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PLASMODIUM VIVAX E DE SUAS VARIANTES E A INFLUÊNCIA DE POLIMORFISMOS 

GÊNICOS HUMANOS NA MODULAÇÃO DESSA RESPOSTA 

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Virginia Araujo Pereira 

 
A malária no Brasil teve grande redução no número de casos nos últimos anos, 
porém as conquistas alcançadas podem ser comprometidas se as ações de 
vigilância e controle não forem fortalecidas. O Plasmodium vivax, espécie 
predominante no Brasil, permanece um desafio para essas ações devido a 
possibilidade de recaída e falta de diagnóstico dos estágios hepáticos inativos 
(hipnozoítos), e parasitemia assintomática. A sorologia para a proteína 
circumsporozoíta (CS) do P. vivax tem sido utilizada como indicador de transmissão 
e exposição recente à malária, contudo os dados são discordantes. Além disso, a 
aquisição natural de anticorpos para antígenos plasmodiais pode estar associada à 
presença de polimorfismos nos genes que regulam a resposta imune do hospedeiro. 
O objetivo desse estudo foi caracterizar a resposta imune humoral naturalmente 
adquirida contra a proteína CS de P. vivax, avaliar a influência de polimorfismos no 
sistema HLA e nos genes de IFN-γ, IL-10 e da iNOS na modulação da resposta, e 
verificar se a soroprevalência para a proteína CS de P. vivax poderia ser uma boa 
ferramenta para monitorar a exposição e a distribuição das espécies plasmodiais. 
Foram avaliados voluntários de Porto Velho, Rondônia, diagnosticados por 
microscopia e PCR. Sequenciamento genômico das amostras determinou as 
variantes de P. vivax. Testes de ELISA, Luminex e Reação de Griess foram 
utilizados para dosagem de IgG e subclasses, das citocinas e do NO, 
respectivamente. Os polimorfismos das citocinas e iNOS foram detectados por PCR 
e a tipagem do HLA utilizando Luminex® xMAP®. Os resultados demonstraram que 
a prevalência de IgG para a CS de P. vivax (62%) foi maior do que para P. 
falciparum (49%) e P. malariae (46%), e 28% da população exposta à infecção não 
teve anticorpos detectados para nenhum dos peptídeos testados. Os níveis de 
anticorpos IgG para a PvCS foram inferiores quando comparados aos níveis de IgG 
contra antígenos de estágios sanguíneos de P. vivax (AMA-1 e MSP-1), os quais 
apresentaram aumento nos níveis de IgG na presença da infecção. Indivíduos 
portadores dos haplótipos DRB1*07~DQB1*02 e DRB1*04~DQB1*03 apresentaram 
maior frequência de respondedores para a PfCS e dos haplótipos 
DRB1*16~DQB1*03 para PfCS e PvCS. Em contraste os portadores dos alelos 
HLADRB1*01 e HLA-DQB1*05 apresentaram uma maior frequência de não-
respondedores para PvCS, PfCS e PmCS. A avaliação da proporção genotípica dos 
polimorfismos de IFN-γ, IL-10 e NO evidenciou que a presença do alelo C dos SNPs 
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IL10A-592A/C e -819T/C estava associada com baixos níveis de IL-10 e de 
parasitemia, e com aumento de resposta de IgG para a CS da variante P. vivax-like. 
Dentre as variantes de P. vivax, a VK210 foi a infecção predominante, e a 
prevalência de IgG para as variantes foi 80,7% para VK210, 68,3% para VK247 e 
65,6% para P. vivax-like. A soroprevalência contra as repetições da proteína CS 
mostrou que em áreas de baixa transmissão, os anticorpos naturalmente adquiridos 
quantificados em um único estudo transversal parecem não ser uma boa ferramenta 
para monitorar a transmissão à malária. 
 
Palavras-chave: Malária, Plasmodium vivax, Proteína CS, Soroprevalência, 
Imunogenética.   
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HUMORAL IMMUNE RESPONSE AGAINST PLASMODIUM VIVAX CIRCUMSPOROZOITE 

PROTEIN (CS) AND VARIANTS AND THE INFLUENCE OF HUMAN GENE POLYMORPHISMS ON 

THE MODULATION OF THIS RESPONSE 

 

ABSTRACT 

 

PhD THESIS IN PARASITE BIOLOGY 

 

Virginia Araujo 

 
Malaria in Brazil has greatly reduced the number of cases in recent years, but 
achievements can be compromised if vigilance and control actions are not 
strengthened. Plasmodium vivax, a predominant species in Brazil, remains a 
challenge for these actions due to the possibility of relapse and lack of diagnosis of 
the inactive hepatic stages (hypnozoites), and asymptomatic parasitemia. Serology 
for P. vivax circumsporozoite (CS) protein has been used as an indicator of recent 
transmission and exposure to malaria, however the data are discordant. In addition, 
the natural acquisition of antibodies to plasmodial antigens may be associated with 
the presence of polymorphisms in the genes that regulate the host immune 
responses. The aim of this study was to characterize the naturally acquired humoral 
immune response against P. vivax CS protein, to evaluate the influence of 
polymorphisms in the HLA system and the IFN-γ, IL-10 and iNOS genes on response 
modulation, and to verify if the seroprevalence for P. vivax CS protein could be a 
good tool to monitor the exposure and distribution of plasmodial species. Volunteers 
from Porto Velho, Rondônia, diagnosed by microscopy and PCR were evaluated. 
Genomic sequencing of the samples determined the P. vivax variants. ELISA, 
Luminex and Griess Reaction tests were used for the determination of IgG and 
subclasses, cytokines and NO, respectively. Cytokine and iNOS polymorphisms were 
detected by PCR and HLA typing using Luminex® xMAP®. The results showed that 
prevalence of IgG for CS of P. vivax (62%) was higher than P. falciparum (49%) and 
P. malariae (46%), and 28% of the population exposed to infection had no antibodies 
detected to none of tested peptides. IgG antibodies levels to PvCS were lower when 
compared to P. vivax blood stages IgG levels (AMA-1 and MSP-1), which showed an 
increase in IgG levels in presence of infection. Individuals with the haplotypes 
DRB1*07~DQB1*02 and DRB1*04~DQB1*03 had a higher frequency of responders 
for PfCS and with the haplotypes DRB1*16~DQB1*03 for PfCS and PvCS. In 
contrast, carriers of the HLADRB1*01 and HLA-DQB1*05 alleles had a higher 
frequency of non-responders for PvCS, PfCS and PmCS. The evaluation of the IFN-
γ, IL-10 and iNOS polymorphisms genotypic proportion showed that C allele 
presence of IL-10A-592A/C and -819T/C SNPs was associated with low levels of IL-
10 and parasitemia, and with increased IgG response to CS of the P. vivax-like 
variant. Among the variants of P. vivax, VK210 was the predominant infection, and 
the prevalence of IgG for the variants was 80.7% for VK210, 68.3% for VK247 and 
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65.6% for P. vivax-like. Seroprevalence against CS protein repeats showed that in 
areas of low transmission, naturally acquired antibodies quantified in a single cross-
sectional study seems not to be a good tool to monitor transmission to malaria. 
 
Key Words: Malaria, Plasmodium vivax, CS Protein, Soroprevalence, 
Immunogenetic. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Revisão Bibliográfica 

1.1.1 Aspectos gerais da malária   

A malária é uma doença parasitária de elevada prevalência em regiões que 

possuem o clima tropical e subtropical e em países localizados perto da linha do 

Equador. A doença afeta a humanidade desde a pré-história, já tendo recebido os 

nomes de maleita, impaludismo, paludismo e febre terçã ou quartã. O parasita 

causador da doença pertence ao Reino Protista, Filo Apicomplexa, Classe 

Aconoidazida, Ordem Haemosporida, Família Plasmodiidae e Gênero Plasmodium. 

Existem cerca de 120 espécies de Plasmodium que podem infectar aves, répteis, 

roedores e primatas. Entre estas, cinco espécies plasmodiais apresentam uma 

ameaça significativa para a saúde humana: Plasmodium malariae (Laveran, 1881), 

Plasmodium vivax (Grassi & Feletti, 1890), Plasmodium falciparum (Welch, 1897), 

Plasmodium ovale (Stephens, 1922) e Plasmodium knowlesi (Knowles & Das Gupta, 

1932). Este último é um parasito simiano, porém recentemente descrito como 

causador de infecções em humanos (1). As espécies mais prevalentes no mundo 

são o P. falciparum e o P.vivax, sendo ambas responsáveis por 95% das infecções 

da malária humana (2). Esses protozoários são transmitidos naturalmente ao 

homem pela picada da fêmea de mosquitos do gênero Anopheles, destacando-se 

Anopheles gambiae e Anopheles darlingi como principais vetores. Devido a condição 

de hemoparasito do plasmódio, a transmissão da malária também pode ocorrer de 

forma induzida ou congênita, ambas raramente relatadas.  

A princípio, todo ser humano é susceptível à infecção malárica, mesmo 

aqueles que já a contraíram por diversas vezes. Entretanto, a gravidade da malária 

depende da relação entre o hospedeiro (vulnerabilidade e estado imunológico) e o 

Plasmodium spp. (espécie infectante e densidade parasitária). Em geral, indivíduos 

não imunes apresentam paroxismos febris que se iniciam com calafrios 

acompanhados de náusea, vômito, cefaleia e dores musculares e articulares.  

O relatório anual de malária da Organização Mundial de Saúde (OMS) estima 

que em 2016, 91 países relataram um total de 216 milhões de casos de malária, um 

aumento de 5 milhões de casos em relação ao ano anterior. A doença levou 445.000 
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pessoas à morte no mesmo ano, mortalidade elevada que indica como a malária 

continua a causar grande impacto na saúde pública (3). Cerca de 4% de todos os 

casos de malária relatados no mundo foram causados pelo P. vivax, mas nas 

Américas essa proporção foi de 69% e no Brasil, o P. vivax foi responsável por 89% 

dos casos de malária, que em sua maioria ocorreram na região Amazônica, com 

cerca de 190 mil casos notificados em 2017 (SIVEP-Malária). 

1.1.2 História da pesquisa em malária 

Ainda que a existência de um parasita ancestral do gênero Plasmodium 

desde o período Cretáceo (4) tenha sido revelada só recentemente, a pesquisa no 

campo da malariologia é bem antiga. Descrições de sintomas da malária já foram 

observadas em diversas culturas, e seus registros remontam à Antiguidade. Dentre 

os mais antigos estão escritos chineses e egípcios de 3.000 anos a.C. Esses 

escritos relacionavam febres agudas à punição do deuses e presença de maus 

espíritos. Relatos semelhantes foram encontrados na Mesopotâmia e na Índia, 

datados de tábuas mesopotâmicas 2.000 anos a.C. e 1.800 anos a.C, 

respectivamente. Na Grécia do século V a.C., Hipócrates descreveu o quadro clínico 

e as complicações da malária, descartando as superstições que eram atribuídas à 

doença. Ao longo da Idade Média (século V) a malária se propagou pela Europa, 

atingindo gravemente o Império Romano. Por isso, a doença se tornou tema de 

narrativas deste período, relacionando a água parada das regiões de pântanos e 

alagadiços que cercavam o império com os quadros febris durante a estação de 

verão. Assim, acreditavam que a causa era o ar insalubre dos miasmas (emanação 

proveniente de substâncias animais ou vegetais em decomposição) presente nessas 

regiões pantanosas, denominando essas febres como “mal aire”, do italiano “mau 

ar”. Em consequência, os romanos construíram grandes sistemas de drenagem para 

eliminar a causa da malária, porém esses sistemas foram destruídos após a queda 

do Império Romano na invasão dos bárbaros que também se tornaram vítimas da 

malária, sendo grande parte dos exércitos devastados pela doença. No século XVI, 

a malária chega ao Novo Mundo pelos colonizadores, e no século seguinte, os 

jesuítas descobrem que os índios utilizavam a casca de árvores nativas (Cinchona 

spp.) como cura de doenças febris, denominando este tratamento de Cinchona, que 

em forma de pó era conhecido como o “pó dos jesuítas”. Em 1820, que o princípio 

ativo deste pó, a quinina, foi isolado por Petellentier e Caventour que tem sido 

utilizada por muitos anos no tratamento e na prevenção da malária (5,6). 
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A pesquisa em malária teve seu grande marco em 1880, quando o médico 

francês Charles Alphonse Laveran, conseguiu visualizar pela primeira vez o parasita 

microscópico dentro das células do sangue de um paciente com malária, que lhe 

rendeu o Prêmio Nobel de medicina em 1907. A partir desta descoberta o modo de 

transmissão e ciclo do parasita foram esclarecidos ainda no século XIX. Em 1886, 

Camillo Golgi elucidou o ciclo do parasito nos glóbulos vermelhos, associando os 

calafrios e febre intermitente com a ruptura e liberação do parasito na circulação 

sanguínea e relacionando a patogênese da doença com a presença de uma toxina 

liberada pelo amadurecimento do parasito nas células sanguíneas (7). Em 1897, o 

inglês Ronald Ross descobriu que o mosquito do gênero Anopheles era o agente 

transmissor, transmitindo o parasito de uma pessoa a outra, o que explicava a 

ocorrência da doença próximo a lugares pantanosos e alagadiços, propícios 

criadouros de mosquitos (6,8,9). Por sua descoberta, Ross também foi agraciado 

com o Prêmio Nobel de medicina em 1902. A partir da observação das febres 

intermitentes feita por Camillo Golgi, Julius Wagner von Jauregg, professor de 

psiquiatria e neurologia em Viena, desenvolveu a malarioterapia em 1917, um 

método de tratamento para estágios avançados da neurosífilis inoculando parasitos 

da malária a partir da observação de que indivíduos com quadro de febre alta 

poderiam ser curados da sífilis (10). Jauregg recebeu o Prêmio Nobel de Medicina 

em 1927. Isto porque o tratamento funcionava e apresentava risco considerável, 

visto que no método era induzida a malária pelo parasita menos agressivo, o P. 

vivax, e a doença podia ser tratada posteriormente com quinino. Durante a guerra, 

com a dificuldade no fornecimento de quinino, pesquisadores alemães 

desenvolveram os antimaláricos sintéticos pamaquina (1924), mepacrina (1930) e 

cloroquina (1934). Em 1948, o químico Paul Muller recebe o Prêmio Nobel de 

medicina pelo desenvolvimento de um poderoso inseticida em 1942, o DDT (Dicloro-

Difenil-Tricloroetano), de grande potência e atividade residual, além de baixo custo, 

sendo um trunfo para a erradicação da malária e salvando milhares de vidas durante 

e após a II Guerra Mundial.  

A descoberta do DDT trouxe otimismo em relação a doenças transmitidas por 

mosquitos, como a malária. Assim, na Oitava Assembleia Mundial de Saúde em 

1955 foi aprovada uma resolução para que os países membros da Organização 

Mundial de Saúde (OMS) buscassem a erradicação da malária, campanha que 

representaria um modelo de saúde pública. Apesar de ter conseguido grandes 

avanços reduzindo em 53% o risco da doença nas populações de áreas endêmicas, 
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a intervenção tem se revelado muito mais complexa e desafiadora. As razões da 

falta de êxito da Campanha incluem planejamento inadequado, redução da vigilância 

no programa de controle, aumento do custo do inseticida, resistência do mosquito ao 

DDT e do parasita aos antimaláricos, e um financiamento insuficiente. Visto que os 

parasitos da malária desenvolviam resistência aos fármacos, na busca por novas 

drogas potenciais, Youyou Tu sintetizou em 1973 a dihidroartemisinina, um derivado 

potente da Artemísia annua. A descoberta da artemisinina salvou milhares de vidas 

no mundo todo, rendendo mais um Nobel por avanços na pesquisa em malária (11). 

Atualmente, como consequência de ações insuficientes, observa-se um retorno 

maciço da malária que hoje afeta 91 países, de modo que são necessários esforços 

no controle da morbidade e mortalidade, pesquisa de fármacos e inseticidas mais 

eficientes, e desenvolvimento de uma vacina eficaz.      

1.1.3 Distribuição global da malária 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, em 2016, 91 países localizados 

nas zonas tropicais e subtropicais notificaram transmissão da malária, atingindo 

cerca de 3,2 bilhões de pessoas em todo o mundo. As áreas afetadas possuem 

níveis endêmicos diferentes, de acordo com a variedade e intensidade dos fatores 

de risco (biológicos, ambientais e socioeconômicos) (Figura 1). As principais vítimas 

de malária tendem a ser de populações com baixas condições socioeconômicas que 

vivem em áreas rurais, com acesso limitado a diagnóstico, tratamento e formas de 

prevenção.  
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Figura 1. Áreas de transmissão de malária no mundo. 

