneses 

ocuparam os seringais da Ásia tropical, o Brasil como país aliado recrutou 

nordestinos para trabalharem novamente nos seringais da Amazônia formando 

o “Exército da Borracha”. Essas pessoas recém chegadas eram susceptíveis à 

malária  e aconteceu uma nova epidemia da doença na Amazônia brasileira 

(30). 

Outra grande epidemia de malária no Brasil foi no final da década de 30 

no nordeste. Navios franceses, que faziam a rota postal França-Natal via 

Dakar, provavelmente trouxeram o transmissor da malária na África, O 

Anopheles gambiae. Considera-se que este foi um momento fundamental na 

institucionalização do combate à malária no país, originando pela primeira vez 

um serviço especificamente constituído para o controle da doença denominado 

“Serviço de Malária do Nordeste” (32). Um incrível trabalho de controle da 

malária foi gerado em todo o território nordestino juntando ações do estado 

brasileiro e a fundação Rockefeller, que já estava presente no país desde a 

década de 1910. Juntos, investiram US$ 350 mil em um exército de médicos e 

técnicos, experimentados no combate ao mosquito transmissor. A luta contra o 

A. gambiae foi vitoriosa. Foram eliminados todos os criadouros na região e 

controlada a grande epidemia da doença. Este importante sucesso na luta 

antimalárica foi conhecido mundialmente, marcando a história da malária ao 

introduzir na agenda sanitária internacional o debate sobre as possibilidades de 

erradicação da doença em uma perspectiva global (28,33). Depois da segunda 

guerra mundial, com a descoberta das propriedades inseticidas residuais do 
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DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano) e da Cloroquina como medicamento 

antimalarico, juntamente com medidas de saneamento ambiental, levaram a 

uma drástica redução da malária em países da Europa e de muitos países 

menos desenvolvidos incluído Brasil. Esta redução levou a criar por parte da 

OMS o Programa Global de Erradicação da Malária (PGEM), baseado em três 

princípios: combate ao mosquito por meio do DDT, melhoria das condições 

sanitárias gerais e tratamento dos pacientes.  O programa era bom, mas na 

prática não funcionou como se esperava. Na região amazônica, por exemplo, 

houve um incremento dos casos devido à colonização da região com as 

grandes migrações, a abertura de garimpos e diferentes atrativos econômicos 

que fizeram que a malária  retornasse como um grave problema de saúde 

pública (28,33). 

Hoje no Brasil a imensa maioria dos casos de malária se apresenta na 

região Amazônica, classificada como área endêmica para a doença e que está 

conformada pelos estados de Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato 

Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins (34). Uma série de  fatores 

condicionantes e determinantes  favorecem a disseminação e manutenção da 

malária tais como: fatores biológicos (presença de alta densidade de mosquitos 

vetores, populações migrantes altamente suscetíveis), fatores geográficos 

(baixa altitude, altas temperaturas, altas taxas de precipitação, vegetação, 

inúmeros criadouros naturais), assim como fatores ecológicos (desmatamento) 

e fatores sociais (condições precárias de vida e de trabalho) (35). 

No ano 2014, o número de casos de malária registrados no Brasil foi de 

143.549, sendo que 99,5% ocorreram na região amazônica (Figura 2.3). O P. 

vivax foi responsável por 119.461 (83%) casos e o P. falciparum por 22.365 

(16%) casos (1) (Figura 2.4). Apesar das poucas notificações na região extra-

amazônica, a doença não pode ser negligenciada, pois se observa uma 

letalidade mais elevada que na área endêmica (34). 
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Figura 2.3. Mapa do risco da malária por municipio de infecção, Brasil,2014. 
Fonte:(1)  

 

 

Figura 2.4. Casos de malária na região amazônica, 2003-2014, por espécie parasitária 
e IPA. 
Fonte:(1)  

2.2 Classificação epidemiológica da malária 

Dada a diversidade e a complexidade da epidemiologia da malária nas 

diferentes áreas onde se apresenta a doença, existem diversas formas de 
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classificar a endemicidade segundo a intensidade de transmissão, da 

estabilidade e da estratificação epidemiológica de risco. 

2.2.1 Intensidade da transmissão 

Essa classificação é mais usada nos países africanos. Tendo como base 

a esplenomegalia presente entre todas as crianças entre 2 e 9 anos numa área 

determinada, a doença pode ser classificada segundo o percentual  de 

esplenomegalia encontrada (36). A intensidade da transmissão se classifica 

conforme ao descrito no quadro 2.1. 

 

Quadro 2.1. Classificação segundo a intensidade da transmissão 

Intensidade da Transmissão Descrição

Malária Holoendêmica

Quando mais de 75% das crianças entre 2 e

9 anos tem o baço palpável e o percentual

nos adultos é baixo.

Malária Hiperendêmica

Quando entre 50 e 75% das crianças tem o

baço aumentado e o índice esplênico nos

adultos também é elevado.

Malária Mesoendêmica
Quando entre 11 e 50% das crianças entre 2

e 9 anos tem esplenomegalia

Malária Hipoendêmica
Quando menos de 10% das crianças tem

esplenomegalia.
 

2.2.2 Estabilidade da transmissão 

Essa classificação foi proposta por MacDonald em 1957 dividindo as 

áreas em estáveis e instavéis segundo a intensidade da transmissão. O 

desenvolvimento da imunidade é um fator importante para definir essa 

intensidade. 

Malária estável  

São as áreas de malária onde se tem uma alta taxa de transmissão do 

Plasmodium sp. e as pessoas estão frequentemente expostas aos vetores 
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assegurando o desenvolvimento de imunidade contra a doença. Crianças 

menores de 2 anos são mais susceptíveis e apresentam maior risco de 

adoecer e morrer por malária devido à baixa imunidade.  Nestas áreas os 

indivíduos adultos geralmente são assintomáticos ou oligossintomáticos, com 

baixas parasitemias, pelo fato de sofrerem constantes picadas do inseto vetor, 

desenvolvendo, assim, imunidade clínica; os vetores são bem adaptados e é 

raro encontrar mosquitos livres de infecção (37). 

 Malária instável 

As áreas de malária instável se caracterizam pela baixa transmissão, 

sendo que a incidência varia de mês para mês e de ano para ano, de acordo 

com as condições climáticas do local. Essas áreas ocorrem em locais onde o 

mosquito não pica o homem frequentemente. Pode ocorrer a presença de 

anofelinismo sem malária. Ocorrem surtos epidêmicos estacionais que podem 

ser de grandes proporções se são favorecidos pelas condições climáticas. O 

grau de imunidade da população destas áreas é muito variável. As populações 

de áreas instáveis demoram para adquirir imunidade, as crianças são 

dificilmente infectadas e a maior incidência de malária ocorre em indivíduos 

adultos.  As epidemias de malária geralmente ocorrem nestas áreas (37). 

2.2.3 Estratificação epidemiológica de risco da malária 

A Organização Mundial da Saúde (OMS), estabeleceu uma 

estratificação epidemiológica de risco baseada em áreas de alto, médio, baixo 

e sem risco de transmissão de malária, tendo como referência a Incidência 

Parasitária Anual (IPA), uma medida que é calculada dividindo o número de 

casos de malária num ano e local determinado, pela população em risco desta 

região, para o mesmo período de tempo por cada 1000 pessoas. No Brasil, as 

áreas são divididas em:  

Alto risco (IPA ≥ 50) 

Médio risco (IPA ≥ 10 e < 50) 

Baixo risco (IPA > 1 e < 10) 

sem risco: (IPA < 1) (38) 
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Nos últimos informes mundiais da malária (2013, 2014) a OMS classificou 

como áreas de alto risco epidemiológico aquelas com uma IPA maior ou igual a 

um caso por mil habitantes. Isso provavelmente pensando na eliminação da 

doença em certos contextos. 

2.3 Malária no município de Barcelos 

O município de Barcelos possui uma população de 25.718 habitantes 

(39). As primeiras informações de malária neste município foram feitas no 

começo do século XX por Oswaldo Cruz em sua viagem pelo Vale do 

Amazonas, no qual ele referia que quase todas as crianças examinadas 

apresentavam esplenomegalia palpável indicando que esta era uma área 

hiperendêmica para malária (40). 

Nos últimos anos, o município de Barcelos apresentou uma média anual 

de 5.000 casos e uma Incidência Parasitária Anual Média (IPAm) de 156,4 

casos por 1000 habitantes (1) sendo classificado como de alto risco 

epidemiológico,  variando desde 70,9 casos por 1000 habitantes em 2004 até 

264,4 em 2006 (Figura 2.5). No ano 2012 houve uma diminuição no número de 

casos apresentando uma IPA de 83,4 mas,  em 2014 foi detectado um 

aumento de casos com uma IPA de 141,6 casos por 1000 habitantes (1). 