 

Fonte: CDC, 2017. 

 

As espécies plasmodiais causadoras da doença estão dispersas ao redor do 

mundo, com maior ocorrência de casos por P. falciparum e P. vivax. Na África 

Subsaariana 99% dos casos são infecções por P. falciparum e as infecções por P. 

vivax são reduzidas devido à alta frequência de indivíduos Duffy negativos que 

geralmente são resistentes à infecção por P. vivax, já que antígenos do grupo 

sanguíneo Duffy são importantes para que o P. vivax infecte os eritrócitos (12). Fora 

do continente africano, o P. vivax é a espécie predominante na Região das Américas 

(64% dos casos) e é a responsável por mais de 30% dos casos no Sudeste Asiático 

e por 40% nas regiões do Mediterrâneo Oriental.  

De 2010 até 2015 o número de casos confirmados da malária diminuiu. Em 

2015 notificações da transmissão da doença foram relatadas em 95 países, dos 

quais 4 não registraram nenhuma infecção em 2016. Sri Lanka e Quirguistão já 

receberam a certificação da OMS como países livres da malária, e Argentina e 

Paraguai estão no processo para solicitação do certificado de eliminação. Contudo 

após progresso no controle da malária, estima-se que em 2016 houve 5 milhões de 

casos a mais da doença, quando comparado ao ano anterior, e 216 milhões de 

casos foram registrados. Já o número de óbitos por conta da infecção foi similar em 

2015 e 2016, com 445 mil pessoas falecidas. Apesar do continente africano ainda 

concentrar cerca de 90% do total de casos e mortes pela doença, a taxa de novos 
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casos de malária apresentou um aumento percentual maior na Região das Américas 

(36%), onde a incidência começou a subir em 2013, principalmente, devido ao 

aumento no Brasil e na Venezuela (3). 

A Estratégia Técnica Global da OMS para a Malária prevê reduções de pelo 

menos 40% na incidência de casos e mortalidade até o ano de 2020. Dentre os 35 

países que compõem as Américas, 18 são considerados áreas endêmicas de 

malária e 12 estão no caminho de alcançar a 40% de redução dos casos. Em 

contrapartida, dez países das Américas relataram um aumento no número de casos 

da doença em 2016 (Colômbia, Equador, El Salvador, Haiti, Honduras, Nicarágua, 

Panamá e Venezuela) e em 2017 (Brasil, Equador, México, Nicarágua e Venezuela). 

Por essa razão, a Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS) recomendou aos 

países dessa região que fortaleçam suas ações de vigilância e controle da malária, 

alertando sobre o risco de surtos, aumento de casos e mortes nas áreas endêmicas, 

e até a reintrodução de casos em áreas nas quais não ocorria mais transmissão 

(13). Os programas de controle da malária vêm se intensificado e conseguiram 

reduzir a incidência global em 18% entre 2010 e 2016. De acordo com o último 

relatório de malária da OMS, o mundo ainda está longe de alcançar as metas 

globais traçadas nos planos de controle, porém de 2000 a 2015 estima-se que 6,2 

milhões de pessoas foram salvas, a maioria (5,9 milhões) crianças menores de 5 

anos de idade. Contudo foi notável o aumento no número de casos relatados no 

último ano. Sendo assim, os esforços estão direcionados na busca por progressos 

fundamentais no controle da malária e será preciso vontade política, novos 

remédios, métodos de controle dos vetores e inovações tecnológicas como vacinas 

para proteger e salvar as vidas que vêm sendo perdidas anualmente por conta da 

doença. 

1.1.4 Situação da malária no Brasil   

Atualmente, o Brasil representa 18% dos 562.800 casos de malária relatados 

em toda a região das Américas, atrás apenas da Venezuela com 34,4% dos casos. 

Foram registrados 193.839 casos de malária no Brasil no ano de 2017, 

representando um aumento de 34% no número de casos comparado ao ano anterior 

(SIVEP-Malária, SVS). O país já apresentou índices muito mais elevados na sua 

história, com registro de duas grandes epidemias, uma em meados de 1870 e outra 

na década de 1940, atingindo entre 80 e 90% da população brasileira em várias 

localidades. No início da década de 60, o Brasil adotou a estratégia de erradicação 
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da malária preconizada pela OMS e atingiu os índices mais baixos da doença, que 

ficou restrita, quase que exclusivamente, à Região Amazônica. Entretanto, os casos 

de malária notificados aumentaram progressivamente devido a movimentos 

migratórios e às atividades de mineração incentivadas por diversos órgãos 

governamentais, tendo sido registrado um aumento importante no número de casos 

nos anos de 1998 e 1999 (14).  

Em julho de 2000, diante da grave situação da malária no país, foi lançado 

pelo Ministério da Saúde o Plano de Intensificação das Ações de Controle da 

Malária (PIACM) na Região Amazônica, com meta de reduzir em 50% os casos da 

doença até o final do ano de 2001. A estratégia estava centrada na mobilização 

política e na estruturação dos sistemas locais de saúde, capacitando-os para a 

coordenação e execução das ações de controle da malária e, desta forma, fortalecer 

o processo de descentralização e garantir sua sustentabilidade. Apesar dos bons 

resultados obtidos com o PIACM, a redução observada no período de 1999 a 2001 

não ocorreu de forma homogênea. O maior percentual de decréscimo registrou-se 

no estado do Amazonas (71%), seguido do Acre (67%), enquanto que nos estados 

de Rondônia e Amapá a redução foi de 9% e 15%, respectivamente. 

Na perspectiva de manter a malária em números aceitáveis no Brasil como os 

observados na década de 1970 (IPA 3,9/1.000) e dar continuidade aos avanços 

proporcionados pelo PIACM, foi então criado o Programa Nacional de Controle da 

Malária (PNCM). Essas ações, juntamente com implementações no tratamento, 

afetaram as frequências das duas principais espécies plasmodiais presentes no 

país, P. falciparum e P. vivax, reduzindo o número de casos por P. falciparum 

drasticamente. Até os dias atuais, P. vivax ainda é a espécie plasmodial prevalente 

no Brasil, representando 88,3% dos casos em 2017, e causando morbidade 

importante que afeta as comunidades endêmicas. No país, 99% dos casos são por 

infecções por P. vivax e/ou P. falciparum, enquanto infecções por P. malariae são 

encontradas em um percentual reduzido (0,01%) (SIVEP-Malária). 

Conforme demonstrado na Figura 2, apesar dos avanços expressivos 

alcançados com as medidas de controle adotadas, o número de casos de malária 

volta a crescer a partir de 2003. Este aumento foi atribuído a ocupações 

desordenadas, mudanças climáticas e a atividades como extração de madeira, 

agricultura e mineração. Nos últimos anos houve uma redução constante e 

significativa na incidência de malária, porém os dados de 2017 são preocupantes 
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porque mostraram uma nova expansão da doença que é atribuída pelo Ministério da 

Saúde as mudanças climáticas e ao próprio ciclo da doença (15).  

  

 

 

                                                                           Dados SIVEP Malária 

 

Estima-se que 98% do total de casos relatados no país são autóctones e 

registrados, em sua maioria, na Amazônia Legal, região que inclui nove estados do 

território nacional: Acre, Amazonas, Amapá, Maranhão, Mato Grosso, Pará, 

Rondônia, Roraima e Tocantins, com distribuição heterogênea dos casos. Os 

estados do Amazonas, Pará, Acre, Amapá e Roraima apresentaram os maiores 

índices de casos de malária em 2017. Em Roraima, 8% do total de casos de malária 

registrados são casos importados da Venezuela (Tabela 1) (16). 

 
Tabela 1. Número de casos de malária na Amazônia Legal (2017) 

 
Total de 

positivos 
Autóctones 

Importados 

de outra 

UF 

Importados 

de outro 

país 

Infecções 

por P. 

vivax 

Infecções 

por P. 

falciparum 

Amazonas 81.297 79.678 929 649 73.243 7.270 

Pará 36.812 35.602 1.061 149 33.600 1.273 

Acre 36.728 35.721 945 62 28.878 7.387 

Amapá 15.505 14.345 866 294 13.783 1.474 

Roraima 14.074 11.048 115 2.911 12.869 1.067 

Rondônia 7.808 6.541 1.194 73 6.575 1.169 

Maranhão 958 328 116 514 834 91 

Mato Grosso 589 439 130 20 569 12 

Tocantins 72 36 29 7 71 1 

Dados Sivep-Malaria. 

 

Figura 2. Variação no número de casos de malária no Brasil. 
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Em um levantamento do número de casos de malária entre 2007-2014, 

observou-se que na região extra-amazônica foram notificados apenas 0,5% do total 

de casos de malária do Brasil. Desses, 89% foram importados dos estados da área 

endêmica e dos países da África (17,18). A região Extra-Amazônica inclui 18 

estados das regiões sudeste, sul, centro-oeste e nordeste, e é considerada uma 

área receptiva para transmissão de malária, uma vez que possui os vetores e 

ambiente climático propício. Em consequência da baixa transmissão Extra-

Amazônica, a letalidade da doença é maior pelo atraso no diagnóstico devido à falta 

de conhecimento da doença pelos clínicos locais. Entre 2007 e 2013 foram relatados 

cerca de 7 mil casos na região, menos de 1% do total de casos no país no mesmo 

período, sendo 932 casos autóctones. Destes, 74,7% ocorreram nas áreas cobertas 

por Mata Atlântica, nos estados de São Paulo, Espírito Santo, Rio de Janeiro, Minas 

Gerais e Paraná (19). Nas regiões de Mata Atlântica a ocorrência da malária está 

associada com a presença de plantas da família Bromeliaceae, que funcionam como 

criadouros dos mosquitos vetores Anopheles do subgênero Kertezia (20). Assim, de 

acordo com o ambiente e a situação epidemiológica o vetor pode variar, visto que 

várias espécies de anofelinos estão presentes em todo território nacional (21). A 

presença do anofelino juntamente com características geográficas e ambientais que 

favorecem a interação do plasmódio com o vetor contribuem para a manutenção da 

malária.  

1.1.5 Ciclo de vida do plasmódio 

Os seres humanos estão entre os hospedeiros vertebrados no ciclo de vida 

dos plasmódios, e são infectados pelo parasito durante a picada da fêmea do 

mosquito Anopheles, o hospedeiro invertebrado e vetor da doença. O ciclo de vida 

do plasmódio é complexo, constituído por uma fase sexuada (esporogônica) no 

hospedeiro invertebrado e duas fases assexuadas (esquizogônica) no hospedeiro 

vertebrado, fases pré-eritrocítica e eritrocítica (Figura 3). 
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Figura 3. Ciclo biológico do Plasmodium spp. 

 

Adaptado de Center for Disease Control and Prevention (CDC – Atlanta), 2010. 

De acordo com o ciclo biológico dos parasitos da malária humana, 

representado na figura 3, o hospedeiro vertebrado é infectado quando a fêmea do 

anofelino infectada inocula esporozoítos (forma infectante) presentes na saliva na 

pele do hospedeiro através da picada. Após a inoculação alguns esporozoítos 

podem permanecer na derme por algumas horas (1-3 horas) e serem eliminados por 

fagócitos. Quanto aos demais esporozoítos que deixam o local da picada, grande 

parte invade os vasos sanguíneos para chegar ao fígado (22) e outros podem ser 

drenados por vasos linfáticos, se acumulando nos linfonodos (23,24). Uma vez no 

fígado, os esporozoítos se aderem as células endoteliais dos sinusóides hepáticos e 

iniciam o gliding, processo de locomoção intermediado por um mecanismo de actina-

miosina. Com este mecanismo o esporozoíto pode invadir as células hepáticas por 

duas maneiras: penetrando a célula dentro de um vacúolo parasitóforo, formado 

através da invaginação da membrana plasmática da célula hospedeira por meio de 

junções móveis, ou migrando através e fora da célula em passagens sucessivas, a 
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transmigração (25). Este processo de locomoção parece ser essencial, pois induz a 

secreção de fator de crescimento dos hepatócitos (HGF) tornando os hepatócitos 

mais susceptíveis à infecção (26). A invasão dos hepatócitos é auxiliada por duas 

proteínas principais do parasito, a circumsporozoíta (CSP) e a proteína adesiva 

relacionada à trombospondina (TRAP- do inglês thrombospondin-related adhesive 

protein) que se ligam aos sulfatos de heparina dos proteoglicanos, na superfície dos 

hepatócitos (27).  

Protegidos no vacúolo parasitóforo, os esporozoítos iniciam um processo de 

maturação e de divisão celular denominado esquizogonia pré-eritrocítica, uma 

reprodução assexuada que vai causar a diferenciação do esporozoíto em trofozoíto 

e a formação dos esquizontes hepáticos repletos de merozoítos. Nessa fase, as 

espécies P. vivax e P. ovale podem se desenvolver em formas latentes 

(hipnozoítos), que vão permanecer dormentes no interior dos hepatócitos. Como 

consequência, os hipnozoítos são responsáveis por episódios de recaída, meses ou 

até anos após a infecção inicial (28) (Figura 4). 

 

Figura 4. Formação de hipnozoítos de P. vivax e P. ovale. 

 

 

Os merozoítos formados vão ser liberados diretamente na corrente sanguínea 

através de vesículas delimitadas pela membrana da própria célula hospedeira, os 

merossomos, marcando o fim da fase pré-eritrocítica do ciclo do parasito (29). Esta 

fase dura geralmente seis dias para P. vivax, oito dias para P. falciparum e entre 

doze a quinze dias para P. malariae. Uma vez livres na corrente sanguínea, os 

merozoítos invadem os eritrócitos dando início a fase eritrocítica ou ciclo assexuado 
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sanguíneo. O processo de invasão dos eritrócitos ocorre por meio de interações que 

envolvem o reconhecimento de receptores específicos. Este processo consiste em 

quatro etapas: primeiro, o parasito adere de forma reversível à parede do eritrócito; 

em seguida ocorre a reorientação do parasito, na qual ele posiciona o polo apical 

perpendicularmente à membrana eritrocítica; posteriormente, se inicia a formação de 

uma zona de contato irreversível entre a superfície do polo apical e a superfície do 

eritrócito (tigh junction), e por fim, ocorre a invasão com invaginação da membrana 

eritrocítica e formação da membrana do vacúolo parasitóforo. Durante a invasão a 

junção é deslocada para o polo posterior e o conteúdo de organelas situadas na 

região apical, como roptrias, grânulos densos e micronemas, é liberado (30–32).  

O desenvolvimento intra-eritrocítico do parasito pode seguir dois caminhos 

distintos. No primeiro, após a formação de um novo vacúolo parasitóforo, os 

merozoítos se diferenciam em anéis (trofozoítos jovens), depois trofozoítos maduros, 

que iniciam um processo de esquizogonia assexuada formando esquizontes repletos 

de novos merozoítos que irão romper a membrana dos eritrócitos, sendo liberados 

na circulação sanguínea novamente para invadir outros eritrócitos e repetir o ciclo 

eritrocítico dentro de um período que varia entre 36 e 72 horas, dependendo da 

espécie plasmodial (P. falciparum: ciclos febris de 36 a 48 horas, P. vivax de 48 

horas e P. malariae de 72 horas). O aumento da temperatura corporal e o 

aparecimento de outras manifestações clínicas da malária coincide com o fim de 

cada ciclo eritrocítico que se repete sucessivas vezes (33). No segundo caminho, os 

merozoítos dentro do eritrócito se diferenciam em estágios sexuados: os 

microgametócitos masculinos e macrogametócitos femininos. Estas formas 

sexuadas presentes na circulação vão ser ingeridas pelo mosquito vetor durante o 

repasto sanguíneo.  

No interior do intestino médio do mosquito, os gametócitos se diferenciam em 

gametas no processo de exflagelação e se fundem formando o zigoto, 

caracterizando a fase sexuada do parasito (34). O zigoto se transforma em oocineto, 

uma forma móvel que penetra a membrana peritrófica do intestino médio do 

anofelino e se diferencia em oocisto. Os oocistos vão passar por sucessivas divisões 

mitóticas e diferenciação celular (esporogonia) e produzir milhares de esporozoítos. 

Ao romperem os oocistos, os esporozoítos são liberados na hemocele e se 

acumulam na glândula salivar do mosquito na qual são armazenados até serem 

inoculados em um novo hospedeiro vertebrado. 
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1.1.6 Resposta imunológica na malária 

Os mecanismos envolvidos na resposta imunológica da malária são 

complexos e vários componentes do sistema imune parecem estar envolvidos. A 

resposta imune celular é considerada a mais importante no controle do estágio 

hepático da infecção, enquanto no estágio eritrocítico o controle do parasito se deve 

principalmente à resposta humoral. Nestas interações, estão envolvidas as 

moléculas do complexo de histocompatibilidade (do inglês major histocompatiblity 

complex - MHC), receptores de linfócitos B e T, e anticorpos, cujas ações contribuem 

no desenvolvimento da resposta imune adaptativa (35).  

Durante a resposta inicial, estudos em modelos murinos demonstraram que 

uma pequena parte dos esporozoítos inoculados alcança o sistema linfático e chega 

ao linfonodo drenante, sendo degradados e apresentados aos linfócitos T por células 

dendríticas. Quanto àqueles que permanecem na derme, a saliva do mosquito induz 

a degranulação de mastócitos e a infiltração de neutrófilos no sítio de inoculação, 

destruindo os parasitos (22). O processo de entrada do esporozoíto na pele até a 

invasão dos hepatócitos no fígado ocorre num curto espaço de tempo, exigindo uma 

resposta imune rápida para a eliminação do parasito. Além disso, assim como os 

merozoítos, os esporozoítos são extracelulares, sendo alvos importantes de 

anticorpos, componentes chave na imunidade antimalárica. A proteína 

circumsporozoíta (CS), que recobre toda a superfície do esporozoíto, é um dos 

principais alvos do reconhecimento da resposta humoral nesse estágio, assim como 

um estímulo para a produção de IFN-γ, a partir de macrófagos e células T-CD4+ 

(36,37).  

Na fase hepática, o esporozoíto é reconhecido por células de Kupffer que irão 

apresentar fragmentos de antígeno para células T-CD4+ através da ligação com 

MHC de classe II (38). Células T-CD8+ migram para o local da infecção devido 

ativação pela secreção de IL-2 e IFN-γ, perfil Th1 direcionado pela produção de IL-

12 por células dendríticas e responsável pela amplificação da resposta imune 

adaptativa (39,40). As células T-CD8+, NKT e Tγδ ativadas vão promover a morte de 

parasitos pré-eritrocitários em hepatócitos infectados com o auxílio de IFN-γ no 

aumento da expressão de MHC de classe I (41). A resposta imune protetora nessa 

fase implica no reconhecimento dos antígenos CS e TRAP expressos na superfície 

do esporozoíto (42).  

Enquanto a fase hepática da infecção é clinicamente silenciosa, a infecção 

por eritrócitos leva à doença e a todas as suas complicações. Um dos problemas na 
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fase eritrocítica é que as hemácias não apresentam moléculas de MHC, estruturas 

importantes no reconhecimento de células infectadas através da apresentação de 

antígenos (24,43). Por essa razão, a resposta humoral exerce um papel crucial no 

controle da malária. Os anticorpos atuam no bloqueio da invasão dos eritrócitos por 

meio do reconhecimento de proteínas da região apical do merozoíto, e na 

opsonização dos merozoítos, o que facilita seu reconhecimento e fagocitose pelos 

macrófagos (44). Experimentos de transferência passiva de anticorpos IgG de soro 

de adultos imunes para crianças diminuíam a parasitemia e protegiam as crianças 

do desenvolvimento da forma grave da doença, comprovando o papel protetor dos 

anticorpos (45,46). Assim, a presença de anticorpos citofílicos (IgG1 e IgG3) está 

associada com a proteção à doença, reduzindo sintomas e carga parasitária, através 

da opsonização do parasito ou da hemácia infectada o que pode impedir a invasão e 

citoaderência das hemácias e o desenvolvimento intra-eritrocítico, em colaboração 

com monócitos e macrófagos (inibição celular dependente de anticorpos, do inglês 

antibody-dependent cell-mediated inhibition - ADCI) (47–49). Além do papel 

fundamental dos anticorpos, a resposta imune contra os estágios eritrocíticos 

também é mediada por células e contribui numa resposta imunológica do tipo Th1 

com a proliferação de células T-CD4+ e T-CD8+, secreção de IFN-γ e alta 

concentração de radicais de nitrogênio e oxigênio (NO e ROS) em células 

mononucleares do sangue periférico (50). A resposta imune é direcionada 

principalmente aos seguintes antígenos: proteínas de superfície de membrana do 

merozoíto, as MSPs (do inglês membrane surface protein), dentre elas MSP-1, MSP-

3 e MSP-9, proteínas de merozoíto ligadas aos eritrócitos, as EBPs (do inglês 

erythrocyte binding protein), dentre elas a DBP de P. vivax (duffy binding protein), e 

a proteína de membrana apical, AMA-1 (do inglês apical membrane antigen-1) (42). 

Num quadro geral da resposta imune, se destacam aquelas direcionadas aos 

estágios de vida do plasmódio que irão atenuar o quadro clínico da doença pela 

aquisição de uma resposta imune humoral e celular (Figura 5). 
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Figura 5. Resposta imune aos estágios do parasito. 

 

Adaptado de Arama et al., 2014. 

 

Em populações de áreas endêmicas de malária, crianças mais velhas e 

adultos podem desenvolver uma imunidade naturalmente protetora após vários anos 

de exposição e sucessivas infecções que favorecem o desenvolvimento de células 

de memória, T-CD4+, T-CD8+ e as células B. Esta imunidade denominada de 

premunição é capaz de reduzir a parasitemia e por consequência os sintomas da 

doença, porém essa imunidade não é estéril (Figura 6). Além disso, essa imunidade 

é lábil, pode ser perdida se o contato com o parasito for interrompido, e é espécie 

específica, requerendo a exposição a um repertório de isolados circulantes para 

adquirir proteção efetiva.  
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Figura 6. Aquisição de imunidade em área endêmica. 

 

Adaptado de Mendonça et al., 2015.  

 

Idealmente, a resposta imune contra a malária deve ser rápida e mediada por 

componentes pró-inflamatórios a fim de controlar o crescimento parasitário. O 

balanço entre respostas pró e anti-inflamatórias é crítico para uma proteção clínica 

efetiva, ou seja, pouca ativação pode não inibir o crescimento do parasito e em 

excesso pode levar à patologia da doença. Componentes anti-inflamatórios devem 

agir suprimindo a resposta para reduzir a inflamação e evitar danos causados pela 

própria resposta imune. Os antígenos de superfície dos parasitos são polimórficos 

ou exibem variação antigênica clonal, sendo necessário que a resposta imune 

desenvolva um repertório diversificado de anticorpos capazes de bloquear a invasão 

parasitária e a adesão tecidual (51). Os títulos de anticorpos anti-esporozoítos em 

soros de indivíduos naturalmente infectados são na ordem de centenas, enquanto 

que os de indivíduos imunizados com esporozoítos irradiados de milhares (52). A 

compreensão de antígenos alvos e mecanismos da imunidade humana à malária é 

crucial para o avanço de vacinas eficazes e para o desenvolvimento de ferramentas 

para medir a imunidade e a exposição em populações endêmicas. 

1.1.7 Proteína circumsporozoíta: um alvo imunogênico relevante 

Há muito tempo se sabe que uma imunidade protetora a malária pode ser 

induzida experimentalmente em humanos pela imunização com esporozoítos 

atenuados por irradiação, ou pela inoculação de esporozoítos sob um esquema de 

tratamento profilático com cloroquina, indicando que a imunização com esporozoítas 
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induz uma resposta imune capaz de inibir o desenvolvimento do parasita antes que 

ele apareça no sangue e produza os sintomas clínicos da doença (53). Soros de 

animais e humanos, protegidos por este tipo de imunização, reconhecem, entre 

outras moléculas, a proteína circumsporozoíta (CS) que é abundante na superfície 

do esporozoíto e está envolvida no processo de invasão dos hepatócitos. Por isso a 

proteína CS de Plasmodium tem sido o antígeno mais estudado e promissor na 

indução de imunidade protetora em animais e humanos (54–56).  

A proteína CS, com cerca de 58 kDA, possui uma estrutura altamente 

conservada nas diferentes espécies plasmodiais. A figura 7 mostra a estrutura da 

proteína CS constituída por um domínio N terminal, uma região de repetição central 

localizada entre duas regiões conservadas, região I (RI) e região II (RII), e uma 

âncora glicosilfosfatidilinositol (GPI) fixada no extremo C-terminal. A região de 

repetição central contém epítopos de célula B imunodominantes, alvo de anticorpos 

protetores, enquanto as regiões N e C-terminal contêm epítopos de células T-CD4+ e 

CD8+ reconhecidos por células T na resposta citotóxica e auxiliar. O domínio 

repetitivo central possui números variados de repetições de aminoácidos em tandem 

e as extremidades amino e carboxila altamente conservadas (57,58). As sequências 

em tandem no domínio central são específicas para cada espécie plasmodial, 

apresentando-se conservadas para o P. falciparum, P. malariae e P. brasilianum. 

Contudo, para o P. vivax, essa sequência apresenta três variantes de acordo com a 

composição de aminoácidos das repetições: VK210, VK247 e P. vivax-like. A 

primeira variante sequenciada e que se caracteriza pela presença de um 

nonapeptídeo (GDRA (A/D) GQPA) repetido em tandem no domínio central da 

proteína, foi denominada VK210, considerada a forma clássica de P. vivax (59). Em 

cepas da Tailândia, outra variante foi descrita com a repetição de aminoácidos 

ANGA (G/D) (N/D) QPG, denominada VK247 (60). Posteriormente, em Papua Nova 

Guiné, foi relatada a existência de uma variante com morfologia semelhante ao P. 

vivax, mas com sequência repetitiva diferente das outras, APGANQ (E/G) GGAA, 

denominada P. vivax-like (61). 
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Figura 7. Estrutura da proteína circumsporozoíta. 

 

 

Em relação a CS de P. falciparum, por se tratar da espécie plasmodial que é 

responsável pela alta mortalidade em crianças na África, foram feitos grandes 

investimentos nos últimos anos e, recentemente, resultados promissores foram 

obtidos em ensaios clínicos conduzidos com uma vacina recombinante composta 

pela região repetitiva e C terminal da proteína CS de esporozoíto de P. falciparum 

fusionada ao antígeno de superfície do vírus da hepatite B (vacina RTS,S) (62). 

RTS’S, agora conhecida como MosquirixTM, é a vacina mais avançada contra a 

malária humana causada pelo P. falciparum. Ensaios clínicos de fase III demonstram 

que, ao longo dos primeiros 18 meses após três doses de RTS,S, os casos de 

malária foram reduzidos em quase metade das crianças com idade de 5-17 meses 

no momento da primeira vacinação, e em 27% dos bebês com idade de 6-12 

semanas. Ao final do estudo, quatro doses de RTS,S reduziram os casos de malária 

em 39% ao longo de quatro anos de acompanhamento das crianças, e em 27% ao 

longo de três anos de acompanhamento em bebês (62). 

No que se refere a malária causada por P. vivax, em estudos de imunização 

de camundongos C57/BL6 (63), macacos Rhesus (64) e seres humanos (65) com 

uma vacina sintética baseada na CS de P. vivax, a VMP001 (do inglês vivax malaria 

protein 001), foram observadas resposta imune humoral e celular robustas. No 

entanto, embora os anticorpos específicos contra a CS pareçam ser protetores, uma 

vez que causam aglutinação de esporozoítos vivos, os resultados do ensaio clínico 

Fase I/ IIa embora não comprovassem o papel protetor dos anticorpos,  

demonstraram que a vacinação com peptídeos sintéticos longos (LSP) 

representando a CS de P. vivax ligados a um epítopo universal da toxina tetânica em 
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primatas não-humanos produz anticorpos IgG1 e IgG3 que reconheceram a LSP e 

CS desde a primeira imunização (55). Estudos de imunização com esporozoítos 

irradiados de P. vivax em humanos têm sido limitados pela falta de cultura in vitro 

que pudesse ser usada como fonte de gametócitos para infecção do mosquito. Em 

humanos a investigação da resposta imune à proteína CS tem sido limitada a dados 

sorológicos empregando peptídeos sintéticos das regiões repetitivas da CS das três 

variantes de P. vivax (66,67). Os níveis e a soroprevalência de anticorpos contra 

esporozoítos de P. falciparum, em especial contra o epítopo repetitivo da CS de P. 

falciparum, são considerados indicadores de exposição ao parasito ao longo do 

tempo e tem sido utilizado como marcador de intensidade de transmissão da malária 

em áreas endêmicas (68–71). 

A variante P. vivax, VK210, possui maior distribuição global, com presença 

relatada no Brasil, Índia, Tailândia e Peru (72–75). Dados sorológicos utilizando 

peptídeos sintéticos das regiões repetitivas da CS das três variantes de P. vivax, 

identificaram a presença de anticorpos para todas as variantes em amostras de 

áreas endêmicas de malária do Estado do Amazonas, Pará, Rondônia, Mato Grosso 

e Acre (76,77). Estudos moleculares também confirmaram a presença das variantes 

de P. vivax em indivíduos infectados nos Estados de Rondônia, Amapá, Pará e 

Amazonas (72,78). Da Silva et al. (2006) relataram diferenças na infectividade de 

anofelinos para as variantes, indicando que o A. darlingi era mais suscetível a 

infecção pelo P. vivax VK210 (79). Foi observada também diferentes características 

exibidas pelas variantes tanto na resposta aos medicamentos quanto na 

sintomatologia (72,80). 

A proteína CS é estruturalmente necessária na formação de esporozoítos e 

desempenha papéis cruciais durante a jornada dos esporozoítos, incluindo invasão 

de glândulas salivares em mosquitos, maturação do esporozoíta e invasão de 

hepatócitos no fígado do hospedeiro humano (81–83). Ela possui dois estados 

conformacionais, uma conformação adesiva que expõe a região C-terminal e uma 

não adesiva, que mascara a região C-terminal e expõe a região N-terminal, 

conferindo um fenótipo migratório aos esporozoítos (84). O conhecimento das 

mudanças conformacionais da CS juntamente com suas funções é importante para o 

desenvolvimento de vacinas pré-eritrocíticas eficientes. Como demonstrado na figura 

8, epítopos de células T encontrados na porção N-terminal ficam expostos no 

momento da invasão celular e no processo migratório, momento crítico para a 

indução da resposta imune protetora no hospedeiro. No desenvolvimento do 



 

20 

        

esporozoíto e na invasão dos hepatócitos se expõe a porção C-terminal que contém 

uma sequência de repetição de trombospondina denominada TSR (do inglês 

thrombospondin-like type I repeat), reconhecida por sua propriedade adesiva. Além 

disso, apesar da vacina RTS’S se basear na região C-terminal, estudos recentes 

destacaram a importância fisiológica da região N-terminal na ligação de células 

hepáticas envolvendo um epítopo considerado imunogênico e capaz de induzir 

anticorpos protetores (85–87).  

 

Figura 8. Mudança conformacional da proteína CS. 

 

TSR: sequência de repetição de trombospondina 

Adaptado de Coppi, 2011. 

 

Proteínas de superfície, como a CS, apresentam polimorfismo alélico e estão 

sob seleção natural positiva pela resposta imune. Uma importante fonte de 

polimorfismo gênico na proteína CS é o número de repetições na região central (88–

90). Oliveira-Ferreira e colaboradores (2004) demonstraram associação entre 

resposta humoral e polimorfismos na região central da CS de P. vivax (variantes 

genotípicas de P. vivax) em indivíduos de área endêmica brasileira. Foi observada 

associação entre respostas de anticorpos às repetições de CS da variante VK247 e 

a presença de HLA-DR16 e entre HLA-DR7 e a ausência de respostas de anticorpos 

às repetições de CS da forma clássica VK210 (77). Já Ribeiro e colaboradores 

(2016) demonstraram pela primeira vez que as diferentes variantes podem causar 

efeitos na resposta imune do hospedeiro. A variante VK247 está associada com 

cargas parasitárias e perfil de citocinas pró-inflamatórias maiores em comparação 

com o observado para com a forma clássica VK210 (91). Esses achados mostram 
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que a presença de polimorfismos em proteínas imunogênicas pode ser determinante 

no desfecho da doença. 

1.1.8 Influência de polimorfismos na malária 

O polimorfismo gênico pode ser definido como a ocorrência de múltiplos 

alelos num locus (local ocupado por um gene). Neste cenário, pode-se levantar a 

hipótese de que algum fator de seleção atuou sobre aquele gene, causando o 

aumento da frequência do alelo atípico (92). A presença destes polimorfismos em 

um determinado gene pode ou não acarretar em alterações funcionais.  