Um estudo realizado no ano 2000 na sede do município, classificou a 

cidade como uma  área hipoendêmica com predomínio de infecção por P. vivax 

(41); em  2005, outro estudo no Parque Nacional do Jaú, uma área de 

agricultura familiar mostrou a presença de áreas de malária estável com e 

infecção assintomática por Plasmodium sp (20). Em 2007, outro trabalho 

analisando a epidemiologia local da malária em uma área de extrativismo 

vegetal da piaçaba no rio Padauiri no médio rio Negro, foi identificada a 

sazonalidade da endemia com tendência a ocorrência de mais casos no início 

e no final do período das chuvas; esse estudo também observou a presença de 

infecção plasmodial assintomática que foi mais frequente no período da 

estação seca (42). 
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Figura 2.5. Casos de malária no município de Barcelos período 2003-2014 por espécie 
parasitária 

Fonte:(1). 

2.4 Ciclo biológico do Plasmodium sp. 

O ciclo do parasito causador da malária se desenvolve no hospedeiro 

vertebrado e no hospedeiro invertebrado (figura 2.6). 

2.4.1 Ciclo no hospedeiro vertebrado 

No hospedeiro vertebrado ocorrem duas fases do ciclo de vida do 

Plasmodium: a fase exoeritrocítica e a fase eritrocítica. A fase exoeritrocítica 

inicia com a picada das fêmeas infectadas de mosquitos do gênero Anopheles 

transmissores do parasito da malária humana; a fêmea inocula os esporozoítas 

alojados em suas glândulas salivares no tecido subcutâneo do hospedeiro 

vertebrado. Inoculados na corrente sanguínea, os esporozoítas chegam aos 

hepatócitos aproximadamente entre 30 a 60 minutos. No hepatócito o parasito 

inicia a reprodução assexuada (esquizogônica o ciclo exo-eritrocitico) que dura 

cerca de 7-9 dias dependendo da espécie parasitária, formando uma célula 

multinucleada chamada esquizonte que por sua vez dará origem a 

aproximadamente 1.800-40.000 merozoítas (segundo a espécie parasitária). 

Ao final de 8 a 15 dias, o hepatócito parasitado rompe-se liberando milhares de 

merozoítas na corrente sanguínea. Nas infeções pelo P. vivax e P. ovale são 

formados nos hepatócitos formas dormentes chamadas hipnozoítas, que 

meses depois da infecção podem se reativar e originar as recaídas da doença. 
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A fase eritrocítica ocorre quando os merozoítas entram na corrente sanguínea 

invadem os eritrócitos onde ocorre uma nova esquizogônia que produz 

esquizontes maduros com 8 a 32 núcleos que dão origem ao mesmo número 

de merozoítas. O ciclo varia entre 24 e 72 horas, segundo a espécie, 

culminando com a ruptura do eritrócito e liberação dos merozoítas. A liberação 

massiva de merozoítas juntamente com outras substancias tóxicas é a 

responsável pelos episódios febris e os sintomas característicos da malária. Os 

merozoítas livres podem invadir novos eritrócitos e manter o ciclo 

transformando-se em trofozoítas e posteriormente em esquizontes; por causas 

ainda não bem descritas alguns merozoítas podem se diferenciar em formas de 

reprodução sexuada chamadas gametócitos sendo as formas infectantes para 

o mosquito vetor (38) . 

 

2.4.2 Ciclo no vetor (Esporogonia) 

Os gametócitos absorvidos durante o repasto sanguíneo do mosquito, 

amadurecem em gametas masculinos e femininos, cuja fusão forma um zigoto 

no intestino médio do vetor. Este se transforma em um estágio móvel de 

oocineto que penetra a parede do intestino do mosquito e origina um oocisto. 

Estes estádios são os únicos em fase diplóide dos plasmódios. No interior do 

oocisto ocorre uma divisão meiótica seguida de várias divisões mitóticas 

resultando na formação de esporozoítas. A ruptura do oocisto gera a liberação 

de milhares de esporozoítas eventualmente infecciosos, que migram para as 

glândulas salivares. Este ciclo no mosquito dura entre 10 e 17 dias e depende 

de uma série de fatores bióticos e abióticos (13,43). 
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Figura 2.6. Ciclo biológico do parasito da malária. 
Fonte:(44)  
 

2.5 Infecção assintomática 

A infecção plasmodial assintomática se define como a presença de  

plasmodios no sangue, na ausência de sintomas, sendo prevalente em áreas 

altamente endêmicas (45,46). Os primeiros casos de infecção assintomática 

pelo Plasmodium foram descritos pelo cientista Roberth Koch no ano 1900 em 

indivíduos de Papua Nova Guinea. Este estado clínico tem sido, de longa data 

motivo de preocupação particularmente em pesquisadores da África e do 

Sudeste Asiático (47). No Brasil tem se reportado presença de infecções 

assintomáticas  em diferentes localidades (19,20,48,49). As consequências 

clínicas da infecção assintomática podem variar em diferentes contextos 

epidemiológicos e tanto sua patogenia quanto sua epidemiologia não são ainda 

totalmente compreendidos. Geralmente assume-se que, em áreas endêmicas a 

parasitemia assintomática está envolvida no desenvolvimento de uma 

imunidade parcial (50) podendo chegar a proteger contra a doença clínica (51). 
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Entretanto, umas das consequências mais importantes da infecção 

assintomática é a presença de reservatórios de gametócitos, que perpetua a 

propagação da infecção, o que geralmente ocorre através da picada de 

mosquitos do gênero Anopheles (52,53). 

2.6 Diversidade genética do Plasmodium falciparum 

O genoma nuclear do P. falciparum é composto de 23 megabases 

distribuído entre 14 cromossomos com aproximadamente 5.300 genes 

codificantes (54). Globalmente as populações parasitarias do P. falciparum 

mostram uma grande diversidade fenotípica e genotípica (55), permitindo aos 

parasitos a evasão da resposta imune, aos medicamentos antimaláricos, às 

vacinas e às estratégias de controle vetorial. Um único indivíduo pode ser 

infectado por múltiplos clones geneticamente diversos (56). 

O principal mecanismo para a geração da diversidade alélica no P. 

falciparum é a recombinação meiótica que acontece no mosquito Anopheles, a 

qual se acredita que depende da intensidade da transmissão, sugerindo que 

frequentes eventos de recombinação entre alelos geram novos alelos em áreas 

de alta transmissão (56,57). Este processo meiótico é importante na geração 

da diversidade em organismos eucariotas (58). Uma série de estudos 

longitudinais estabeleceu uma correlação entre intensidade da transmissão e a 

diversidade genética (59,60). Em áreas hiperendêmicas, os indivíduos 

frequentemente possuem mais de um clone, favorecendo eventos de 

recombinação genética no vetor, o que gera maior diversidade. Essas áreas 

são diferentes das áreas de baixa endemicidade onde as populações de 

parasitos experimentam níveis significativos de endogamia, gerando menor 

diversidade genética (61). Além da intensidade da transmissão outros fatores 

como a pressão seletiva do uso de medicamentos antimaláricos e vacinas 

podem influenciar de forma importante na diversidade genética do parasito 

(61). 
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2.7 Multiplicidade da Infecção 

A multiplicidade da infecção (MOI) é o número de diferentes genótipos de 

P. falciparum que infectam simultaneamente um mesmo indivíduo. Em áreas 

endêmicas de malária, a MOI pode ser um indicador importante do nível de 

transmissão da doença, tendo em conta que os dados sugerem que a média do 

número de clones de parasitos num indivíduo se correlaciona com o nível de 

transmissão (58,62). 

A MOI também pode ser um indicador do estado imune. Em áreas que 

apresentam transmissão estável de malária a MOI se incrementa conforme o 

desenvolvimento da imunidade. Em crianças assintomáticas sugere-se que a 

MOI indica aquisição de imunidade (63) e também influencia o risco de 

subsequentes ataques de malária. Vários estudos tem mostrado associação 

inversa (64,65), entre a MOI e os ataques de malária, enquanto outros tem 

mostrado uma correlação positiva entre a MOI e a malária clínica. Entretanto, o 

papel da MOI no desenvolvimento da imunidade frente à malária não está 

claramente definida. Estudos de epidemiologia molecular realizados em Papua 

Nova Guinea (66), Senegal (7), Tanzania (9), Sudan (62) e Guinea Ecuatorial 

(67) tem mostrado que as diferencias na MOI são dependentes da idade. Esta 

dependência é interpretada como um reflexo da imunidade específica 

antiparasitária (7). A idade na qual a imunidade efetiva é adquirida varia 

dependendo da intensidade da transmissão, portanto a idade que a MOI 

máxima é observada varia entre as diferentes áreas endêmicas da malária. Os 

genes utilizados como marcadores moleculares para o estudo da diversidade e 

da MOI do P.falciparum codificam para proteínas antigênicas da membrana do 

merozoíto. Os genes mais utilizados são: msp1 e msp2 que codificam para as 

Proteínas de Superfície do Merozoíto 1 e 2 (MSP1 e MSP2 do inglês Merozoite 

surface Protein ) e o glurp que codifica para a Proteína Rica em Glutamato 

(GLURP do inglês Glutamate Rich Protein) (68). 
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2.8 Aquisição da Imunidade ao Plasmodium falciparum 

A diversidade genética tem um papel muito importante na aquisição 

natural da imunidade à malária. Em indivíduos que moram em áreas 

endêmicas, a imunidade ao P. falciparum é adquirida como resultado da 

exposição natural a multiplas infecções ao longo dos anos. Em áreas holo e 

hiperendemicas, o desenvolvimento da imunidade desenvolve-se numa idade 

mais jovem que em áreas onde a intensidade da transmissão é menor (57). Em 

muitas regiões endêmicas, a presença de parasitos no sangue não é sinônimo 

de doença. Portadores assintomáticos apresentam imunidade adquirida clínica 

e uma parcial imunidade anti-parasitaria que pode ser observada em até 90% 

dos indivíduos em algumas áreas holoendêmicas, como se tem demonstrado 

por técnicas de detecção altamente sensíveis, tais como a reação em cadeia 

da polimerasa PCR (45). 

2.9 Diversidade Genética do gene que codifica à Proteína de 

Superfície do Merozoíta 2 (msp2) 

O gene msp2 é composto por 5 blocos, sendo o bloco central o mais 

polimórfico (69). A proteína MSP2 também é conhecida como Antígeno de 

Superfície do Merozoíta (MSA-2). É uma proteína abundante da superfície do 

merozoíta do P. falciparum, estágio do parasito que invade os glóbulos 

vermelhos durante a fase de infecção sanguínea. A função específica da MSP2 

não está totalmente definida; parece ter um papel essencial no estado de 

invasão na corrente sanguínea e é retida na superfície do merozoíta durante a 

invasão sendo degradada logo depois que esta seja completada (70). Existem 

evidências que sugerem que a msp2 seja um alvo potencial da imunidade 

protetora frente ao P. falciparum (71,72). 

Os anticorpos contra a MSP2 possui relação com  o fator de proteção à 

malária em estudos prospectivos longitudinais (72,73), com a fagocitose 

mediada por opsonização dos merozoítas e  a inibição celular dependente de 

anticorpos da replicação na fase sanguínea (74–76). A proteína MSP2 é 

altamente polimórfica, está ancorada na superfície do merozoíta, e codifica 

para o gene msp2. O gene msp2 se caracteriza pela presença de domínios 
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conservados N e C terminal que flanqueiam uma região central variável, que 

contém sequências repetitivas em tandem (77,78). Dividindo-se em duas 

famílias alélicas 3D7 e FC27, que se diferenciam nas repetições e nas 

sequências variáveis que as flanqueiam (figura 2.7) (77,79,80). De fato a 

variabilidade de sequência dentro das famílias alélicas estão limitadas às 

regiões repetitivas e algumas pequenas regiões de heterogeneidade dentro das 

regiões que flanqueiam (21). 

 

Figura 2.5 Representação esquemática da estrutura primaria das duas famílias 
alélicas do gene msp2 

As regiões conservadas em N - e C terminal estão em azul, enquanto a região central 
específica do alelo está composta por repetições polimórficas (verde) e sequencias no 
repetitivas (rosa) assim como regiões dimórficas (amarelo), que diferem entre famílias 
alélicas pois estão conservadas dentro de cada família. 

Fonte:(21). 

 

A MSP2 é candidata para ser incluída em uma vacina para malária (81), 

sendo que o alelo 3D7 foi um dos componentes da vacina de sub-unidade que 

mostrou uma redução significativa nas densidades do parasito num ensaio 

clinico feito em Papua Nova Guinea (82). 

Foi feita revisão sistemática utilizando o motor de busca de livre acesso 

pubmed sobre os estudos de diversidade genética e multiplicidade da infecção 

feitos até o momento nas Américas utilizando o gene que codifica para a 

proteína de superfície do Merozoíta 2; os achados estão descritos no quadro 

abaixo. 

Quadro 2.2 Estudos de Diversidade Genética e Multiplicidade da Infecção utilizando o 
gene msp2 no P. falciparum nas Américas. 
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Pais Ano Autores # Amostras Localidade de estudo % Alélos 3D7 pb Alélos 

% Alélos 

FC27 pb Alélos Hibridos MOI

27 Ariquemes  (RO) 55% 580-620 45% 500-540-560 Não 

33 Porto velho (RO) 48% 580-620 52% 500-540-560 Não 

2001
Hoofman  E.H, 

Ferreri ra  M. 
113

Ariquemes, Guajarámirim 

e outras  loca l idades  (RO)
NR 9 Alélos NR 10 Alélos Não 1.08

2003
Sal lenave-Sa les  P, 

M.G. Sa l i s
104 Peixoto Azevedo (MT) 42% ( 64) 620 58% (90) 520-500-600 Não NR

1991
Snewin va lerie A, 

Socrates  Herrera.
13

Amostras  da  Colombia  

(Choco, Buenaventura, 

Bagre, Cordoba, Guaviare 

Dagua, Cisneros , Tumaco, 

Guapi  )

54% (7) NR 46% ( 6) NR 2H NR

Turbo 0
Zaragoza 10% 368 2 H

2010  Barrera  M. 81

Urabá Bajo

Cauca-Alto

Sinú,

Orinoquia

y

Amazônia

96.5% (78) NR 4.9% (4) NR 1H NR

HONDURAS 1999

Haddad.D,Klavs  

Berzins . 33 Tocoa e Truji l lo Honduras 12 500 29 400-450 8H NR

GUIANA FRANCESA 1999

Ariey Frederey, 

Thierry Fandeur 77

Guiana Francesa 76% 870 24% 760 6H 1.17

88.1% (37) 535

7.1% (3) 523

1.3

COLÔMBIA

2002 L.Montol la , S. Bla i r 100 80%

500 (85%)e 

(15%) 550
0

BRASIL

2000

Sal lenave-Sa les  P, 

M. F. Ferreira-da-

cruz

Maestre A, Cadona 

Fonseca J.
224

Uraba (turbo 95 e Necocle 

41) Bajo cauca (El  bagre 

75, Zaragoza 13)* 91% das  

amostras  ampl i ficaram

2013 91%

350 Não

0 Não 0.027

VENEZUELA 2002 Tami  A, D.C.Warhurs 43

Rio Padamo região 

Amazônica  sul  da  

Venezuela

Não  teve 

presença 

de 

multiplas  

infecções  4.8%(2)

(47%)480  

(41% )  540 NR

 

Em uma revisão de estudos publicados realizado no período de 1991 a 2013 

nas Américas, se encontraram dez trabalhos utilizando o polimorfismo do 

gene msp2 para a análise da diversidade genética do P. falciparum (Quadro 

2.2). Foi demostrada a circulação simultânea de dois a cinco genótipos nas 

diferentes regiões: no caso do Brasil foram achados cinco genótipos no estado 

de Rondônia e quatro no estado de Mato Grosso; na Colômbia, Guiana 

Francesa e Venezuela foi registrada a presença de dois genótipos, e em 

Honduras três genótipos. Os estudos feitos com isolados do Brasil e Venezuela 

evidenciaram a ausência de híbridos. Até agora a maior MOI encontrada foi de 

1,3 no estudo feito no estado de Rondônia (Quadro 2.2). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 Segundo as estimativas da OMS, no ano 2013 foram registrados 198 

milhões de casos de malária no mundo (26). O P. falciparum é responsável 

pelo maior número de mortes sendo o parasito que causa a malária mais grave 

(26). É necessário o desenvolvimento de meios eficientes de controle do P. 

falciparum em áreas  nas quais há risco de infecção por esse parasito (83). A 

Informação sobre a natureza e a extensão da variabilidade genética do P. 

falciparum é essencial para compreender o mecanismo subjacente à patologia 

da malária, à aquisição de imunidade, à disseminação de resistência aos 

fármacos, às condições de transmissão e ao desenvolvimento de vacinas 

contra o parasito (84,85). Estudos na África subsaariana, onde a malária é 

altamente endêmica, têm revelado alta variabilidade na sequência das 

proteínas de superfície do merozoíta MSP1, MSP2 e na proteína GLURP, os 

marcadores mais frequêntemente utilizados para estudos de diversidade 

genética (86). No Brasil há poucos estudos de diversidade genética do P. 

falciparum e embora esse parasito não seja o principal agente infeccioso 

causador da malária no país, essa caracterização é necessária tendo como 

perspectiva a implementação de novas estratégias para o controle 

especialmente neste momento em que o Ministério da Saúde está investindo 

na eliminação do P. falciparum no país. 