Sendo uma doença de elevada prevalência ao longo de milhares de anos, a 

malária tem exercido forte pressão seletiva no genoma humano (93). Os fatores 

genéticos do hospedeiro contribuem significativamente na diversidade de quadros 

observados na malária, conferindo resistência inata ou susceptibilidade à doença. 

Em 1949, Haldane incentivou a investigação nesse campo quando propôs que um 

alelo mutante atinge e mantém uma elevada frequência como consequência de uma 

vantagem seletiva contra a malária, cuja distribuição coincide com a da talassemia 

(doença hereditária autossômica recessiva caracterizada por redução da taxa de 

síntese de uma das cadeias de globina que forma a hemoglobina) (94).   

No ciclo intraeritrocitário do plasmódio, os eritrócitos apresentam papel 

fundamental como células hospedeiras, carregando o maior número de variações 

genéticas que afetam a estrutura e/ou funcionalidade já descritas como associadas à 

proteção contra malária, implicando uma pressão seletiva positiva com aumento de 

frequência de genes superior a 1%. Dentre as alterações genéticas já associadas 

com a doença podemos citar as talassemias, o antígeno Duffy, o sistema ABO, a 

deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e a de piruvato cinase (PK) 

(95–98).  

Além desses distúrbios genéticos, existem evidências acumuladas que 

destacam outros polimorfismos nos genes de codificação de moléculas envolvidas 

na regulação gênica da resposta imune do hospedeiro à malária, como moléculas do 

sistema antígeno leucocitário (do inglês Human leucocyte antigen, HLA), importantes 

citocinas e mediadores produzidos por macrófagos, linfócitos T ativados, células de 

Kupffer, células NK e células endoteliais. 



 

22 

        

1.1.8.1 Associação do HLA 

Enquanto linfócitos B reconhecem diretamente os antígenos solúveis através 

de seus receptores de superfície, os linfócitos T CD4+ e CD8+ necessitam que o 

antígeno seja processado e apresentado por uma célula apresentadora de antígeno 

(do inglês antigen-presenting cells, APC) em associação a moléculas de 

histocompatibilidade (glicoproteínas). Essas glicoproteínas são codificadas em um 

grande grupo de genes que foram identificados pela primeira vez por seus efeitos 

potentes na resposta imune aos tecidos transplantados. Por essa razão, o complexo 

genético foi denominado complexo de histocompatibilidade principal (do inglês Major 

histocompatibility complex, MHC). O complexo MHC é a região mais variável do 

genoma humano que carrega diferentes loci que codificam genes funcionais 

extremamente polimórficos, o que varia sua capacidade de ligação ao antígeno (99). 

Esses genes pertencem ao sistema de antígenos leucocitários humanos (do inglês 

Human leukocyte antigen, HLA), e codificam as principais moléculas encarregadas 

da apresentação de antígeno na superfície celular. Localizado no cromossoma 6, o 

complexo HLA consiste em mais de 200 genes divididos em três classes: classe I, II 

e III. Os genes MHC de classe II, reconhecidos por seu controle da resposta 

imunológica, codificam duas cadeias que formam os heterodímeros funcionais HLA-

DR, HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DM e HLA-DO (2.649 alelos conhecidos), sendo HLA-

DR o locus mais polimórfico (42,100). O MHC de classe II é expresso 

predominantemente em APCs como macrófagos, células dendríticas, células de 

Langerhans, células de Kupffer e linfócitos B, e tem influência reconhecida na 

produção de anticorpos.  

Há estudos que vêm relatando associação de certos alelos HLA com a 

susceptibilidade ou resistência a doenças infeciosas como a hanseníase, a 

leishmaniose tegumentar, a tuberculose, a esquistossomose e a malária (101–104). 

Na malária, a associação com antígenos de HLA apresenta características muito 

peculiares. Estudos sobre a importância dos genes que regulam a resposta imune à 

malária permitiram estabelecer a ideia de que a seleção natural exercida pela 

presença do parasito tem contribuído para a manutenção da extensa diversidade 

alélica de HLA. Hill e colaboradores reforçaram essa visão ao demonstrar a 

influência dos genes HLA na proteção contra a malária grave na África subsaariana 

(104). Outro estudo longitudinal realizado por Jepson e colaboradores mostrou que a 

susceptibilidade a episódios de febre malárica em gêmeos na Gâmbia é 

determinada por fatores genéticos ligados ao MHC (105). 
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As associações encontradas entre os antígenos de HLA e a malária vêm 

apresentando resultados variados. No Quênia, a proteção contra malária grave 

estava associada com o alelo DRB1*0101, no norte de Gana com DRB1*04, e na 

capital da Índia com o alelo DRB1*0809 (106–108). Enquanto isso, em outros 

estudos que investigavam as correlações de HLA-DQ e -DR nenhuma associação 

entre os alelos de HLA e a reposta à malária foi estabelecida (109–113). 

As associações do sistema HLA atuam através da seleção de peptídeos de 

um patógeno para apresentação aos linfócitos. Sendo HLA-B uma cadeia de classe I 

expressa nos hepatócitos, o alelo HLA-B53 foi associado com o reconhecimento de 

epítopos derivados de um antígeno de célula hepática (LSA-1) (114). A produção de 

citocinas induzidas pelo LSA-1 também parece estar sendo modulada pelo complexo 

HLA. Foi observado uma resposta específica a este antígeno com altos níveis de 

IFN-γ associada com o alelo DQB1*0501 no Gabão, e um favorecimento da indução 

de IL-6 e IFN-γ pelos alelos DQB1*0201 e 0301, assim como a indução de IL-10 por 

DQB1*06 (115). As associações da resposta específica com as formas hepáticas 

indicam que essas formas do parasito são alvos da resposta imune e potenciais 

alvos para uma vacina. O desencadeamento ou não de uma resposta imune 

protetora à determinados patógenos e/ou imunógenos, pode estar associado com 

fatores genéticos. Estudos sobre a influência das moléculas HLA na resposta imune 

em populações etnicamente diversas são importantes antes da implementação de 

ensaios vacinais. Neste sentido, vem sendo relatada associação de potenciais 

candidatos vacinais com diferentes alelos de HLA (Tabela 2).  
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Tabela 2. Associação de alelos de HLA e da resposta humoral contra antígenos de 

P. vivax. 

Antígeno/Proteína HLA Associação Referência 

CS variante 

VK247 
DRB1*16 + Oliveira-Ferreira et al., 2004 

CS variante 

VK210 
DRB1*07 - Oliveira-Ferreira et al., 2004 

CS peptídeo N DRB1*03 - Storti-Mello et al., 2011 

CS peptídeo N 
DRB1*11,12 

(DR5) 
- Storti-Mello et al., 2011 

MSP3-NT,CT e FL 
DRB1*03, 04, 06 

e 16 
+ Lima-Junior et al., 2012 

MSP9-RIRII DRB1*01 - Lima-Junior et al., 2012 

MSP9-RIRII DRB1*04 + Lima-Junior et al., 2012 

MSP9-RII DRB1*01 - Lima-Junior et al., 2012 

MSP9-RII DRB1*04 + Lima-Junior et al., 2012 

MSP9-CT DRB1*04 + Lima-Junior et al., 2012 

AMA-1 DRB1*03 + Storti-Mello et al., 2011 

Adaptado de Lima-Junior et al., 2016. 

 

Embora candidatos vacinais de P. vivax tenham se mostrado pouco 

imunogênicos em ensaios clínicos, Ferreira e colaboradores construíram uma 

proteína quimérica denominada PvRMC-RBP1, composta de um domínio 

imunodominante da proteína-1 de ligação a reticulócitos de P. vivax (do inglês 

Plasmodium vivax reticulocyte binding protein-1 RBP) e de epítopos promíscuos de 

células T do MHC de classe II, e comprovaram a preservação de epítopos 

conformacionais de células B na proteína quimérica. Contudo, não foi encontrada 

associação entre os alelos HLA-DRB1*04 e os alelos HLA-DQB1*03 e as respostas 

de anticorpos IgG às proteínas quiméricas ou nativas (113). Em estudos que 

avaliaram proteínas de superfície de merozoítos (MSPs) de P. vivax, foi observado 

altos níveis de anticorpos IgG específicos em indivíduos brasileiros carreadores dos 

alelos HLA-DRB1*04 e HLA-DQB1*03. Os altos níveis de anticorpos observados 

foram associados a uma possível pressão seletiva por P. vivax na população 

ameríndia (112). Uma associação significativa foi encontrada entre níveis elevados 

de anticorpos IgG contra a MSP-1 de P. vivax e a presença do alelo HLA-DR3 (111). 

No que se refere à proteína CS, candidato vacinal mais avançado nos ensaios 

clínicos, um estudo de fase I utilizando uma vacina de peptídeo do antígeno múltiplo 

de P. falciparum induziu níveis elevados de anticorpos específicos em voluntários 
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que expressavam as moléculas HLA-DQB1*0603, HLA-DRB1*0401 ou HLA-

DRB1*1101 (116). Os resultados de Oliveira-Ferreira e colaboradores mostraram em 

indivíduos de Rondônia uma associação significativa entre a resposta de anticorpos 

contra as repetições da CS correspondente à variante VK 247 de P. vivax e a 

presença do alelo HLA-DRB1*16, bem como uma associação entre a presença de 

HLA-DRB1*07 e a ausência de respostas de anticorpos às repetições da CS da 

variante VK210 (77). Já Storti-Mello e colaboradores descreveram uma associação 

significativa entre a ausência de resposta de anticorpos à região N-terminal da CS e 

a presença de HLA-DRB1*03 e DR5 em um estudo com indivíduos de diferentes 

regiões da Amazônia brasileira (111).  

O conjunto dos achados descritos nos últimos anos sobre a influência do 

sistema HLA na modulação da resposta contra a malária é extremamente importante 

e útil e pode abrir portas para o desenvolvimento de vacinas mais eficazes para a 

malária. 

1.1.8.2 Polimorfismos nos genes de citocinas 

Estudos em modelos murino e humano demonstraram que as citocinas 

juntamente com as células T, células NK e macrófagos, contribuem para o controle 

da imunopatologia na malária. O equilíbrio entre as citocinas de perfil Th1 e Th2 (T 

helper 1 e 2) parece ser crucial no controle dos sintomas clínicos da doença livrando 

o hospedeiro do desenvolvimento dos quadros graves ou moderados da infecção. A 

partir da evidência encontrada por Kwiatkowski e colaboradores, que mostraram que 

o polimorfismo do gene fator de necrose tumoral (do inglês tumoral necrose factor, 

TNF) estava associado com susceptibilidade à malária cerebral, polimorfismos na 

região reguladora de citocinas vêm sendo descritos. Os genótipos específicos de 

importantes citocinas envolvidas na resposta imune também estão sendo 

associados com risco de rejeição de órgãos após transplantes e com a 

susceptibilidade ou gravidade em certas doenças infecciosas e autoimunes 

(117,118). Com efeito, polimorfismos funcionais em genes de citocinas, que podem 

alterar a síntese e secreção destas proteínas, têm sido associados a doenças que 

têm uma patogênese inflamatória (119). 

Os polimorfismos mais comuns dentro do genoma humano são os do tipo 

SNP, polimorfismo de nucleotídeo único (do inglês single nucleotide polymorphism). 

Eles se caracterizam pela variação em apenas um nucleotídeo no interior de uma 

sequência de DNA, que pode ser codificante ou não, e ocorrem aproximadamente 
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uma vez a cada 1.350 pares de bases no genoma humano (120). A presença de 

SNPs pode influenciar a expressão gênica, a função proteica e a susceptibilidade a 

doenças. A base de dados de SNP do National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) conta com mais de 11 milhões de SNP identificados em humanos, porém a 

maior parte dos polimorfismos causa pequeno impacto na saúde. Até o presente 

momento, poucas dezenas de SNPs funcionais em genes de mediadores da 

resposta imunológica foram relacionados à proteção ou susceptibilidade à malária 

(Tabela 3).  

 

Tabela 3. SNPs envolvidos na resposta imune da malária. 

Gene Efeito Referência 

polimorfismo MIF-173 Susceptibilidade à alta parasitemia em 
crianças infectadas 

Awandare, 2006 

polimorfismos IL-1β-31C/T 
e -511A/G 

Aumento da susceptibilidade à anemia 
severa e níveis circulantes de IL-1β 

Ouma, 2008 

alelo IL4-524T Aumento dos níveis de anticorpos contra a 
CS e Pf332 

Luoni, 2001 

haplótipo IL4+33T/-590T Aumento de IgE em crianças com malária 
grave 

Gyan, 2004 

alelo IL4-590T Prevalência de infecções por P. falciparum Vafa, 2007 

genótipo IL4 VNTR ½ Associação com malária grave Cabantous, 2009 

haplótipo IL4-590T/-34T e 
íntron VNTR R2 

Proteção contra a malária Jha, 2012 

haplótipo 

IL10-1082G/-819C/-592C 
Proteção contra anemia severa Ouma, 2008 

Haplótipo 

IL10+4949G/+919C/-627G/-
1117C/-3585T 

Proteção de 49% contra a malária grave Wilson, 2005 

Haplótipo 

IL10-1082A/-819T/-592ª 
Risco de anemia em recém-nascidos Lokossou, 2013 

genótipo IL10-1082AA Aumento dos níveis de IgG contra MSP-
2/3d7 e AMA-1 em mães e recém-nascidos 

Lokossou, 2013 

polimorfismo 

IL10-3575T/A 

Associação com a produção de IL-10 e a 
ocorrência dos sintomas 

Domingues, 2016 

genótipo IL13-1055TT Redução dos níveis de IgG contra AMA-1 
em recém-nascidos 

Lokossou, 2013 

alelo IL13-1055T Proteção contra a malária severa Ohashi, 2003 

alelo IL22+708T Proteção contra anemia severa Koch, 2005 
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alelo IL22-1394G Associação fraca com susceptibilidade à 
malária cerebral 

Koch, 2005 

haplótipo 

IL22-394A/+708T 
Proteção contra a doença Koch, 2005 

IL17RA LD Associação com malária cerebral Marquet, 2015 

alelo TNF-238ª Risco de anemia severa e malária cerebral Mcguire, 1999 

alelo TNF-238ª Altera o balanço da IL-10 em crianças com 
malária grave 

May, 2000 

polimorfismo TNF-238 
Susceptibilidade à malária severa e 
desfecho clínico de infecções por P. 

falciparum 

Olaniyan, 2016 

polimorfismos TNF-308, -
238 e -244 

Aumento da parasitemia e sintomatologia Nguyen, 2017 

polimorfismo NOS2A-
1173C/T 

Proteção contra malária cerebral e anemia 
severa 

Hobbs, 2002 

polimorfismo NOS2A-
954G/C + microssatélite 
CCTTT(8) 

Proteção contra hiperparasitemia Cramer, 2004 

polimorfismo NOS2A-
1173C/T + microssatélite 
CCTTT(13) 

Relação com maior número de casos fatais Cramer, 2004 

 

Apesar das citocinas apresentarem baixo grau de variação genética, se 

observa um número cada vez maior de estudos incriminando os polimorfismos 

localizados em regiões reguladoras de genes de citocinas como fator que pode 

influenciar na susceptibilidade ou na evolução da malária. O papel de cada citocina 

em humanos durante a infecção ainda não está claro, porém existem evidências de 

que a expressão de algumas citocinas e mediadores celulares são extremamente 

importantes na evolução da doença. Esse trabalho destaca o papel e a influência de 

duas principais citocinas de perfil Th1 e Th2, IFN-γ e IL-10, e de radicais reativos de 

oxigênio como o neurotransmissor óxido nítrico (do inglês nitric oxide, NO). 