 O município de Barcelos no estado do Amazonas é considerado como 

de alto risco epidemiológico para malária. Nos últimos dez anos, a incidência 

parasitária anual (IPA) variou entre 70,9 e 264,4 casos por mil habitantes, com 

uma média anual de 130,0 ± 59,7 casos por 1000 habitantes. Desses, 22,1% 

foram causados pelo P. falciparum, parasito que sempre é notificado nesse 

município especialmente em áreas de difícil acesso. Contudo, não se conhece 

a diversidade genética nem a MOI deste parasito na região. Por esse motivo, 

esses estudos são necessários para conhecer o perfil de genótipos circulantes 

das populações de parasitos existentes e definir medidas de controle. O 

presente estudo pretende realizar uma análise molecular retrospectiva de 

amostras coletadas em diversos estudos pelo Laboratório de Doenças 

Parasitárias no município de Barcelos, avaliando o perfil populacional das 
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amostras clínicas de indivíduos com infecção assintomática e malária clínica 

pelo P. falciparum usando o gene que codifica para a MSP2. Essa proposta faz 

parte da Política de Vigilância Epidemiológica da Resistência aos Antimaláricos 

do Ministério da Saúde e da Organização Pan-americana da Saúde e vá ao 

encontro do fortalecimento da capacidade de resposta rápida de saúde pública 

para a eliminação da doença em algumas áreas do país. 
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4 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a diversidade genética do P. falciparum em isolados clínicos de 

indivíduos provenientes da região do médio rio Negro Amazonas, utilizando 

como alvo o gene msp2 que codifica para a Proteína de Superfície do 

Merozoíta 2. 

4.1. Específicos 

 Determinar o número de diferentes genótipos circulantes em populações 

naturais de P. falciparum na área de estudo. 

 Avaliar a presença de infecções múltiplas por P. falciparum em isolados 

clínicos de indivíduos provenientes da região do médio Rio Negro 

Amazonas 

 Determinar se existe associação entre a diversidade genética e a 

presença de infecções múltiplas do P. falciparum com o desfecho clínico 

dos indivíduos infectados. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1. Área de estudo 

O município de Barcelos tem uma população aproximada de 25.718 

habitantes e uma area de 122.451 km², está situado ao norte do estado do 

Amazonas, no médio Rio Negro fazendo fronteira com os municípios de Santa 

Isabel do Rio Negro ao oeste, Novo Airão ao sudeste, Marãa ao sudoeste, com 

o estado de Roraima ao leste e com a Venezuela ao Norte (20) (Figura 5.1). A 

sede municipal está situada na margem direita do Rio Negro e dista 390 km em 

linha reta e 496 km por via fluvial da capital do estado de Amazonas (Manaus). 

É uma área de alto risco epidemiológico para malária. 

É uma floresta tropical úmida com temperaturas máximas de 31,7ºC, 

temperatura média anual de 28ºC, e média pluviométrica anual superior a 

2.800 milímetros. Esta região se caracteriza pela sazonalidade das chuvas. A 

estação chuvosa inicia nos meses de março e abril, chegando ao seu nível 

máximo nos meses de julho e agosto. A estação seca tem início no mês de 

outubro e vai até março; a umidade relativa do ar é alta, mantendo uma média 

anual de 89%, podendo aumentar durante a noite a quase 100% conforme as 

mudanças de temperaturas (87). Barcelos é banhada pelos rios Negro, 

Padauiri, Unini, Jufaris, Jurubaxi, Aracá, Caurés e Demeni, em cujas margens 

encontram-se as principais localidades do município. 

 

Figura 5.1. Mapa do estado do Amazonas com destaque para o Município de 
Barcelos. 
Fonte:(42)  
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5.2.Aspectos éticos 

Esta pesquisa faz parte de um projeto maior, denominado Estudos da 

malária em áreas de alta e baixa morbidade no médio e alto Rio Negro, Estado 

do Amazonas e novas estratégias de controle. Este projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética da Fundação Oswaldo Cruz sob o número 157/02 (Anexo 1). 

Esse projeto, que começou em 2003 incorporava uma parte sobre estudos 

genéticos que não foi realizada na época; entretanto as amostras estavam 

armazenadas no laboratório. Antes de iniciar o recrutamento dos indivíduos, 

estes foram devidamente informados sobre os objetivos do estudo, assim como 

seus direitos como participantes de pesquisa. Somente após esclarecê-los 

totalmente e com a assinatura do TCLE foi iniciado o recrutamento dos 

indivíduos. Em caso de crianças e adolescentes com menos de 18 anos, o 

consentimento foi solicitado aos responsáveis, os quais assinaram o TCLE 

(Anexo 2). 

Embora as amostras foram coletadas anteriormente é importante ressaltar 

como foi oprocesso de recrutamento dos participantes. 

5.2.1 Desenho do estudo 

As amostras foram coletadas em um estudo observacional descritivo; os 

indivíduos foram abordados de duas formas diferentes: 

5.2.1.1 Busca Passiva 

Uma equipe ficou no posto de saúde da Secretaria de Saúde Municipal 

de Barcelos esperando os indivíduos com sintomas de malária que foram 

atendidos. Todas as pessoas com resultado positivo na gota espessa para 

Plasmodium falciparum foram abordados para ser recrutados no estudo. 

5.2.1.2 Busca Ativa 

Foi feito um rastreamento domiciliar. Estudos seccionais foram 

realizados no município de Barcelos, usando uma amostragem aleatória 

sistemática entre os habitantes dos bairros peri-urbanos do município e da área 
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rural. Esses estudos seccionais pretendiam detectar portadores de infecção 

assintomática para P. falciparum. 

Em todos os casos foi aplicado um questionário individual que visava 

obter informações demográficas, história pregressa de malária, data da última 

malária, espécie parasitária, etc. Funcionários da Gerência de endemias do 

município coletaram exames de gota espessa usando os protocolos 

padronizados do Ministério de Saúde. As amostras foram coletadas no período 

de 2002-2007 e pertencem a projetos do laboratório de Doenças Parasitarias. 

5.2.2. Critérios de Inclusão e exclusão 

Inclusão: foram considerados todas as pessoas maiores de um ano 

infectadas pelo P. falciparum, sintomáticos ou assintomáticos e que 

concordaram participar da pesquisa. 

Exclusão: Indivíduos infectados que não residiam na área de estudo. 

5.2.3. Definição de casos 

5.2.3.1. Caso de malária por P. falciparum 

Definido como toda pessoa com exame de gota espessa positiva para o 

P. falciparum e com sintomas clínicos associados à doença. Uma vez 

coletadas as informações e as amostras biológicas todos esses pacientes 

foram tratados usando os esquemas preconizados pelo Programa Nacional de 

Prevenção e Controle da Malária (PNCM). Não houve necessidade de re-

tratamento ou mudança de esquema terapêutico em nenhum dos indivíduos do 

estudo. 

5.2.3.2. Caso de infecção assintomática 

Definido como todos os indivíduos positivos para infecção plasmodial na 

gota espessa e/ou na PCR, sem ter apresentado sintomas da doença 30 dias 

antes e 30 dias depois de coletadas as amostras biológicas e sem ter tomado 

medicamentos antimaláricos nem antibióticos no mesmo período. Essas são as 
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definições usadas pelo Grupo Brasileiro de consenso em estudos de infecção 

plasmodial assintomática (42) 

5.2.4.  Amostras 

Para este estudo foram selecionadas 79 amostras coletadas em tubos 

vacutainer® com EDTA guardados em freezer a -20ºC. Estas amostras 

pertenciam a indivíduos diagnosticados com infecção pelo P. falciparum (Gota 

espessa e PCR), posteriormente as amostras foram sometidos a extração de 

DNA e realização de provas moleculares.  

5.2.5. Extração de DNA genômico 

A extração de DNA genômico foi feita a partir de 300 µl de sangue total, 

usando o kit comercial QIAamp® (QIAGEN). Foram adicionados 20 µl de 

proteinase K em tubo de microcentrífuga de 1,5 ml com 300 µl de sangue; se 

adicionaram 200 µl de solução de lise de células, misturando bem por 15 

segundos e se incubou a 56°C por 10 minutos para lisar os glóbulos vermelhos. 

Se adicionaram 200 µl de Etanol (96-100%) ao tubo que continha o lisado, 

misturando bem por 15 segundos; foi transferido o conteúdo dos tubos para 

uma mini-coluna usando uma micropipeta; fechou-se a tampa da coluna e se 

centrifugou por um minuto a 6.000 xg (8000 rpm); Descartou-se o 

sobrenadante (que passou pela coluna), se colocou a mini-coluna em um novo 

tubo; foi feita  a primeira lavagem da coluna adicionando-se 500 µl de tampão 

AW1 e centrifugando por 1 minuto à 6.000xg (8000 rpm), descartando 

posteriormente o sobrenadante; foi feita a segunda lavagem da coluna 

adicionando-se 500 µl de tampão AW2, centrifugando à 20.000xg (14000rpm) 

por 3 minutos descartando novamente o sobrenadante. A coluna se transfiriu 

para um tubo novo e se eluiu o DNA adicionando-se 200 µl do tampão AE, 

incubou-se por 1 minuto a temperatura ambiente; foi centrifugado por 1 minuto 

a 6.000xg (8000 rpm); se descartou a coluna e o DNA eluído foi armazenado à 

-20°C para posterior realização dos experimentos de PCR diagnóstico e 

genotipagem. 
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5.2.6. PCR para diagnóstico molecular de Plasmodium sp. 

Os DNAs extraídos foram inicialmente submetidos à PCR para a 

confirmação do diagnóstico de infecção pelo P. falciparum. A técnica baseia-se 

no protocolo previamente descrito por Snounou com algumas modificações  

(88). Foi realizada uma primeira amplificação para a identificação de um 

fragmento gênero-específico seguido de uma segunda amplificação de um 

fragmento espécie-específico (Nested PCR). Não se realizou eletroforese entre 

a primeira e segunda PCR para evitar a contaminação. 

Quadro 5.1. Iniciadores da primeira PCR para diagnóstico do Plasmodium sp. 

Iniciadores Sequencia 

rPlu5 5’CTTGTTGTTGCCTTAAACTTC3’

rPlu6 5’TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG3’

Iniciadores Primeira Reação  

 

Quadro 5.2. Mistura de reagentes da primeira PCR para diagnóstico do Plasmodium 
sp. 

 

Mix PCR Nested Diagnóstico-Primeira Reação 

Reagente Concentração/25 µl Volume(µl) 

Tampão10x(Invitrogen®) 1x 2,5 µl 

MgCl2 50 mM (Invitrogen®) 1,5 Mm 1,0 µl 

dNTP 10 Mm 0,12 mM 1,5 µl 

Iniciador Plu5 10 µM 5pmol 0,6 µl 

Iniciador Plu6 10 µM 5pmol 0,6 µl 

Taq (Invitrogen®) 5U/ul 0,5 U 0,1 µl 

DNA 10-50ng 3 µl 

H2O   15,7 µl 

                                                     Volume final 25 µl 
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Quadro 5.3. Perfil térmico da primeira reação de PCR para o diagnóstico do 
Plasmodium sp. 

Perfil Térmico Primeira Reação Plasmodium sp 

 Temperatura Tempo Ciclo 

Desnaturação inicial 95°C 5 min 1 

Desnaturação 94°C 1 min  

Anelamento 58°C 2 min 25 

Extensão 72°C 2 min  

Extensão final 72°C 5 min 1 

 4°C   

 

Quadro 5.4. Iniciadores da segunda reação de PCR diagnostica espécie-específica 
para Plasmodium sp. 

Iniciadores Segunda Reação PCR Diagnostica Espécie Especifica 

Iniciadores Sequencia 

P. falciparum 

rFAL1: 5’ TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT3’ 

rFAL2: 5’ACACAATG-AACTCAATCATGACTACCCGTC-3 

 

Quadro 5.5. Mistura de reagentes da segunda reação de PCR nested para diagnóstico 

espécie-específica. 

Mix PCR Nested Diagnóstico Espécie Especifica 

Reagente Concentração/25 µl Volume(µl) 

Tampão10x (Invitrogen®) 1x 2,5 µl 

MgCl 250mM (Invitrogen®) 1,5 mM 1 µl 

dNTP mix 10Mm 0,12 mM 1,5 µl 

Iniciador Fal1 10mM 240 mM 0,6 µl 

Iniciador Fal2 10mM 240 mM 0,6 µl 

Taq (Invitrogen®) 5U/ml 0,5 U 0,1 µl 
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Produto da primeira PCR  1 µl 

H2O  17,7µl 

Volume final 25 µl 

 

Quadro 5.6. Perfil térmico da segunda reação de PCR para diagnóstico espécie- 
especifica de Plasmodium sp. 

Perfil Térmico Segunda Reação Espécie Especifica 

 Temperatura Tempo Ciclos 

Desnaturação inicial 95°C 5 min 1 

Desnaturação 94°C 1 min  

Anelamento 65°C 2 min 30 

Extensão 72°C 2 min  

Extensão final 72°C 5 min 1 

 4°C   

5.2.7. Genotipagem de P. falciparum baseado na proteína de 

Superfície do Merozoíta (MSP2) 

As amostras confirmadas com diagnóstico de infecção pelo P. falciparum 

foram sometidas a uma PCR-Nested para amplificação do bloco 3 do gene 

msp2, baseado no protocolo e iniciadores descritos por Snounou e 

colaboradores 1999, amplificando 702 pb (3). Foram feitas duas reações 

separadas usando pares de iniciadores específicos que amplificaram o 

fragmento do mesmo gene a partir da região semi-conservada para identificar 

as duas famílias alélicas 3D7 e FC27. Para a família 3D7 foi realizada diluição 

1:10 do produto amplificado da primeira reação para continuar com o nested. O 

mesmo perfil térmico foi utilizado nas duas reações de PCR. 

Quadro 5.7. Iniciadores da primeira reação de PCR para amplificação do gene msp2 

Iniciadores Primeira Reação msp2 

Iniciadores Sequencia 

M2-OF 5’-ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATTATA-3’ 

M2-OR 5’- CTTTGTTACCATC GGTACATTCTT-3’ 
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Quadro 5.8. Mistura de reagentes da primeira PCR para a amplificação do gene msp2 

Mix PCR Nested Diagnóstico-Primeira Reação 

Reagente Concentração/25 µl Volume(µl) 

Tampão10x(Invitrogen®) 1x 2,5 µl 

MgCl2 50 mM (Invitrogen®) 2 mM 1,0 µl 

dNTP 10 Mm 0,12 mM 1,6 µl 

Iniciador OF10 mM 5pmol 1,25 µl 

Iniciador OR10 mM 5pmol 1,25µl 

Taq (Invitrogen®) 5U/ul 0,5 U 0,1 µl 

DNA 10-50ng 3 µl 

H2O  14,3 µl 

Volume final 25 µl 

 

Quadro 5.9.Perfil térmico da primeira reação de PCR para a amplificação do gene 
msp2 

 

 

 

 

Perfil térmico primeira e Segunda reação msp2 

 Temperatura Tempo Ciclos 

Desnaturação inicial 95°C 5 min 1 

Desnaturação 94°C 1 min 

24 Anelamento 58°C 2 min 

Extensão 72°C 2 min 

Extensão final 72°C 5 min  

 4°C   
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Quadro 5.10. Iniciadores da segunda reação de PCR para discriminação das famílias 

alélicas 

Iniciadores Segunda Reação msp2 

Iniciadores Sequência 

Família IC3D7 

M2-ICF 5’-AGAAGTATGGCAGAAAGTAACCTCTACT-3’ 

M2-ICR 5’-GATTGTAATTCGGGGGATTCAGTTTGTTCG-3’ 

Família FC27 

M2-FCF 5’-AATACTAAGAGTGTAGGTGCARATGCTCCA-3’ 

M2-FCR 5’-TTTTATTTG GTGCATTGCCAGAACTTGAAC-3’ 

 

Quadro 5.11. Mistura de reagentes da PCR Nested para a amplificação do gene msp2 

Mix PCR Nested msp2 Segunda Reação 

Reagente Concentração/25 µl Volume(µl) 

Tampão10x(Invitrogen®) 1x 2,5 µl 

MgCl2 50 mM (Invitrogen®) 1,5 mM 1,0 µl 

dNTP 10 Mm 0,12 mM 1,6 µl 

Iniciador M2-ICF - M2-FCF 0,025 mM 1,25 µl 

Iniciador M2-ICR/ M2-FCR 0,025 mM 1,25 µl 

Taq (Invitrogen®) 5U/ul 0,5 U 0,1 µl 

Produto da primeira PCR  1 µl 

H2O  16,3 µl 

Volume final 25 µl 

 

Cinco µl de cada produto da segunda PCR foram submetidos á 

eletroforese em géis de agarose de 2,5 % em tampão TBE 0,5x sob corrente 

de 90V. Os produtos de PCR foram visualizados com brometo de etídio através 

de transiluminador UV. As imagens dos géis foram obtidas através do 

programa QuantityOne para confirmação da amplificação. Foi utilizado controle 

positivo de amostras africanas para avaliar a família alélica FC27. 
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5.2.8. Polimorfismos dos tamanhos dos fragmentos de 

restrição- RFLP 

Os produtos do nested PCR das famílias alélicas foram digeridos 

utilizando a enzima HinfI segundo o protocolo de Felger 1999 (89). Foi feito 

uma mistura dos reagentes (quadro 5.12), a digestão foi feita durante toda a 

noite à 37°C. Posteriormente os produtos digeridos foram submetidos à 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, usando espaçadores de 1 mm. Os 

produtos da digestão foram corados com brometo de etídio e visualisados em 

luz UV. Os tamanhos dos fragmentos foram estimados por comparação com o 

marcador de 100 pb. 

Quadro 5.12. Mistura de reagentes da reação de RFLP 

Mistura RFLP 

Reagente Concentração/25 µl Volume(µl) 

Tampão10x(Invitrogen®) 1x 2,0 µl 

HinfI (Invitrogen®) 10U/ul 1,0 U 0,1 µl 

Produto da nested PCR  10 µl 

H2O  7,9 µl 

Volume final 20 µl 

 

A figura 5.2. Mostra um esquema do fragmento amplificado do gene msp2 

família alélica 3D7 (baseada na Sequencia N. 000910.2). Se observam os 

sítios de corte pela enzima HinfI (sítios 16 pb, 124 pb) gerando fragmentos de 

16 pb, 108 pb, 349 pb. As regiões polimórficas se encontram entre as bases 

(271-311) e (363-442). 