 

 Interferon-gamma (IFN-γ) 

O IFN-γ é uma citocina solúvel descrita como o indutor chave dos 

mecanismos imunes efetores essenciais para o controle inicial da infecção malárica, 

tanto nos estágios pré-eritrocíticos quanto nos eritrocíticos. Na malária, o IFN-γ tem 

ação antiparasitária direta e, em sinergismo com o TNF-α, é capaz de induzir a 

produção de óxido nítrico (em inglês nitric oxide, NO) e radicais livres. Andrade e 

colaboradores (2010) evidenciaram uma correlação positiva entre os níveis de IFN-γ 

e a gravidade da doença (121).  
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A codificação desta citocina se dá pelo gene humano IFNG localizado no 

cromossomo 12 na região 12q24.1 (122). Mutações nesse gene estão associadas a 

uma maior susceptibilidade a infecções virais, bacterianas e parasitárias e a várias 

doenças autoimunes (123–127). No primeiro íntron do gene IFNG ocorre uma 

sequência microssatélite polimórfica formada por curtas repetições em tandem (do 

inglês short tandem repeat, STR) de dois nucleotídeos (C e A), caracterizando 

diferentes alelos e expressões do gene (128–130). Junto à essa região no extremo 

5’ de uma repetição CA foi descrito o principal SNP na posição +874 (rs2430561, 

polimorfismo +874T/A), coincidindo também com o sítio de ligação do fator de 

transcrição NF-Κβ. Este SNP apresenta troca do alelo T por A, e esta mutação está 

relacionada com a expressão alterada de IFN-γ, na qual indivíduos portadores do 

alelo selvagem T produzem quantidades normais da citocina, enquanto portadores 

do alelo mutante A apresentam produção reduzida. Essa alteração pode explicar a 

associação deste polimorfismo na susceptibilidade de várias doenças infecciosas 

como a síndrome da angústia respiratória aguda (SARA), hepatite B, câncer cervical, 

tuberculose e toxoplasmose (131–135). Entretanto, não foi encontrada associação 

desse polimorfismo com pancreatite crônica, leishmaniose, tuberculose e hepatite C 

(136–139). 

O polimorfismo IFNG+874T/A pode desempenhar um papel significativo na 

susceptibilidade para a malária. Medina e colaboradores (2011) analisaram a 

distribuição de alelos e genótipos desse polimorfismo em indivíduos de área 

endêmica brasileira com infecção por P. vivax, e não encontraram associação deste 

polimorfismo na susceptibilidade e progressão da doença. Porém, ao analisar a 

influência deste polimorfismo na produção de IFN-γ, observaram forte associação do 

genótipo AA com produção reduzida da citocina (140). Outro estudo brasileiro de 

Furini e colaboradores (2016) avaliou a influência do polimorfismo IFNG+874T/A nos 

níveis de anticorpos IgG contra proteínas de estágio eritrocítico de P. vivax. Apesar 

de níveis de IgG específicos superiores em indivíduos portadores do genótipo TT 

(selvagem), essa diferença não foi significativa, não havendo associação dos alelos 

e genótipos desse polimorfismo com os níveis de IgG específicos (141). Na 

população africana, Koch e colaboradores (2005) também não encontraram 

associação deste SNP com a susceptibilidade à malária grave (142). No mesmo 

ano, um estudo de ancestralidade conduzido por Upperman e colaboradores (2005) 

testou a hipótese de associação da deficiência G6PD com SNPs de citocinas pró e 

anti-inflamatórias. Analisando a ocorrência do SNP IFNG+874T/A em pacientes com 
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e sem a deficiência de G6PD, os autores observaram uma baixa produção 

significativa de IFN-γ em indivíduos portadores da deficiência associada ao alelo T 

selvagem (143). Estudos demonstraram que o polimorfismo IFNG+874T/A apresenta 

associação à maior susceptibilidade a uma variedade de doenças infeciosas (144) e 

pode estar ligado ao perfil imunogenético responsável pela proteção contra a 

infecção por Plasmodium, como as respostas celular e humoral desenvolvidas.   

 

 Interleucina-10 (IL-10) 

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória produzida tardiamente por células 

Th2, células CD8+, monócitos, células B ativadas e timócitos, com efeito pleiotrópico 

biológico em vários tipos celulares. A IL-10 pode estimular e suprimir a resposta 

imunológica, inibindo a produção de citocinas importantes como IFN-γ e IL-12, de 

coestimuladores e de moléculas do MHC de classe II, resultando numa forte inibição 

da capacidade de apresentação de antígeno e consequente inibição da proliferação 

de linfócitos T. Ela atua na proliferação e diferenciação de células B, granulócitos, 

neutrófilos, células dendríticas, queratinócitos e células endoteliais (145–147).  

Na malária, a IL-10 está associada com a proteção e reinfecção em estágios 

hepáticos (148). Na presença da infecção pelo plasmódio ocorre um aumento na 

produção de IL-10 quando a parasitemia está elevada. Níveis elevados de IL-10 

durante os episódios de malária são benéficos, neutralizando os efeitos das outras 

citocinas produzidas pelas células Th1 e CD8+, que são responsáveis por grande 

parte da imunopatologia associada com a superprodução de IFN-γ (149). 

A IL-10 é codificada pelo gene humano IL10A localizado no cromossomo 1 na 

região 1q31-32 e apresenta mais de 27 sítios polimórficos. Os polimorfismos que 

ocorrem na região promotora do gene IL10A estão associados com a produção 

alterada desta citocina (150). Dentre os polimorfismos que ocorrem na região 

promotora, os SNPs nas posições -1082, -819 e -592 (-1082A/G, -819T/C e -

592A/C) têm sido deveras investigados e foram descritos por influenciar a 

transcrição do RNA mensageiro e a expressão de IL-10 in vitro (151,152). Estes 

SNPs foram associados com a proteção à anemia grave e o aumento da produção 

de IL-10 em crianças quenianas parasitadas por P. falciparum (153). Lokossou e 

colaboradores (2013) também identificaram associação com estes SNPs. Na 

presença do haplótipo IL10A-1082A/-819T/-592A o risco de anemia em recém-

nascidos é aumentado. Além disso, os mesmos autores demonstraram que recém-

nascidos e mães carreando o genótipo IL10A-1082AA apresentaram maiores níveis 



 

30 

        

de IgG contra proteínas de estágio sanguíneo do plasmódio (154). Em contraponto, 

Carpenter et al. (2009) não encontraram evidência de associação da malária com 

polimorfismos na região promotora do gene de IL-10 (155).  

A análise de um painel inclusivo de variação em genes envolvidos na 

resposta imune pode fornecer uma visão amplificada do complexo painel de 

citocinas cruciais na determinação da gravidade dos sintomas clínicos, no grau de 

parasitemia e ainda na eliminação da malária. 

 

 Óxido nítrico (NO) 

Apesar do óxido nítrico (NO, do inglês nitric oxide) ser uma das mais simples 

moléculas biológicas da natureza, ele está envolvido em importantes processos 

fisiológicos como neurotransmissão, controle da pressão sanguínea, coagulação do 

sangue e participação na capacidade do sistema imunológico de destruir células 

tumorais e parasitas intracelulares (156,157). Uma característica importante é a sua 

capacidade de ser benéfica ou potencialmente tóxica de acordo com a concentração 

e/ou depuração tecidual (158).  

Sabe-se que na malária altos níveis de NO podem ser produzidos para a 

eliminação direta dos parasitos ou limitando o crescimento parasitário, contribuindo 

ainda para a ativação patológica do sistema imune, prejudicando a sinalização 

neuronal e causando dano oxidativo nas células sanguíneas, o que conduz ao 

quadro de anemia (159). Contudo, diversas evidências mostram que durante a 

malária os níveis de produção de NO são baixos devido a hiporargeninemia 

(deficiência na enzima arginase I), ao aumento da inibição de NO pela hemoglobina 

livre e pelos níveis elevados de superóxido provocados pela infecção (160). Resta 

determinar se a biodisponibilidade do NO está associada à gravidade da malária, 

particularmente a malária cerebral, enquanto outros estudos evidenciam um papel 

protetor (159).  

A enzima responsável por catalisar a produção de NO pode ser de origem 

endotelial (eNOS ou NOS3), neuronal (nNOS ou NOS1) e a que sustenta a 

produção mais abundante, a induzível (iNOS ou NOS2). A produção de NO induzida 

pela iNOS está envolvida no sistema imune inato e contribui para a morte intra-

hepática de parasitas em resposta a IFN-γ, TNF-α, IL-1β e IL-6 secretados por 

células T e NK ativadas (161). A enzima iNOS é expressa pelo gene humano 

NOS2A localizado no cromossomo 17 na região 17q11.2-q12. A expressão gênica é 

regulada por várias vias: indução da expressão por NF-Κβ, IFN-γ (sinalizando 
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através da cascata JAK-STAT) e fatores indutores de hipóxia (HIF-1); e inibição da 

expressão por TGF-β e interleucinas 4, 10 e 13. 

A presença de polimorfismos na região promotora do gene NOS2A causa 

alterações na atividade do produto gênico (enzima iNOS), enquanto polimorfismos 

que ocorrem na região reguladora alteram os níveis do produto do gene. Foram 

descritos três polimorfismos na região promotora do gene NOS2A que foram 

associados a doenças como o diabetes, HIV, artrite reumatoide, psoríase e acalasia 

idiopática (162–166). Dentre estes polimorfismos estão duas repetições de 

microssatélite (TAAA e CCTTT) e um SNP na posição -954 (NOS2A-954G/C). 

Na infecção malárica, estes polimorfismos presentes na região promotora do 

gene NOS2A apresentaram papel importante. Ohashi e colaboradores (2002) 

demonstraram numa população da Tailândia uma forte associação entre as 

repetições CCTTT e o risco de malária grave, assim como com o nível de transcrição 

da iNOS. Porém, não foi observada correlação com os níveis de NO. O mesmo 

estudo avaliou a influência do SNP NOS2A-954G/C e verificou associação da 

presença do alelo C com altos níveis de atividade da enzima NOS (167). O estudo 

desenvolvido por Cramer e colaboradores (2004) observaram que o polimorfismo 

NOS2A-954G/C em associação com a repetição CCTTT(8) são fatores de proteção à 

hiperparasitemia em crianças ganenses (168). A mesma tendência foi relatada por 

Kun e Planche e seus colaboradores. O primeiro encontrou associação do 

polimorfismo NOS2A-954G/C com a proteção à malária em crianças do Gabão, 

Nigéria e Senegal, e o segundo encontrou associação com a proteção contra a 

malária grave, também em crianças do Gabão (169,170). Já Burgner e 

colaboradores encontraram uma associação alélica fraca desse SNP com a malária 

na população de Gâmbia (171), o que evidencia a necessidade de investigação da 

influência destes polimorfismos funcionais em diferentes populações de áreas 

endêmicas de malária.    

1.2 Justificativa 

A malária continua sendo um problema de saúde pública global causando 

mais de 400 mil mortes anualmente. No Brasil, apesar da grande redução do 

número de casos nos últimos sete anos as conquistas alcançadas podem ser 

comprometidas se as ações de vigilância e controle não forem fortalecidas. Em 
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2017, o número de casos notificados foi 193.839, um aumento de 34% em relação a 

2016.  

O P. vivax é a espécie predominante no Brasil (88% do total), seguido por P. 

falciparum (10%), infecções mistas por P. vivax e P. falciparum (0,6%) e P. malariae 

(0,01%). Embora as perspectivas de eliminação da malária por P. falciparum sejam 

boas, um aumento progressivo nos casos de P. vivax permanece um desafio. A 

presença de portadores assintomáticos e a possibilidade de recaída juntamente com 

a falta de diagnóstico dos estágios hepáticos inativos (hipnozoítos) são obstáculos 

para o controle e vigilância dessa espécie plasmodial. Adicionalmente, nas últimas 

décadas também foram relatadas variações no gene da proteína circumsporozoíta 

(CS) de P. vivax, proteína necessária na formação dos esporozoítos, envolvida na 

invasão parasitária de hepatócitos e atualmente considerada importante candidata 

vacinal. Essas variantes de P. vivax foram relatadas universalmente e em diversas 

áreas da Amazônia brasileira. Informações sobre a distribuição geográfica do 

parasita são importantes para a interpretação precisa dos dados epidemiológicos. 

Antes da era do diagnóstico molecular, a sorologia foi usada para identificar 

indivíduos com infecção atual ou recente e tem sido utilizada para monitorar a 

intensidade e a exposição da transmissão de P. falciparum e P. vivax. Embora 

inúmeros trabalhos tenham utilizado a sorologia para a proteína CS para monitorar 

as mudanças na transmissão, identificar "hotspots" de transmissão e grupos de alto 

risco, os dados são discordantes. Dentro deste contexto, avaliamos se a 

soroprevalência para a proteína CS de P. falciparum, P. vivax e P. malariae poderia 

ser uma boa ferramenta para monitorar a exposição e a distribuição dessas espécies 

em uma área rural de Porto Velho, Rondônia. Essa área endêmica experimentou um 

declínio na proporção de casos de P. falciparum, um aumento progressivo na 

proporção de P. vivax e poucos casos relatados de P. malariae.   

A importância dos genes que regulam a resposta imune na malária foi 

demonstrada em vários estudos.  Polimorfismos nos genes codificadores de 

moléculas, como o sistema HLA e outros genes, como os de citocinas e mediadores 

da resposta imune têm influência reconhecida na resposta imune específica e na 

susceptibilidade a infecção. Deste modo, avaliamos a influência de polimorfismos no 

sistema HLA e nos genes de IFN-γ, IL-10 e óxido nítrico na infecção malárica e na 

modulação da resposta imune adquirida as proteínas de P. vivax. 
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Os nossos dados, no contexto da eliminação da malária, mostram que fatores 

que afetam a aquisição e a manutenção de anticorpos antimaláricos são importantes 

para o desenvolvimento de ferramentas de vigilância sorológica. 

A nossa hipótese é de que a proteína CS pode ser utilizada como marcador 

de exposição recente e transmissão da malária por P. vivax na área endêmica e de 

que polimorfismos gênicos do sistema HLA e dos genes de componentes da 

resposta imunológica como as citocinas e a iNOS podem causar alterações na 

aquisição natural da resposta de anticorpos contra a CS, favorecendo a 

susceptibilidade do hospedeiro ao Plasmodium e influenciando a soroprevalência 

para a CS de P. falciparum, P. vivax e P. malariae. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Caracterizar a resposta imune humoral naturalmente adquirida para as 

proteínas CS de esporozoítos e de estágios eritrocíticos (MSP1 e AMA1) de P. vivax 

e avaliar a influência de polimorfismos no sistema HLA e nos genes de citocinas na 

modulação da resposta imune em indivíduos de áreas endêmicas da Amazônia 

brasileira. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Realizar o diagnóstico das espécies plasmodiais por reação de PCR e 

sequenciamento das variantes de P. vivax; 

 Avaliar a resposta imune humoral adquirida para as proteínas CS de P. 

falciparum, P. malariae e P. vivax, e suas variantes genotípicas; 

 Verificar se os polimorfismos de HLA influenciam a reposta imune 

naturalmente adquirida contra a malária e a resposta específica à CS em uma 

população da Amazônia brasileira exposta à infecção; 

 Verificar a presença dos polimorfismos nos genes das citocinas interferon 

gama e interleucina 10, e da enzima óxido nítrico sintase induzida e suas 

influências nos níveis plasmáticos e na susceptibilidade à malária em uma 

população da Amazônia brasileira exposta à infecção. 

 Comparar a resposta imune humoral adquirida para as proteínas CS, AMA-1 

e MSP-119 de P. vivax e verificar a influência dos polimorfismos das citocinas 

IFN-γ (IFNG+874T/A) e IL-10 (IL10A-819T/C e IL10A-592A/C), e da molécula 

de óxido nítrico (NOS2A-954G/C) na resposta. 
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3 RESULTADOS 

3.1 Artigo 1  

PEREIRA, V.A.; SÁNCHEZ-ARCILA, J.C.; VASCONCELOS, M.P.; FERREIRA, A.R.; 

VIDEIRA, L.S.; TEVA, A.; PERCE-DA-SILVA, D.S.; MARQUES, M.T.Q.; 

CARVALHO, L.H.; BANIC, D.M.; PORTO, L.C.M.S; OLIVEIRA-FERREIRA, J. 

Evaluating seroprevalence to circumsporozoite protein to estimate exposure to P. 

falciparum, P. vivax, and P. malariae in the Brazilian Amazon. Infect Dis Poverty. 

2018;  

 

Esse trabalho teve como objetivo verificar se a prevalência e os níveis de anticorpos 

para a proteína circunsporozoíta (CS) de P. falciparum, P. malariae e P. vivax podem 

ser utilizados como ferramenta para monitorar a presença e o grau de exposição da 

população a essas espécies plasmodiais, em áreas endêmicas brasileiras.  
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3.2 Artigo 2  

PEREIRA, V.A.; SÁNCHEZ-ARCILA, J.C.; TEVA, A.; PERCE-DA-SILVA, 

D.S.; VASCONCELOS, M.P.; LIMA, C.A.; APRÍGIO, C.J.; RODRIGUES-DA-SILVA, 

R.N.; SANTOS, D.O.; BANIC, D.M.; BONECINI-ALMEIDA, M.G.; LIMA-JÚNIOR, 

J.C.; OLIVEIRA-FERREIRA, J. IL10A genotypic association with decreased IL-10 

circulating levels in malaria infected individuals from endemic area of the Brazilian 

Amazon. Malar J. 2015; 14:30. doi: 10.1186/s12936-015-0548-z. 