 

Figura 5.2 Esquema do fragmento amplificado do gene msp2 família alélica 3D7 

(baseada na Sequencia N. 000910.2) 

O fragmento 349* pb pode variar segundo o genótipo (número de repetições 

das regiões polimórficas) 

* 
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5.3. Análise estatística 

A informação coletada foi sistematizada em bancos de dados de 

estatística em EPIDATA e analisadas usando o programa EPIINFO (CDC-

Atlanta, 2000), software de uso livre ou o programa Graphpad Prisma 

Software®. As variáveis categóricas foram analisadas usando os testes de Qui 

quadrado (X²) com correção de Yates para proporções e em caso de valores 

esperados menores que cinco foi feito o teste exato de Fisher. A magnitude das 

associações foi estimada usando os valores de razão de chances (odds ratio) e 

o coeficiente das associações. Para variáveis contínuas foram realizadas 

análises de distribuição de frequências, medidas de tendência central (médias 

e medianas), medidas de dispersão (variância e desvio padrão) e teste t de 

Student para comparação de médias. Para correlação de duas variáveis 

numéricas foi usado o teste de Spearman. Em todos os casos foi considerado 

como estatisticamente significativo um valor de p menor de 0,05.  
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6 RESULTADOS 

6.1. Dados Demográficos 

Foram avaliadas 79 amostras de indivíduos moradores do município de 

Barcelos. Deles 40 (50,63%) eram de sexo masculino e 39 (49,37%) do sexo 

feminino. A média de idade foi de 20,94 ± 19,66 anos, sendo de 20,85 ±19,46 

anos entre os homens e de 21,05 ± 20,12 anos entre as mulheres (p=0,81). 

(Figura 6.1). A criança mais nova tinha um ano e o indivíduo com maior idade 

tinha 77 anos. Na figura 6.2 pode-se observar a distribuição dos 79 casos de 

malária por faixa etária mostrando que o maior percentual está formado por 

indivíduos de 15 a 49 anos (27%) e o menor entre os maiores o iguais a 50 

anos e menores de 5 anos (14%). 
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Figura 6.1. Média da idade dos indivíduos infectados pelo P. falciparum segundo sexo. 
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Figura 6.2. Distribuição dos indivíduos infectados pelo P. falciparum segundo faixa 
etária. 

6.2. Classificação segundo local de moradia 

A figura 6.3 mostra a distribuição dos indivíduos estudados por 

localidade. A localidade de São Sebastião apresentou o maior número de 

casos (17, 21,52%), seguido por Mariuá com 16 (20,25%) casos. As 

localidades de Bairro da Paz, Lago das Pombas e comunidade Novo Airão do 

rio Unini, apresentaram o menor número com 1 (1,27 % caso cada uma).  

Cinquenta e três amostras (67,9%) pertenciam a indivíduos moradores 

da área urbana e 26 (32,91%) a pessoas da área rural. 

 

Figura 6.3. Distribuição de casos de malária segundo o local de moradia. 
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6.3. Antecedentes de malária 

Dos 79 indivíduos estudados, 71 (89,87%) apresentaram malária 

previamente e oito eram primo-infectados (10,13%). Entre os indivíduos com 

histórico de malária prévia, a média de episódios anteriores foi de 4,30 ± 3,51 

(IC 95% 3,48-5,14); o número mínimo de infecções anteriores foi de uma e 

máximo de 20. Entre os homens 39 de 40 anos, (97,50%) reportaram malária 

previamente. A média de episódios anteriores foi de 4,2±3,01. Entre as 

mulheres, 32 (82,05 %) reportaram ter tido malária antes do estudo sendo que 

a média de episódios prévios foi de 4,43 ± 4,09; sete mulheres não reportaram 

antecedentes prévios de malária (figura 6.4). Essas diferenças não foram 

estatisticamente significativas(p=0,81). 
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Figura 6.4. Média de episódios prévios de malária nos indivíduos segundo o gênero. 

6.4. Estado clínico 

Dos 79 indivíduos avaliados, 32 (40,51%) tinham infecção plasmodial 

assintomática e 47 (59,49%) apresentaram quadro de malária clínica. Ao 

comparar as médias de idades entre indivíduos com malária e os infectados 

assintomáticos os achados apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas (p =0,01) (Figura 6.5). 
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Figura 6.5. Média de idade segundo estado clínico dos indivíduos 

6.5. Genotipagem do gene que codifica à proteína MSP2 

Foi feita a genotipagem do gene msp2 de 79 amostras por meio da 

discriminação da família alélica (famílias 3D7 e FC27). Foi encontrada somente 

a presença da família 3D7 nos isolados avaliados. Foram considerados como 

genótipos as bandas observadas com maior intensidade nos isolados. 

 

Figura 6.6. Gel de agarosa ao 2,5%: amplificação da família alélica 3D7 do gene msp2 

M: marcador de peso molecular 100 pb, CP: controle positivo 3D7; Amostras 1-15  

 

 

 

473 pb 524 pb 
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Figura 6.7. Gel de agarosa ao 2,5%: ausência da família alélica FC27 do gene msp2 

L: marcador de peso molecular 100 pb, CP: controle positivo FC27, CN: controle 
negativo, Amostras 1-15  

 

6.5.1.Diversidade Genética da Família 3D7 

 

A diversidade da família 3D7 foi analisada de acordo com o tamanho das 

bandas dos produtos digeridos e analisados em géis de poliacrilamida 10%. 

Foram identificados 2 genótipos na família 3D7, caracterizados pela 

combinação dos fragmentos de 108 pb, 349 e 400pb (Figuras 6.7 A-I). O 

fragmento de 16 pb não foi identificado em todas as amostras possivelmente 

pelo baixo peso molecular e rápida migração do fragmento no gel. 
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Figura 6.8. Géis de poliacrilamida 10% mostrando a amplificação da família alélica 

3D7 do gene msp2 do P. falciparum. 

M: marcador de peso molecular 100 pb, CP: controle positivo 3D7; A. Amostras 3-8; B. 
Amostras 9-17, C. Amostras 18-26, D. Amostras 27-35, E. Amostras 36-44, F. 
Amostras 45-53, G. Amostras 54-62, H. Amostras 63-71, I. Amostras 72-79. 

Quadro 6.1. Alelos do gene msp2 identificados no Município de Barcelos 

Genótipo Família alélica Tamanhos dos fragmentos HinfI 

Genótipo 1 3D7 16, 108 e 349 

Genótipo 2 3D7 16, 108 e 400 

 

 O genótipo 2 (16,108 e 400) foi o mais comum nos indivíduos e só foram 

identificadas duas amostras que portavam os dois genótipos (Tabela 6.2). 

 

H 

I 

108-400400 

108-400400 
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Tabela 6.1. Distribuição da diversidade genética em indivíduos no município de 
Barcelos 

Genótipos Frequência % 

Genótipo 1 6 7,59 

Genótipo 2 71 89,87 

Genotipo1 e 2 2 2,53 

Total 79 100,00 

 
 A combinação de genótipos (genótipos 1 e 2) só foi achada em duas 

amostras de indivíduos do sexo masculino. Não foram encontradas diferenças 

estatisticamente significativas entre a presença dos genótipos segundo o sexo 

(p= 0,2634) (Tabela 6.3) 

Tabela 6.2. Distribuição da diversidade genética segundo sexo. 

  Feminino Masculino Total p- value 

 Genótipo n % n % n %   

Genótipo 1 4 10,3 2 5,00 6 7,59 

0,2634 
Genótipo 2 35 89,7 36 90,00 71 89,87 

Genótipo 1 e 2 0 0 2 5,00 2 2,53 

Total 39 100 40 100,00 79 100,00 

 

 Na distribuição de genótipos por faixa etária nos indivíduos do estudo, se 

observou que o genótipo 1 foi mais frequente em indivíduos da faixa entre 10 e 

14 anos (15%, n=3), o genótipo 2 na faixa de idade de 15 e 49 anos (95,24%, 

n=20) e a combinação de genótipos genótipo 1 e 2 foi observada na faixa ≤ 5 

anos (9,09%, n=1) e na faixa de 15 - 49 anos (4,76%, n=1). Ao comparar as 

medias das idades dos genótipos identificados não se encontraram diferenças 

significativas (p=0,22) (Tabela 6.4) 
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Tabela 6.3. Distribuição da diversidade genética segundo a faixa etária dos indivíduos. 