 

Este trabalho investiga a presença dos polimorfismos nos genes das citocinas 

interferon gama (IFNG) e interleucina 10 (IL10A), e da enzima óxido nítrico sintase 

induzida e sua influência nos níveis plasmáticos e na susceptibilidade à malária em 

uma população da Amazônia brasileira exposta à infecção.    
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4 RESULTADOS COMPLEMENTARES 

Estes dados farão parte do terceiro artigo, ainda em preparação, e tem como 

objetivo avaliar a resposta imune humoral naturalmente adquirida para as proteínas 

CS, AMA-1 e MSP-119 de P. vivax assim como a influência dos polimorfismos das 

citocinas IFN-γ (IFNG+874T/A) e IL-10 (IL10A-819T/C e IL10A-592A/C), e da enzima 

iNOS (NOS2A-954G/C) nesta resposta. 

4.1 Materiais e Métodos 

4.1.1 População de Estudo 

A população de estudo já foi descrita nos artigos 1 e 2 que compõem esta 

tese. Brevemente, a área selecionada foi o município de Porto Velho, onde os 

participantes foram recrutados através de visitas às suas casas, selecionadas 

aleatoriamente, e através da procura ao atendimento médico na Policlínica Dra Ana 

Adelaide. Todos os voluntários incluídos neste estudo foram avaliados clinicamente 

e responderam a um termo de consentimento livre e esclarecido (Apêndice A) e um 

questionário epidemiológico (Apêndice B), antes da coleta da amostra de sangue. O 

estudo foi revisado e aprovado pelo Comitê de Ética da Fundação Oswaldo Cruz 

(CEP / FIOCRUZ, 024/09) (Anexo 1). 

4.1.2 Sequenciamento genômico para o diagnóstico das variantes de P. vivax 

As amostras de DNA foram extraídas de acordo com o protocolo do fabricante 

utilizando o kit QIAmp (Qiagen, HIlden, Alemanha). O segmento genômico 

correspondente à região central da CSP de P. vivax foi amplificado pela técnica de 

PCR. As reações de amplificação foram realizadas num volume total de 50µL 

contendo 5µL de tampão de PCR 10X, 1,5mM de MgCL2, 0,2 nmol de cada dNTP, 

2,5 U de AmpliTaq Gold DNA Polimerase, H2Od q.s.p. e 0,2 mM de cada primer. 

Foram utilizados dois pares de iniciadores AL60 (GTCGGAATTCATGAAGAACTTC-

ATTCTC) e AL61 (CAGCGGATCCTTAATTGAATAATGCTAGG) e PVCSP1 (AGG-

CAGAGGACTTGGTGAGA) e PVCSP2 (CCACAGGTTACACTGCATGG) nas 

seguintes condições: par AL60/61 – 94°C/10’, 94°C/01’, 48°C/01’, 72°C/01’ e 

72°C/10’; par PVCSP1/2 - 94°C/10’, 94°C/01’, 60°C/01’, 72°C/01’ e 72°C/10’. Os 
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produtos de PCR amplificados foram visualizados em gel de agarose 2%, e os 

tamanhos dos produtos de PCR foram estimados utilizando uma escala de DNA de 

100bp e 1kb. Após a visualização, os produtos amplificados foram concentrados e 

purificados em gel de agarose a 2% com baixo ponto de fusão e tampão TAE 1X 

com 0,5µg/mL de brometo de etídio. Os fragmentos obtidos foram cortados e 

purificados novamente utilizando o kit Wizard SV Gel e o sistema PCR Clean-UP 

(Promega, Wisconsin, EUA) e quantificados com kit Qubit dsDNA HS Assay 

(Invitrogen, Califórnia, EUA), de acordo com as especificações do fabricante. As 

amostras de DNA foram preparadas de acordo com o protocolo de reação de 

sequenciamento do Big Dye Terminator Cycle Ready Reaction versão 3.1 (Applied 

Biosystems, Califórnia, EUA) previamente padronizado pela Plataforma de 

Sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz (PDTIS/ FIOCRUZ). A reação do 

sequenciamento foi realizada no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 

(Applied Biosystems, Califórnia, EUA) com as seguintes condições de ciclagem (40 

ciclos: 94°C/10’’, 50°C/05’’ e 60°C/04’). Depois, o DNA foi precipitado com 

isopropanol a 75% e etanol e o sedimento obtido foi levado para a plataforma de 

sequenciamento capilar automático de DNA (ABI Prism® DNA Analyzer 3730-

PDTIS/ FIOCRUZ). As sequências nucleotídicas obtidas (senso e anti-senso) para 

cada amostra foram analisadas utilizando SeqMan 7.0.0, MegAlign 7.0.0, EditSeq 

7.0.0 (Software DNASTAR/ Lasergene Madison, WI) e BLAST (Ferramenta de 

procura de alinhamento local básico - NCBI). 

O diagnóstico parasitológico de gênero e espécie plasmodial foi realizado por 

microscopia e confirmado por PCR de acordo com protocolos previamente descritos 

nos artigos publicados, 1 e 2. 

4.1.3 Dosagem de anticorpos IgG 

Os níveis de anticorpos IgG totais contra as proteínas de P. vivax CS (PvCS), 

AMA-1 (PvAMA-1), MSP-119 (PvMSP-119) foram estimados em amostras de plasma 

usando a técnica de ELISA. Para a PvCS foram utilizados peptídeos sintéticos 

representando a região repetitiva da proteína, e para PvAMA-1 e PvMSP-119 foram 

utilizadas proteínas recombinantes. Placas de 96 poços (Nunc/Maxicorp) foram 

sensibilizadas com 500ng de peptídeos PvCS e 200 ng dos antígenos de PvAMA-1 

e PvMSP-119 diluídos em PBS, e incubadas overnight a 4ºC. Após lavagem com 

PBS-0,05%Tween 20, as placas foram bloqueadas com PBS-0,05%Tween20-5% 

BSA para PvCS e PBS-0,05%Tween20-5%Molico (leite desnatado com baixo teor 
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de gordura) para PvAMA-1 e PvMSP-119, e incubadas por 2 horas a 37ºC. As placas 

foram lavadas e incubadas por 1 hora a 37ºC com plasma diluído 1:100 em PBS-

0,05%Tween20-5%Molico (PBS 0,05% Tween 20 2,5% BSA para PvCS). Em 

seguida, as placas foram lavadas e incubadas por 1 hora a 37ºC com anticorpo de 

cabra anti-IgG humano conjugado a peroxidase (Sigma) diluído 1:1.000 em PBS-

0,05%Tween20-5%Molico (diluição 1: 5.000 em PBS-0,05%Tween20-2,5 %BSA 

para PvCS). Após outra lavagem, as placas foram incubadas durante 10 minutos à 

temperatura ambiente com solução reveladora (cloridrato de o-fenilenodiamino- + 

tampão citrato-fosfato + peróxido de hidrogénio) e a reação foi interrompida com 

H2SO4 2N. As absorbâncias foram lidas a 490 nm e o índice de reatividade (IR) para 

a positividade foi calculado usando a média da densidade óptica (DO) de cada 

amostra dividida pela média da DO mais três vezes o desvio padrão de cinco 

amostras controle negativo por experimento (indivíduos que nunca foram expostos à 

transmissão da malária). Indivíduos com valores de IR superiores a 1 foram 

considerados como respondedores. Todas as amostras foram testadas em 

duplicata. 

As subclasses de IgG anti-PvCS, anti-PvAMA1 e anti-PvMSP-119 foram 

medidas para indivíduos com resposta positiva no ELISA para IgG total. O método 

para subclasses foi o mesmo descrito acima para o total de IgG nas etapas de 

sensibilização, bloqueio e adição de amostras de plasma. Além disso, após a 

lavagem, as placas foram incubadas durante 1 hora a 37°C com mAbs de 

camundongo para subclasses de IgG humana diluídos 1:1.000 em PBS-

0,05%Tween20-5%Molico e em PBS-0,05%Tween20-2,5%BSA para PvCS. Os 

mAbs foram dos clones HP-6001 para IgG1, HP-6002 para IgG2, HP-6050 para 

IgG3 e HP-6023 para IgG4 (Sigma). As placas foram lavadas novamente e 

incubadas durante 1 hora a 37°C com anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo 

marcado com peroxidase (KPL) diluído 1:1.000 em PBS-0,05%Tween20-5%Molico. 

Após a incubação, a etapa de revelação, a medida de DO e o índice de reatividade 

(IR) foram realizados conforme descrito em ELISA para IgG total. 

4.1.4 Dosagem de citocinas e óxido nítrico e Detecção dos polimorfismos 

As concentrações de citocina e óxido nítrico (NO) foram determinadas 

utilizando o ensaio BioPlex e reação de Griess modificada, respectivamente. Para a 

detecção dos polimorfismos nos genes IFNG na posição +874T/A, e IL10A nas 

posições -1082G/A, -819T/C e -592A/C foi utilizada a técnica de ARMS-PCR 
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(Amplification Refractory Mutation System). A técnica PCR-RFLP – Polimorfismos de 

comprimentos dos fragmentos de restrição (Restriction Fragment Length 

Polymorphism) foi utilizada para a detecção do polimorfismo da iNOS na posição -

954 do gene (NOS2A). Os protocolos estão descritos detalhadamente no Artigo 2. 

4.1.5 Análise estatística dos dados 

Os dados epidemiológicos e experimentais foram armazenados no banco de 

dados Epi-Info 3.5.1 (CDC, Atlanta, USA). As análises foram feitas utilizando 

SNPStats software, GraphPad Prism versão 6.0 (GraphPad Software, Inc., San 

Diego, CA, EUA) e R versão 3.4.0 (The R Foundation for Statistical Computing, 

Viena, Áustria). Diferenças entre as frequências de respondedores foram estimadas 

usando intervalo de confiança de 95% (IC). O teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis com comparações múltiplas foi utilizado para calcular diferenças nos índices 

de reatividade dos anticorpos IgG entre os grupos. As frequências alélicas e 

genotípicas foram comparadas entre os indivíduos e avaliadas utilizando o teste 2. 

O risco para malária associado aos polimorfismos foi estimado utilizando o odds ratio 

(OR) e o intervalo de confiança de 95% (CI). Também foi realizada análises de 

interações, cruzando pares de variáveis e estimando a associação pelo OR e 95% 

IC (172). O equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi calculado com o teste 2 de 

Person e de Fisher. Foi considerado estatisticamente significante os valores de p< 

0.05. As análises genéticas correspondem ao modelo de regressão logística 

codominante (alelo principal homozigoto VS. heterozigoto + homozigoto secundário).  

4.2 Resultados 

4.2.1 Caracterização da população de estudo 

O estudo envolveu 353 indivíduos de uma coorte transversal realizada em 

região endêmica de malária em Porto Velho, Rondônia. A epidemiologia da malária 

dessa coorte já foi descrita anteriormente (173). A genotipagem dos SNPs incluiu 

332 voluntários, mesma população apresentada no Artigo 2 acrescida de 65 

indivíduos genotipados posteriormente. No momento da amostragem, 96 (27,2%) 

indivíduos foram positivos no diagnóstico de malária (71 por P. vivax e 25 por P. 

falciparum) e 257 (72,8%) indivíduos negativos. Todos os indivíduos diagnosticados 

com malária foram positivos por microscopia e PCR, exceto 5 indivíduos que foram 
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detectados infectados apenas pelo teste de PCR. Dos 71 indivíduos infectados com 

P. vivax, a variante genotípica foi determinada em 54 por sequenciamento. A maioria 

dos indivíduos (n=49) estava infectada com a variante P. vivax-VK210, 3 com P. 

vivax-VK247 e 2 com infecção mista (VK210 e VK247). Nenhuma infecção por P. 

vivax-like foi detectada.  

4.2.2 Prevalência e níveis de IgG contra as proteínas PvAMA-1, PvMSP-119 e 

PvCS 

A prevalência de anticorpos IgG e subclasses específicos para os antígenos 

PvMSP-119, PvAMA-1 e PvCS foi determinada no plasma de 353 indivíduos (Tabela 

4). A frequência de indivíduos positivos para as três proteínas foi similar, 66,6% para 

PvMSP-119, 64,0% para PvAMA1 e 61,8% para PvCS. Comparando o perfil das 

subclasses de IgG, os anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3 foram os mais frequentes. 

Apesar dos anticorpos não-citofílicos terem sido menos prevalentes, IgG4 foi mais 

frequente para PvMSP-119 (46%) e IgG2 para PvAMA-1 (37,6%) quando 

comparados com os anticorpos não citofílicos específicos para a PvCS (IgG2- 25,2% 

e IgG4- 22,0%). Dentre os respondedores, a maioria dos indivíduos apresentou 

anticorpos para as três proteínas (38%) e apenas 12% dos indivíduos não 

responderam para nenhuma das proteínas. 

 

Tabela 4. Prevalência de IgG e subclasses para PvMSP-119, PvAMA-1 e PvCS. 

Antígeno Anticorpos      % 95%IC 

PvMSP-119 IgG total:   66.6 61.4 71.5 

Subclasses: IgG1 97.9 95.1 99.3 

IgG2 25.1 19.7 31.1 

IgG3 63.8 57.3 70.0 

  IgG4 46.0 39.5 52.6 

PvAMA-1 IgG total:   64.0 58.8 69.0 

Subclasses: IgG1 96.5 93.1 98.5 

IgG2 37.6 31.3 44.3 

IgG3 73.0 66.7 78.7 

    IgG4 32.3 26.3 38.8 

PvCS IgG total: 61.8 56.5 66.9 

Subclasses: IgG1 54.6 47.6 61.3 

IgG2 25.2 19.6 31.5 

IgG3 47.7 40.9 54.6 
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    IgG4 22.0 16.7 28.1 

IC= Intervalo de confiança 
 

A frequência de anticorpos IgG positivos não mostrou diferença significativa, 

mas os níveis de anticorpos, quantificados pelo índice de reatividade (IR), foram 

significativamente diferentes entre os três antígenos (Figura 9). Os níveis de IgG 

específicos para PvAMA-1 foram maiores quando comparados com os níveis de 

anticorpos para PvMSP-119 e a PvCS (p< 0,0001) (Figura 9.A). Observamos uma 

correlação positiva entre os níveis de IgG específicos para PvCS com os níveis de 

anticorpos para PvMSP-119 (r= 0,113, p= 0,032) e PvAMA-1 (r= 0,153, p= 0,004). 

Avaliando os níveis de subclasses de IgG, os anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3 para 

PvMSP-119 e PvAMA-1 foram mais altos quando comparados aos anticorpos não 

citofílicos. Entretanto, para PvCS não houve diferença entre os níveis das 

subclasses de IgG (Figura 9.B). 

 

Figura 9. Níveis de anticorpos IgG específicos e de subclasses de IgG contra 

PvMSP-119, PvAMA-1 e PvCS. 

 

Boxplots dos níveis de IgG total (A) e subclasses (B) contra PvMSP-119 (n= 235), PvAMA-1 (n= 226) e 

PvCS (n= 218). Diferenças estatisticamente significativas são representadas nas barras e o nível de 

significância é expresso como *** p< 0,0001. 

4.2.3 Prevalência e níveis de IgG e subclasses contra a CS das variantes de P. 

vivax 

Entre os indivíduos IgG positivos para a CS de P. vivax (61,8%), a prevalência 

de anticorpos específicos para as variantes da proteína CS de P. vivax foram 

similares, 80,7% para PvCS-VK210; 68,3% para PvCS-VK247 e 65,6% para PvCS-

like (Figura 10A). Já na magnitude da resposta, foram observados níveis de IgG 
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aumentados para PvCS-VK210 quando comparados a PvCS-like (Figura 10.B).  

Dentre os respondedores para a CS, a maioria dos indivíduos respondeu para as 

três variantes (44%), não havendo diferença na frequência de indivíduos que 

respondem para apenas uma ou duas variantes (Figura 10.C). Entretanto, os níveis 

de anticorpos foram maiores nos indivíduos que respondiam para PvCS-VK210 + 

PvCS-VK247 quando comparados aos que respondiam para as três proteínas 

(PvCS-VK210 + PvCS-VK247 + PvCS-like) e para apenas PvCS-like (Figura 10.D). 