  Genótipo 1 Genótipo 2 Genótipo 1 e 2 Total 

  n % n % n % n % 

Faixa etária 

       ≤ 5 anos 2 18,18% 8 72,73% 1 9,09% 1 100,00% 

6 - 9 anos 1 6,25% 15 93,75% 0 0,00% 6 100,00% 

10 - 14 anos 3 15,00% 17 85,00% 0 0,00% 0 100,00% 

15 - 49 anos 0 0,00% 20 95,24% 1 4,76% 1 100,00% 

≥ 50 anos 0 0,00% 11 100,00% 0 0,00% 1 100,00% 

Total 6 7,59% 71 89,87% 2 2,53% 9 100,00% 

 

 Nas localidades do estudo, o genótipo 1 somente foi encontrado em 3 

indivíduos das localidades de Comunidade Floresta, 2 indivíduos em Mariuá, 1 

indivíduo em Igarapé, 1 indivíduo em Acuquaia, 1 individuo de São Francisco e 

1 de Aparecida. O genótipo 2 foi achado em todas as localidades sendo mais 

prevalente nas localidades de São Sebastião seguido por Mariuá (Figura 6.8). 

 

Figura 6.7. Distribuição da diversidade genética segundo o local de moradia 

Ao compararmos os portadores de genótipos por áreas (rural e urbana), 

o genótipo 1 foi mais comum em áreas rurais presente em quatro indivíduos 

(15,38%), o genótipo 2 foi mais frequente em área urbana, presente em 49 

indivíduos (92,45%) e a combinação dos dois genótipos só esteve presente na 
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área urbana. Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas 

ao comparar a presença de genótipos por áreas rural e urbana (p= 0,12). 

Tabela 6.4. Distribuição da diversidade genética segundo os antecedentes de malária 

  
 

Genótipo 1 Genótipo 2 
Genótipo 1 

e 2 Total 
 Malária previa 

   n % n % n % n % 

0  2 25,00 6 75,00 0 0,00 8 100,00 

1  0 0,00 16 94,12 1 5,88 17 100,00 

2 a 4  0 0,00 25 100,00 0 0,00 25 100,00 

≥ 5  4 13,79 24 82,76 1 3,45 29 100,00 

Total  6 7,59 71 89,87 2 2,53 79 100,00 
 

Os dois indivíduos que apresentaram ambos os genótipos (1 e 2) 

circulando haviam apresentado um ou mais de cinco episódios prévios de 

malária. Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre 

o número de malárias prévias e os genótipos circulantes (p= 0,11) 

 Foi observado que só dois indivíduos com malária clínica portavam os 

dois genótipos simultaneamente. Não foram encontradas diferenças 

estatisticamente significativas ao comparar a presença de genótipos com o 

desfecho clínico dos indivíduos (p= 0,48) (Tabela 6.6). 

Tabela 6.5. Diversidade dos genótipos segundo o desfecho clínico 

  Assintomáticos Malária Total   

Genótipo n % n % N % 
p-
value 

Genótipo 1 4 66,67 2 33,33 6 100,00   

Genótipo 2 28 39,43 43 60,56 71 100,00 0,485 

Genótipo 1 e 2 0 0,00 2 100,00 2 100,00   

Total 32 40,50 47 59,49 79 100,00   
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6.5.2.Multiplicidade da Infecção 

 

Dos indivíduos estudados, 77 (97,47%) apresentaram infecções 

monoclonais (portadores de 1 genótipo) e 2 indivíduos com infecções 

policlonais (portadores de 2 genótipos) (2,53%) circulando simultaneamente. 

Somente dois indivíduos do sexo masculino apresentaram infecções policlonais 

pelos genótipos circulantes no município. Cada indivíduo apresentou pelo 

menos um genótipo. Não foram encontradas diferenças significativas entre o 

número de genótipos presentes nos indivíduos quando foram estratificados 

pelo sexo (p= 0,26). (Tabela 6.7). 

Tabela 6.6. Número de genótipos estratificado por sexo 

  Feminino Masculino Total p- value 

 Número n % n % n %  

Monoinfecção 39 100,00% 38 95,00% 77 97,46%  

 

0,2634 

Poli-infecção 0 0,00% 2 5,00% 2 2,53% 

Total 39 100,00% 40 100,00% 79 100,00% 

 

Ao comparar o número de genótipos circulando por faixas etárias não se 

encontraram diferenças significativa (P= 0,46) (Tabela 6.8). 

Tabela 6.7. Número de genótipos circulando de acordo à faixa etária. 

  Número de Genótipos       

  Mono-Infecção Poli-infecção Total p- value 

  n % n % n %   

Faixa etária              

 

 

 

 

 

0,46 

≤ 5 anos 10 90,90 1 9,09 11 100,00 

6 - 9 anos 16 100,00 0 0,00 16 100,00 

10 - 14 anos 20 100,00 0 0,00 20 100,00 

15 - 49 anos 20 95,23 1 4,76 21 100,00 

≥ 50 anos 11 100,00 0 0,00 11 100,00 

Total 77 97,46 2 2,53 79 100,00 
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Só duas localidades apresentaram presença de infecções múltiplas, 

cada uma em um indivíduo, um na localidade de Aparecida e outro em São 

Francisco, ambas na área urbana do município. Com relação à distribuição de 

número de genótipos segundo a área de coleta (rural e urbana), se observou 

que não houve diferença significativa (p =0,80) com relação ao número de 

genótipos por indivíduos desta área (Tabela 6.9). 

Tabela 6.8. Número de genótipos segundo a área de coleta de amostra (rural-urbana) 

Área 

  Rural Urbana Total p- value 

 Número n % n % n %   

Mono-infecção 26 33,77 51 66,23 77 100,00  

 

0,80 

Poli-infecção 0 0 2 100 2 100,00 

Total 26 32,911 53 67,0886 79 100,00 

 

Os indivíduos que albergavam dois genótipos circulantes 

simultaneamente, haviam apresentado malárias prévias; no entanto, não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas entre o número de 

genótipos e os antecedentes de malária nos indivíduos (p=0,63) (Tabela 6.10) 

Tabela 6.9. Número de genótipos segundo antecedentes de malária 

  Número de Genótipos       

  Mono-infecção Poli-infecção Total Valor de p  

  n % n % n %   

Episódios prévios de malária         

0,63 

0 8 100,00 0 0,00 8 100,00 

1 16 94,12 1 5,88 17 100,00 

2-4 25 100,00 0 0,00 25 100,00 

≥5 28 96,55 1 3,45 29 100,00 

Total 77 97,47 2 2,53 79 100,00 
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Em média, os indivíduos assintomáticos eram portadores de 

monoinfecções por um só genótipo e os indivíduos com malária clínica 

apresentaram uma média de 1,04 genótipos. Essas diferenças não foram 

estatisticamente significativas (p= 0,65) (Figura 6.9). 

 

Figura 6.8. Número de genótipos circulando segundo estado clínico dos indivíduos. 
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7 DISCUSSÃO. 

O município de Barcelos tem sido considerado como um município de 

médio e alto risco na apresentação de casos de malária na região amazônica. 

Até agora várias pesquisas tem sido desenvolvidas para entender a 

epidemiologia da malária nesta região, chegando classificar a área urbana 

como uma área hipoendêmica com transmissão sazonal. A área rural é 

considera de alta transmissão com aproximadamente 80% de infecções pelo P. 

vivax e com presença de infecções assintomáticas (19,20,41).  

Este é o primeiro estudo da diversidade genética de P. falciparum em 

isolados do município de Barcelos (AM), área endêmica de malária, utilizando 

como alvo o gene que codifica a Proteína de Superfície do Merozoíta 2 

(MSP2). Estudos realizados na África e no sudeste asiático mostram que a 

diversidade genética de P. falciparum limita a eficácia da imunidade protetora 

frente à doença (82,90). Essa  diversidade  tem sido uma das hipóteses para 

explicar a lenta aquisição de imunidade contra a malária nos indivíduos que 

moram nas áreas endêmicas (91). O conhecimento da diversidade do P. 

falciparum é uma ferramenta importante  para o entendimento da patologia da 

doença, a aquisição da imunidade, a disseminação da resistência as drogas e 

as condições de transmissão (92). A  complexidade genética  do parasito é 

avaliada pela  identificação de genótipos circulantes nas diferentes áreas 

geográficas, fundamental para o desenvolvimento de estratégias efetivas de 

controle da doença (3).  

Tem se identificado que em regiões endêmicas de malária, indivíduos 

infectados transportam clones de parasitas com características genéticas e 

fenotípicas diferentes, sendo aparentemente um fenômeno de grande 

importância para o desenvolvimento de uma imunidade antimalárica eficiente, 

que depende das contínuas exposições à um grande número de variantes do 

parasito e antígenos da malária (93,94). 

Usando o gene msp2 como marcador molecular, no município de 

Barcelos foi observada uma baixa diversidade genética dos isolados do P. 

falciparum na população de estudo. Não foi detectada a família alélica FC27 
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circulando na região. Foram identificados dois alelos dentro da família alélica 

3D7. Esses dados são consistentes com estudos realizados  nos estados de 

Rondônia (Ariquemes e Porto Velho) e Mato Grosso (Peixoto Azevedo), onde o 

número máximo de alelos reportados foi cinco (95,96). Outros estudos de 

diversidade genética de outros países nas Américas confirmam estes achados, 

com um registro máximo, até o momento, de três genótipos para o gene msp2 

em Honduras, Venezuela e na Colômbia, e 2 genótipos na Guiana Francesa 

(92,97,98), o que possivelmente pode ser explicado pelo fato de serem países 

de baixa endemicidade se comparados com os países africanos e asiáticos. 