Não observamos nenhuma correlação nos níveis de anticorpos entre as variantes da 

PvCS (p>0,05). Entretanto, observamos uma correlação positiva entre os níveis de 

IgG específicos para PvCS-VK210 e PvMSP-119 (r= 0,169, p= 0,001), e PvAMA-1 (r= 

0,186, p= 0,0004); PvCS-VK247 e PvMSP-119 (r= 0,170, p= 0,001), e PvAMA-1 (r= 

0,138, p= 0,009); e PvCS-like e PvMSP-119 (r= 0,189, p= 0,0003), e PvAMA-119 (r= 

0,140, p= 0,008). 

 

Figura 10. Prevalência e índices de reatividade de anticorpos IgG adquiridos 

naturalmente contra as repetições da CS das variantes de P. vivax. 
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Prevalência (A e C) e níveis de anticorpos IgG (B e D) para as repetições da PvCSVK210 (n= 176), 

PvCSVK247 (n= 149) e PvCS- (n= 143). Diferenças estatisticamente significativas são representadas 

nas barras e o nível de significância expresso como * p< 0,01; ** p< 0,001; *** p< 0,0001. 

 

O perfil das subclasses de IgG para as variantes mostrou que o anticorpo 

citofílico IgG1 foi mais frequente para PvCS-VK210 e PvCS-VK247, enquanto que 

para PvCS-like a subclasse IgG3 foi a mais frequente (Figura 11. A). Comparando 

os níveis de subclasses de IgG, os respondedores para PvCS-VK210 apresentaram 

níveis mais elevados de IgG1 quando comparados a IgG3 e IgG4 e não houve 

diferença nos níveis das subclasses para PvCS-VK247 e PvCS-like (Figura 11.B) 

 

Figura 11. Prevalência e índices de reatividade de subclasses de IgG adquiridos 
naturalmente contra as repetições da CS das variantes de P. vivax. 

 

 

Prevalência (A) e níveis de subclasses de IgG (B) para as repetições da CS de PvCSVK210 (n= 176), 

PvCSVK247 (n= 149) e PvCS-like (n= 143). Diferenças estatisticamente significativas são 

representadas nas barras e o nível de significância expresso como * p< 0,01; ** p< 0,001; *** p< 

0,0001. 
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4.2.4 Associação do diagnóstico da malária e a resposta humoral 

No momento da coleta 27,2% dos indivíduos se encontravam com malária. A 

prevalência de anticorpos entre os indivíduos com e sem diagnóstico de malária 

também foi comparada. Para as proteínas PvMSP-119 e PvAMA-1, a frequência de 

respondedores foi significativamente maior no grupo de indivíduos positivos para 

malária [Malária (+)]. Nos indivíduos negativos não houve diferença na prevalência 

de anticorpos entre respondedores e não respondedores (Figura 12.A). Para a PvCS 

não houve diferença na frequência de respondedores e não respondedores, tanto no 

grupo de indivíduos com malária quanto nos sem malária. Assim como os dados de 

prevalência, os níveis de IgG contra as proteínas, PvMSP-119 e PvAMA-1, foram 

superiores no grupo com malária (p< 0,001 e p< 0,0001, respectivamente). Para a 

proteína PvCS os IR dos anticorpos foram inferiores e não houve diferença entre os 

indivíduos com e sem malária (Figura 12.B). 

 

Figura 12. Frequência e níveis de IgG nos grupos Malária (+) e Malária (-). 

 

Malária (+): indivíduos com diagnóstico positivo para malária (n= 96); Malária (-): indivíduos com 

diagnóstico negativo para malária (n= 257). Respondedores: indivíduos IgG positivos; Não- 

respondedores: indivíduos IgG negativos. *p< 0,01; **p< 0,001; ***p< 0,0001. 

 

Avaliando as subclasses de IgG, foi observado uma predominância de 

anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3 PvCS, PvMSP-119 e PvAMA-1 independente do 

diagnóstico de malária (Figura 13.A). Já para as subclasses, não observamos 

nenhuma diferença nos IR em nenhuma das 3 proteínas testadas, com exceção de 

IgG2, que se encontrava aumentada para AMA-1 no grupo de indivíduos sem 

malária (Figura 13.B). 
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Figura 13. Prevalência e índice de reatividade das subclasses de IgG para as 
proteínas de P. vivax nos grupos Malária (+) e Malária (-). 

 

Prevalência (A) e níveis de subclasses de IgG (B) para a PvCS, PvAMA-1 e PvMSP-119 nos grupos 

Malária (+), indivíduos com diagnóstico positivo para malária (n= 96), e Malária (-), indivíduos com 

diagnóstico negativo para malária (n= 257). Nível de significância expresso como *p< 0,01; **p< 

0,001; ***p< 0,0001. 

 

Entre os indivíduos infectados com a variante P. vivax VK210 a prevalência 

de anticorpos para PvCS-VK210 foi de 48%, nos indivíduos com P. vivax-VK247 

todos apresentaram anticorpos para PvCSVK247 e nos indivíduos com infecção 

mista (P. vivax VK210 e VK247) 50% apresentaram anticorpos para as regiões 

repetitivas correspondentes (dados não apresentados).  

4.2.5 Frequência dos polimorfismos 
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Aproveitando os dados de genotipagem do trabalho 2, com o acréscimo de 

mais 64 indivíduos, a distribuição dos polimorfismos na população foi mantida 

(Figura 14). Os polimorfismos no gene da IL-10 (IL10A) nas posições -592A/C e -

819T/C mostraram que os indivíduos portadores dos genótipos heterozigotos AC e 

TC (48,5%), assim como do alelo variante C, eram mais frequentes. Além disso, 

esses polimorfismos apresentaram forte desequilíbrio de ligação, indicando que a 

ocorrência dos dois SNPs é associada, com mesmas frequências de genótipos e 

alelos para os dois. No caso do polimorfismo IFNG+874T/A o genótipo homozigoto 

mutante AA foi o mais frequente na população (52,7%), seguido pelo heterozigoto 

(38,6%) e uma menor frequência do homozigoto selvagem (8,7%). Para o 

polimorfismo NOS2A-954G/C, mais de 90% da população apresentou o genótipo 

homozigoto selvagem GG, não tendo sido encontrado nenhum indivíduo carreando o 

genótipo homozigoto variante CC. Quando aplicado o teste de Qui-quadrado (χ2), foi 

observado que apenas o polimorfismo IL10A-1082G/A não se encontra em equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (χ2= 26,8; p= 0,000), invalidando possíveis associações com a 

resposta aos antígenos testados a esse polimorfismo. 

 

Figura 14. Distribuição dos SNPs na população de estudo. 
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4.2.6 Influência dos SNPs na resposta contra a PvMSP-119, PvAMA-1 e PvCS 

A resposta de anticorpos IgG contra as proteínas CS, MSP-119 e AMA-1 de P. 

vivax foi relacionada com os polimorfismos das citocinas IFN-γ e IL-10 e da enzima 

iNOS numa associação de codominância (Tabela 5).  

Utilizando o modelo recessivo para a análise de χ2, encontramos associação 

da presença do alelo T selvagem dos polimorfismos IFNG+874T/A com maior 

frequência de respondedores de IgG para a proteína PvMSP-119, com OR= 1,58 

(95% CI= 1,00-2,50) e p= 0,049. Para a PvAMA-1, as frequências alélicas foram 

semelhantes em ambos os grupos, com alelos variantes mais frequentes para os 

polimorfismos IFNG+874T/A e IL10A-592A/C e -819T/C. A distribuição dos 

genótipos nos grupos estava em equilíbrio de Hardy-Weinberg (p> 0,05).   

Nos grupos de indivíduos respondedores para a CS de P. vivax [PvCS (+)] e o 

de indivíduos não-respondedores [PvCS (-)] não foi observada diferença entre os 

genótipos dos polimorfismos das citocinas IFN-γ e IL-10 e da enzima iNOS (p>0,05). 

A distribuição dos genótipos nos grupos estava em equilíbrio de Hardy-Weinberg (p> 

0,05).  
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Tabela 5. Distribuição das frequências genotípicas dos polimorfismos nos grupos respondedores e não-respondedores para as 

proteínas PvCS, PvMSP-119 e PvAMA-1. 

Polimorfismo 

 
PvCS OR (95% IC) 

Valor 
P 

PvAMA-1 OR (95% IC) 
Valor 

P 
PvMSP-119 OR (95% IC) 

Valor 
P 

 R 
(N=167) 

NR 
(N= 165) 

R  
(N=209) 

NR  
(N=123) 

R 
(N=216) 

NR 
(N=116) 

IFNG+874T/A 

Genótipos T/T 10 (6%) 19 (11,5%) 1,00 
 

18 (8,6%) 11 (8,9%) 1,00 
 

20 (9,3%) 9 (7,8%) 1,00 
 

 
T/A 65 (38,9%) 63 (38,2%) 

0,51 

(0,22-1,18) 

0,19 
85 (40,7%) 43 (35%) 

1,21 

(0,52-2,78) 

0,58 
90 (41,7%) 37 (31,9%) 

0,91 

(0,38-2,19) 

0,14 

 
A/A 92 (55,1%) 83 (50,3%) 

0,47 

(0,21-1,08) 

 
106 (50,7%) 60 (56,1%) 

0,94 

(0,42-2,11) 

 
106 (49,1%) 70 (60,3%) 

1,47 

(0,63-3,41) 

 

IL10A-592A/C 

e IL10A-

819T/C 

Genótipos 

A/A; T/T 26 (15,6%) 35 (21,2%) 1,00 
 

42 (20,1%) 19 (15,4%) 1,00 
 

47 (21,8%) 14 (12,1%) 1,00 
 

 
A/C; T/C 82 (49,1%) 79 (47,9%) 

0,72 

(0,40-1,30) 

0,38 
103 (49,3%) 58 (47,1%) 

0,80 

(0,43-1,51) 

0,36 
103 (47,7%) 58 (50%) 

1,89 

(0,96-3,72) 

0,06 

 
C/C 59 (35,3%) 51 (30,9%) 

0,64 

(0,34-1,21) 

 
64 (30,6%) 46 (37,4%) 

0,63 

(0,32-1,22) 

 
66 (30,6%) 44 (37,9%) 

2,24 

(1,10-4,54) 

 

NOS2A-

952G/C 

Genótipos 

G/G 156 (93,4%) 159 (96,4%) 1,00 
 

197 (94,3%) 118 (95,9%) 1,00 
 

204 (94,4%) 111 (95,7%) 1,00 
 

 
G/C 11 (6,6%) 6 (3,6%) 

0,54 

(0,19-1,48) 

0,22 
12 (5,7%) 5 (4,1%) 

1,44 

(0,49-4,18) 

0,5 
12 (5,6%) 5 (4,3%) 

0,77 

(0,26-2,23) 

0,62 

 
C/C - - - 

 
- - - 

 
- - - 

 

IFNG: gene interferon gama; IL10A: gene interleucina 10; NOS2A: gene óxido nítrico sintase indutase; Genótipos, n (%); OR (95% cI), cálculo de Odds Ratio com intervalo 

de confiança (CI) de 95%; Análise pelo teste χ 2 utilizando o modelo de codominância. 
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4.2.7 Influência dos SNPs na resposta contra as variantes de P. vivax 

A tabela 6 mostra as análises das frequências genotípicas dos polimorfismos 

das citocinas IFN-γ e IL-10 e da iNOS nos grupos de respondedores e não-

respondedores para as repetições da CS das três variantes genotípicas de P. vivax. 

A distribuição dos genótipos nos grupos estava em equilíbrio de Hardy-Weinberg (p> 

0,05). Para os grupos de indivíduos respondedores e não-respondedores para a 

repetição da variante VK210 [PvVK210 (+) e PvVK210 (-)] não foi observada 

nenhuma associação com os diferentes genótipos. Contudo, a variável gênero 

parece ter uma influência no genótipo AA e TT dos polimorfismos do gene IL10A, 

que apresentou maior frequência de respondedores do gênero masculino após 

ajuste da análise por idade e espécie plasmodial infectante (p= 0,0025).  

Para os grupos de indivíduos respondedores e não-respondedores para a 

repetição da variante VK247 [PvVK247 (+) e PvVK247 (-)] também não foi 

encontrada associação com os polimorfismos e nem com outras variáveis 

epidemiológicas (p> 0,05). 

Na análise dos grupos de indivíduos respondedores e não-respondedores 

para a repetição da variante P. vivax-like [Pvlike (+) e Pvlike (-)] foi encontrada 

associação entre a presença dos genótipos AC-TC e CC dos polimorfismos IL10A-

592A/C e -819T/C e a resposta específica de IgG para Pvlike. Indivíduos carreando 

esses genótipos tiveram maior frequência de respondedores tanto no modelo de 

codominância quanto no de dominância para as análises de χ2 (p= 0,038 e p= 0,011, 

respectivamente). Para os polimorfismos IFNG+874T/A e NOS2A-954G/C não foi 

encontrada associação com a resposta para Pvlike, assim como com as interações 

com variáveis epidemiológicas.  
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Tabela 6. Distribuição dos SNPs para os indivíduos respondedores e não-respondedores para a CS das variantes de P. vivax 

Polimorfismo 

 
PvCS-VK210 OR (95% IC) 

Valor 
P 

PvCS-VK247 OR (95% IC) 
Valor 

P 
PvCS-like OR (95% IC) 

Valor 
P 

 R 
(N=165) 

NR 
(N= 167) 

R  
(N=141) 

NR  
(N=191) 

R 
(N=134) 

NR 
(N=198) 

IFNG+874T/A 

Genótipos T/T 11 (6,7%) 18 (10,8%) 1,00 
 

11 (7,8%) 18 (9,4%) 1,00 
 

8 (6%) 21 (10,6%) 1,00 
 

 
T/A 65 (39,4%) 63 (37,7%) 

0,59 

(0,26-1,35) 

0,41 
56 (39,7%) 72 (37,7%) 

0,79 

(0,34-1,80) 

0,85 
51 (38,1%) 77 (38,9%) 

0,58 

(0,24-1,40) 

0,28 

 
A/A 89 (53,9%) 86 (51,5%) 

0,59 

(0,26-1,32) 

 
74 (52,5%) 101 (52,9%) 

0,83 

(0,37-1,87) 

 
75 (56%) 100 (50,5%) 

0,51 

(0,21-1,21) 

 

IL10A-592A/C 

e IL10A-

819T/C 

Genótipos 

A/A; T/T 26 (15,8%) 35 (21%) 1,00 
 

23 (16,3%) 38 (19,9%) 1,00 
 

16 (11,9%) 45 (22,7%) 1,00 
 

 
A/C; T/C 83 (50,3%) 78 (46,7%) 

0,70 

(0,39-1,26) 

0,47 
67 (47,5%) 94 (49,2%) 

0,85 

(0,46-1,56) 

0,52 
71 (53%) 90 (45,5%) 

0,45 

(0,24-0,86) 

0,038 

 
C/C 56 (33,9%) 54 (32,3%) 

0,72 

(0,38-1,35) 

 
51 (36,2%) 59 (30,9%) 

0,70 

(0,37-1,33) 

 
47 (35,1%) 63 (31,8%) 

0,48 

(0,24-0,94) 

 

NOS2A-

952G/C 

Genótipos 

G/G 155 (93,9%) 160 (95,8%) 1,00 
 

131 (92,9%) 184 (96,3%) 1,00 
 

124 (92,5%) 191 (96,5%) 1,00 
 

 
G/C 10 (6,1%) 7 (4,2%) 

0,68 

(0,25-1,83) 

0,44 
10 (7,1%) 7 (3,7%) 

0,50 

(0,18-1,34) 

0,16 
10 (7,5%) 7 (3,5%) 

0,45 

(0,17-1,23) 

0,12 

 
C/C - - - 

 
- - - 

 
- - - 

 

IFNG: gene interferon gama; IL10A: gene interleucina 10; NOS2A: gene óxido nítrico sintase indutase; Genótipos, n (%); OR (95% cI), cálculo de Odds Ratio com intervalo 

de confiança (CI) de 95%; Análise pelo teste χ
 2
 utilizando o modelo de codominância. 
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Com o objetivo de verificar se a ocorrência dos SNPs investigados 

influenciava na frequência e magnitude da resposta para as proteínas PvMSP-119, 

PvAMA-1 e PvCS comparamos os níveis de IgG, medidos através do índice de 

reatividade (IR), com os genótipos encontrados na população estudada (Figuras 15 

a 16).  