A população de parasitos do P. falciparum que circulam nos países do 

continente Americano apresentam um perfil homogêneo, diferente dos achados 

em estudos feitos na Tailândia (3,99), Senegal (100), Papua Nova Guinea 

(101), Costa do Marfim (102) e Nigéria (103),onde a diversidade genética é 

alta. Este comportamento pode ser explicado pelo fato de ter sido observado 

uma baixa variabilidade genética dos parasitos circulantes, o que também foi 

encontrado nas amostras do município de Barcelos, indicando possivelmente 

que a população de P. falciparum nesta área é pequena e que a baixa taxa de 

transmissão é suficiente para ter como resultado uma redução local na 

diversidade, comportamento similar ao achado num estudo feito no estado de 

Rondônia (95).  

A conduta do vetor também pode ter um papel importante no 

desenvolvimento da diversidade genética da região, dado que a taxa de 

inoculação entomológica do município é baixa (EIR: Entomological inoculation 

rate) quando comparada com os dados africanos.  

Segundo a espécie, o vetor pode apresentar uma EIR diferente, o que 

pode explicar que áreas de baixa endemicidade na África e na Ásia 

apresentem uma diversidade genética alta em comparação com os países das 

Américas, tendo em conta que os vetores transmissores da doença são 

diferentes e possuem diversos graus de competencia vetorial em cada uma das 

regiões. 

Tami et al (2002) (97) sugeriram que a baixa diversidade genética das 

populações de P. falciparum nas Américas não só poderia estar relacionada à 
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intensidade da transmissão, mas também poderia estar influenciada por um 

efeito gargalo. Esse efeito poderia ser consequência da introdução recente de 

espécies do velho mundo a este continente desde o tempo da colonização 

europeia, mencionando a possibilidade de que as espécies de Anopheles das 

Américas poderiam não transmitir todas as populações de parasitos que foram 

introduzidas (97). 

O 100% dos isolados estudados apresentaram amplificação da família 

3D7, com ausência da família alélica FC27. Dados similares tem sido descritos 

em estudos feitos em municípios da Colômbia onde a família alélica FC27 

também não foi encontrada (104,105).  

A distribuição das famílias alélicas do gene msp2 de acordo com o 

estado clínico tende a variar em diferentes estudos. Em áreas hiperendêmicas 

de malária tem sido registrada a presença da família alélica 3D7 em amostras 

de indivíduos com infecções assintomáticas relacionando-se com o 

desenvolvimento de uma proteção contra a doença clínica (64,106). No 

presente estudo a família 3D7 foi identificada tanto em indivíduos com infecção 

assintomática como em indivíduos com malária clínica. A ausência da família 

FC27 nestes isolados discordam dos estudos feitos em Papua Nova Guinea 

onde a família alélica FC27 foi mais encontrada em casos de malária clinica 

que em infecções assintomáticas (107) e de estudos do leste do Sudão e do 

sudoeste da Nigéria onde a família FC27 foi relacionada com o 

desenvolvimento de infecção assintomática (103,108,109). No entanto, nossos 

resultados estão correlacionados com estudos realizados no nordeste da 

Tanzânia, Gabão e Benin que mostraram a ausência da relação entre 

genótipos e o desenvolvimento do estado clínico do indivíduo (p= 0,48) 

(99,110–112). Estes resultados podem sugerir que a relação do estado clínico 

e a diversidade pode estar influenciada pelas características geográficas das 

regiões visto que as manifestações clínicas podem apresentar variações 

segundo a endemicidade. 

 Apesar da recombinação meiótica que ocorre no ciclo esporogônico 

dentro do mosquito, a presença de poucas variantes alélicas circulando na 

população do município de Barcelos pode ter reduzido a oportunidade para 

surgimento frequente de novos genótipos favorecendo a auto fertilização com 
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uma diversidade limitada, apresentando um padrão homogêneo semelhante a 

uma característica da população nativa de P. falciparum neste município (97).   

As amostras de indivíduos obtidas dos bairros do município de Barcelos 

(área urbana), Padauiri e do Parque Natural de Jaú (área rural) possuíam o 

mesmo tipo de alelos (p= 0,12), apesar da distância geográfica entre essas três 

áreas. Esses achados sugerem que há um repertório restringido de genótipos 

diferentes circulando na área, não sendo suficientes para gerar mudanças no 

padrão da diversidade genética populacional, apesar da migração de pessoas 

na área. 

 Estudos baseados em técnicas de PCR indicam que o número de 

genótipos circulando simultaneamente em um mesmo individuo (multiplicidade 

da infecção) depende da intensidade da transmissão (62),  sendo que em 

zonas holoendêmicas de malária tem-se relacionado como dependente da 

idade, intensidade da transmissão e variabilidade sazonal (7,100,113–115).  

No presente estudo, as populações de parasitas do município de 

Barcelos apresentaram uma proporção baixa de infecções policlonais (2,5% 

dos indivíduos apresentavam mais de um clone do parasita) com uma média 

do MOI de 1,02 clones. Estes dados estão de acordo com estudos prévios 

realizados em Rondônia e na Guiana Francesa, nos quais a multiplicidade 

também foi baixa (95,98,105). A presença de múltiplas infeções é necessária 

para o desenvolvimento da auto fertilização no vector e o surgimento de novos 

alelos recombinantes. A baixa MOI nesta população pode explicar a limitada 

diversidade genética dada pela baixa proporção de número de clones nos 

indivíduos de estudo. Não obstante, o número relativamente pequeno de 

amostras analisadas, também deve ser considerado como uma explicação para 

a homogeneidade observada.  

Este estudo não demostrou associação significativa entre o estado 

clínico do indivíduo e a MOI (p= 0,65) estando de acordo com um estudo 

realizado em Senegal onde não foi relatada associação significativa entre o 

MOI e a malária clínica (116), em contraste com estudos feitos no Congo e 

Gana onde foi descrita uma associação entre o estado clínico e o MOI 

(117,118). Os resultados deste estudo mostraram  que todos os indivíduos 
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assintomáticos apresentaram infecções monoclonais, dados similares aos 

achados em estudo feito  numa área de baixa endemicidade e com 

transmissão sazonal no oeste do Sudan (108). Outros estudos em áreas de 

alta endemicidade, reportam que indivíduos assintomáticos com múltiplas 

infecções são associados com uma redução no risco de apresentar malária 

clínica (119).  

A comparação de médias da MOI de indivíduos segundo  antecedentes 

de malária previa não foi significativa (p=0,48), diferente a estudos feitos no 

sudoeste da Etiópia onde a MOI de indivíduos com malárias prévias foi mais 

alto com relação aos que não tinham apresentado histórico de malárias (120). 

Estudos diversos têm descrito uma variação da MOI sobre a idade, sugerindo 

que esta influência é altamente afetada pela endemicidade de malária na área 

(9,62,66). No estudo aqui apresentado, a MOI não foi dependente da idade (p= 

0,46), porém a falta de correlação destas variáveis, MOI e idade, necessitam 

de confirmação em um estudo populacional com maior número de amostras. 

Este estudo representa a primeira análise das caraterísticas moleculares 

de populações de P.falciparum tendo como alvo o gene que codifica para a 

proteína de superfície do merozoíta 2 em isolados do município de Barcelos 

(AM). Porém é necessário a realização de estudos com um maior número de 

amostras assim como o uso de outros marcadores para corroborar que a 

diversidade genética e a MOI desta região é baixa. 
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8 CONCLUSÕES 

 Através da genotipagem do gene msp2 foi encontrada uma diversidade 

genética limitada com a circulaçao de dois genótipos em populações de P. 

falciparum no municipio de Barcelos. Esses genótipos pertenciam à família 

alélica 3D7. Houve ausencia de amplificação para a familia alélica FC27. 

 Nos isolados clínicos de indivíduos provenientes da região do médio rio 

Negro Amazonas, foram detectados, em dois individuos, a presença de 

infecções multiplas com dois genótipos diferentes.  

 Não foi encontrada associação entre a diversidade genética e a presença 

de infecções múltiplas do P. falciparum com o desfecho clínico dos 

indivíduos infectados. 
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9 PERSPECTIVAS 

 Realização de um estudo com um maior número de amostras para 

corroborar os dados obtidos neste estudo; 

 

 Sequenciar os fragmentos de PCR referentes ao bloco 3 do gene msp2 

de P. falciparum a fim de se avaliar os polimorfismos existentes na 

população de parasitos na região de Barcelos; 

 

 Estudar a diversidade genética de P. falciparum utilizando outros 

antígenos candidatos a vacina, como, por exemplo, o gene msp1 

(MerozoiteSurfaceProtein 1) e glurp (GlutamateRichProtein); 

 

 Realizar um estudo de eficácia de medicamentos utilizando os genes 

msp1 e msp2para o monitoramento de falha terapêutica e nova infecção. 
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