Na análise funcional dos polimorfismos investigados, IFNG+874T/A, IL10A-

592A/C, IL10A-819T/C e NOS2A-954G/C, os níveis de IgG para os antígenos 

PvAMA-1, PvMSP-119 e PvCS foram semelhantes para os diferentes genótipos 

carreados na população estudada (Figura 15.A-I).   

  

Figura 15. Níveis de IgG contra os antígenos de P. vivax de acordo com os genótipos encontrados na 

população. 

 

IR, índice de reatividade de IgG contra cada proteína de P. vivax; Anti-PvAMA-1, IgG específico para 

a proteína AMA-1 de P. vivax; Anti-PvMSP-119, IgG específico para a proteína MSP-119 de P. vivax; 

Anti-PvCS, IgG específico para a proteína CS de P. vivax; IFNG, gene interferon gama; IL10A, gene 

interleucina 10; NOS2A, gene óxido nítrico sintase indutase.  

 



 

77 

        

A análise funcional dos polimorfismos também foi conduzida para os níveis de 

IgG específicos para as variantes genotípicas de P. vivax. Assim como demonstrado 

nas análises para a CS de P. vivax acima, os níveis de IgG para as repetições das 

variantes de P. vivax também apresentaram níveis semelhantes entre os genótipos 

encontrados para os polimorfismos IFNG+874T/A (Figura 16 A, D e G), IL10A-

592A/C, IL10A-819T/C (Figura 16 B, E e H) e NOS2A-954G/C (Figuras 16 C, F e I).  

 

Figura 16. Níveis de IgG contra as variantes de P. vivax de acordo com os genótipos encontrados na população. 

 

IR, índice de reatividade de IgG contra cada variante de P. vivax; Anti-PvVK210, IgG específico para 

a repetição da CS de P. vivax-VK210; Anti-PvVK247, IgG específico para a repetição da CS de P. 

vivax-VK247; Anti-Pvlike, IgG específico para a repetição da CS de P. vivax-like; IFNG, gene 

interferon gama; IL10A, gene interleucina 10; NOS2A, gene óxido nítrico sintase indutase. 
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5 DISCUSSÃO 

A resposta humoral a antígenos plasmodiais tem sido utilizada para medir a 

intensidade de transmissão da malária e está sendo cada vez mais incorporada em 

estudos transversais e longitudinais para monitorar mudanças na transmissão, 

identificar hot spots de transmissão e grupos de alto risco em áreas da África, Ásia e 

na região Amazônica (174–182). Entretanto, a utilidade dos marcadores sorológicos 

para avaliar a endemicidade em condições de baixa transmissão e seu potencial de 

uso como evidência para a eliminação da malária, ainda é controverso (71,183–

186). 

Com o Brasil lançando o plano de eliminação de malária por P. falciparum em 

2015, achamos oportuno verificar se a prevalência e os níveis de anticorpos para a 

proteína circumsporozoíta (CS) de P. falciparum, P. malariae e P. vivax poderia ser 

utilizada como ferramenta para monitorar a presença e o grau de exposição da 

população a essas espécies plasmodiais (Artigo 1). Dentro desse contexto, 

Rondônia tinha uma situação epidemiológica favorável a esse estudo. Nos últimos 

10 anos, o estado experimentou um declínio grande na proporção de casos de P. 

falciparum para quase 11%, um aumento progressivo na proporção de P. vivax para 

88% e raros casos notificados de P. malariae.  

Nossos resultados mostraram que a prevalência de anticorpos para as 

repetições da CS de P. vivax (62%) e P. falciparum (49%) foram maiores do que as 

estimadas com base na análise do diagnóstico parasitoscópico e/ou PCR e revelou 

a presença de anticorpos para a CS de P. malariae (46%) mesmo sem termos 

diagnosticado essa espécie. Entretanto, este dado não nos surpreendeu, já que 

anticorpos para a CS de P. malariae já foram relatados em 5 estados da região da 

Amazônia, incluindo Rondônia, tanto por testes sorológicos quanto por moleculares 

(76,187,188). Já é bem documentado que o P. malariae tem a habilidade de 

permanecer no hospedeiro como infecção crônica assintomática, de baixa 

densidade e podendo recrudescer décadas após a exposição inicial mesmo depois 

de anos fora da área endêmica (189–191). Portanto, as baixas parasitemias podem 

ter dificultado a detecção do P. malariae nos testes parasitoscópico e molecular ou 

então a presença de anticorpos anti-CS de P. malariae, na ausência de diagnóstico 

positivo, seja resultante de reações cruzadas com a CS do P. brasilianum (192,193).  
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 No geral, a prevalência de anticorpos anti-CS não teve relação com a 

infecções atuais, comprovadas na gota espessa/PCR, ou com história pregressa de 

infecções recentes relatadas pelos indivíduos, e parece ter pouco impacto na 

soropositividade e na intensidade da resposta para CS, visto que a prevalência e os 

níveis de anticorpos anti-CS não foram significativamente diferentes entre os 

indivíduos com diagnóstico positivo e negativo para malária. Isso é consistente com 

outros estudos que mostraram a ausência de resposta de anticorpos anti-CS em 

indivíduos com exposição confirmada (194–197). É importante notar que, no caso da 

baixa resposta para a CS de P. vivax mesmo em indivíduos com diagnóstico 

positivo, a presença de infecção no sangue não indica necessariamente uma nova 

infecção, mas pode ser decorrente de uma recaída ou falha do tratamento. Em uma 

coorte na Papua Nova Guiné, estimou-se que 80% das infecções em crianças por P. 

vivax foram atribuídas a recidivas (198). No município de Porto Velho, Rondônia, 

também foi mostrado que 23% dos pacientes com P. vivax apresentaram de 1 a 11 

recidivas por ano, sugerindo que as recidivas também são frequentes em áreas 

endêmicas brasileiras (199). Não sabemos se a presença de hipnozoítos influenciam 

na manutenção e intensidade da resposta imune humoral, principalmente ao 

esporozoíto. 

Numerosos estudos associam a resposta imune humoral anti-esporozoíta, 

principalmente para a CS de P. falciparum, com o efeito cumulativo de infecções 

repetidas e com a idade (200–202). No nosso estudo não observamos nenhuma 

correlação entre a resposta IgG específica à CS e idade, tempo de residência em 

área endêmica, número de infecções anteriores por malária e tempo decorrido 

desde a última infecção. A presença de anticorpos anti-CS para as três espécies 

plasmodiais parece indicar apenas exposição da população a essas espécies 

(196,197,203). Por outro lado, observamos ausência de resposta humoral para a CS 

em 28% dos indivíduos com diagnóstico positivo para P. falciparum ou para P. vivax, 

incluindo indivíduos com história pregressa de exposição à malária.   

Considerando que as moléculas do HLA Classe II têm um papel importante na 

resposta imune humoral a antígenos plasmodiais, incluímos também estas análises 

no nosso estudo (104,204). De fato, os grupos alélicos HLADRB1*01 e HLA-

DQB1*05 foram associados à ausência de resposta para PvCS e PfCS, e o 

haplótipo DRB1*01~DQB1*05 também foi associado ao grupo não respondedor, 

incluindo os que não respondem ao P. malariae. Vale ressaltar que segundo o 

Registro Nacional Brasileiro dos Doadores Voluntários da Medula Óssea, a 
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frequência alélica de DRB1*01 na região amazônica é de 19,73%, semelhante a 

Rondônia que é de 19,79% (205). Além disso, nas vezes em que ambos DRB1 e 

DQB1 foram tipados tanto na região Amazônica (99,3%) como em Rondônia 

(98,9%), a presença de DRB1*01 esteve associada ao alelo DQB1*05, indicando um 

desequilíbrio de ligação. HLA-DRB1*01 também foi associado negativamente com 

regiões repetitivas do antígeno MSP-9 de P. vivax na Amazônia brasileira, e o HLA-

DQB1*05 juntamente com o HLA-DRB1*13 foi associado a uma suscetibilidade 

reduzida a malária em crianças da Gâmbia (104,206). Em contraste, observamos 

uma maior frequência dos haplótipos DRB1*07~DQB1*02 e DRB1*04~DQB1*03 em 

respondedores para a PfCS e haplótipo DRB1*16~DQB1*03 para PfCS e PvCS. Os 

dados do artigo 1 mostram que em áreas de baixa transmissão de malária, a 

sorologia para a CS de P. vivax, P. falciparum e P. malariae, medidas em um único 

estudo transversal, não é um bom indicador de intensidade de transmissão e nem de 

exposição recente à malária, especialmente em área com alta prevalência de P. 

vivax. Além disso, no contexto da eliminação da malária, fatores que afetam a 

aquisição e a manutenção de anticorpos antimaláricos são importantes para o 

desenvolvimento de ferramentas de vigilância sorológica. 

A susceptibilidade a doenças é pelo menos em parte geneticamente 

determinada. Assim como observado na associação entre a resposta humoral à CS 

e os alelos de HLA, polimorfismos nos genes de citocinas também influenciam na 

resposta imune (207–210). Na malária, as citocinas são responsáveis pelos 

sintomas, pelas alterações patológicas, pelo desfecho da infecção e dependem da 

regulação das respostas pró e anti-inflamatórias. IFN-γ, IL-10 e a enzima óxido 

nítrico sintase induzida (iNOS) são capazes de mediar estes processos, e sua 

produção pode ser afetada por polimorfismos de um único nucleotídeo (SNPs) nos 

genes dessas citocinas. No artigo 2, a relação entre os níveis das citocinas IFN-γ, 

IL-10 e da iNOS e seus polimorfismos foi examinada em indivíduos infectados por P. 

vivax e P. falciparum e nos expostos a infecção. 

Ao verificar as frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo 

IFNG+874T/A observamos que o alelo variante A foi mais comum na população, 

bem como o genótipo homozigoto AA correspondente. Estes resultados estão de 

acordo com estudos anteriores realizados nas regiões amazônicas brasileira e 

colombiana. Em outras regiões do Brasil o genótipo homozigoto AA é predominante, 

e esse polimorfismo tem uma importante associação com tuberculose (140,211–

213). Não observamos nenhuma diferença na distribuição dos genótipos e alelos no 
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polimorfismo IFNG+874T/A entre os indivíduos com diagnóstico positivo e negativo 

para a malária. Nos poucos trabalhos que encontraram associações entre a malária 

e o polimorfismo IFNG+874T/A, estas associações foram fracas ou não significativas 

(214,215). Embora tenhamos encontrado altos níveis da citocina IFN-γ nos 

indivíduos com malária, não foi observada relação entre o polimorfismo 

IFNG+874T/A e os níveis séricos de IFN-γ. Contrário aos nossos resultados, Medina 

e colaboradores relataram uma concentração menor de IFN-γ em pacientes 

carreando o genótipo AA (140).  

A investigação do polimorfismo no gene IL10A mostrou que nenhuma 

associação foi detectada entre o polimorfismo na posição -1082 e os níveis de IL-10 

ou com a ocorrência da doença, apesar desse polimorfismo ter sido associado com 

baixa produção de IL-10, malária aguda ou grave e com níveis de IgG específicos 

para proteínas do plasmódio (153,154,216–218). Entretanto, na nossa população 

este polimorfismo não estava em equilíbrio de Hardy-Weinberg, impossibilitando a 

análise deste polimorfismo com os níveis desta citocina nos pacientes com malária. 

No caso dos polimorfismos nas posições 592A/C e -819T/C do gene IL10A, foi 

possível demonstrar associação entre a produção da IL-10 e densidade parasitária. 

Uma alta prevalência dos alelos C e da variante homozigótica -592CC/-819CC foi 

encontrada nos indivíduos sem malária, enquanto que uma maior prevalência de 

alelos selvagens A/T e genótipo homozigótico -592AA/-819TT foi constatada nos 

indivíduos com malária, sugerindo que a presença do alelo C propicie um menor 

risco de contrair malária. A presença do genótipo CC pode criar um sítio de ligação 

desfavorável a produção da IL-10 (219). De fato, portadores do alelo C variante 

foram baixos produtores de IL-10 e apresentaram baixa densidade de parasitos, 

enquanto que os portadores de alelos A/T foram alto produtores de IL-10 e 

apresentaram alta densidade parasitária. Nos haplótipos de IL10A nas posições 

−592/ -819/ -1082, não observamos nenhuma associação entre os haplótipos mais 

frequentes, CCG e ATA, com o risco de ter malária. No entanto, os portadores do 

haplótipo GTA foram mais prevalentes no grupo de indivíduos com malária enquanto 

que os portadores do haplótipo ACC foram mais prevalentes no grupo sem malária. 

A combinação alélica GCT dos três polimorfismos foi associada com baixo risco de 

infecções por P. vivax no Amazonas (220), porém este haplótipo não foi encontrado 

na população aqui estudada (Rondônia), nem no estado do Pará (140), ambas áreas 

endêmicas da Amazônia. A relação entre estes SNPs comuns da região promotora 
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do gene IL10A e a gravidade da malária apresentou resultados contraditórios em 

diferentes regiões (140,153,218).  

Para o polimorfismo NOS2A-954G/C as frequências alélicas e genotípicas 

encontradas foram semelhantes as relatadas em populações da região sul e sudeste 

do Brasil (162,221) e não observamos nenhuma associação com a suscetibilidade à 

malária, níveis de NO ou a parasitemia. Vale ressaltar que o alelo C estava presente 

em menos de 4% da população estudada. Este alelo está ausente em caucasianos e 

é encontrado em baixa frequência na Ásia (169), porém na população africana 

apresenta alta frequência e está associado com a malária (222). Embora nenhuma 

associação tenha sido encontrada, este estudo é o primeiro a relatar o polimorfismo 

NOS2A-954G/C e os níveis de NO em indivíduos expostos à malária em região 

endêmica do Brasil. Esse polimorfismo tem sido associado à susceptibilidade à 

malária por P. falciparum, mas o papel desempenhado pela molécula de NO na 

malária ainda é controverso. Alguns estudos associam a presença do alelo C ao 

risco de malária cerebral e a maior produção de NO (167,169).  

Os resultados complementares apresentados nesta tese, além de 

descrever a resposta imune humoral para as proteínas de forma sanguínea e para 

as variantes de P. vivax, também investigou a influência dos polimorfismos de 

citocinas na resposta humoral específica para antígenos plasmodiais. Os nossos 

resultados mostraram que a população estudada apresentou prevalências similares 

de anticorpos para as três proteínas de P. vivax testadas (PvCS, PvAMA-1 e 

PvMSP-119), demonstrando que essas proteínas foram imunogênicas. Estudos 

conduzidos em diferentes áreas endêmicas brasileiras relataram uma importante 

prevalência de anticorpos para essas proteínas no estado de Rondônia, Pará, 

Amazonas, Acre e Amapá (112,223–227). Para as subclasses de IgG, observamos 

que na população estudada estes anticorpos eram predominantemente IgG1 e IgG3 

para todos os antígenos testados, com níveis mais elevados para PvAMA-1 e 

PvMSP-119, em comparação à resposta contra a PvCS. O papel das subclasses de 

IgG na proteção à malária ainda apresenta dados controversos, porém foi sugerido 

que apenas os anticorpos citofílicos, IgG1 e IgG3, têm papel protetor (228). Na Ásia 

Ocidental e na África a predominância dos anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3 foi 

demonstrada na resposta contra a CS, MSP-119 e AMA-1 e foram correlacionadas 

com proteção à malária (229,230). No geral, a produção de anticorpos contra a CS 

foi independente da infecção detectada no sangue, uma vez que a prevalência e os 

níveis de anticorpos foram semelhantes nos indivíduos com exposição confirmada a 
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P. falciparum, P. vivax e P. malariae (68,195–197,231). Kusi e colaboradores 

demonstraram que os anticorpos anti-CS de P. falciparum se formaram em uma taxa 

mais lenta e decaíram em uma taxa mais rápida em comparação com os anticorpos 

contra os estágios sanguíneos do soro de indivíduos de áreas de baixa transmissão 

acompanhados por 6 meses no Gana (70). Essa observação também foi relatada na 

aquisição natural de anticorpos IgG para a CS de P. falciparum em crianças da 

Papua Nova Guiné (229). Na população aqui estudada, a presença da infecção 

malárica parece aumentar a prevalência e os níveis de IgG para os antígenos 

PvAMA-1 e PvMSP-119, sugerindo que anticorpos IgG específicos aumentados para 

essas proteínas podem ser um indicativo de infecção recente. A observação é 

consistente com outros estudos que mostraram um aumento na prevalência de 

anticorpos para AMA-1 e MSP-1 após episódio agudo de malária em área de alta 

transmissão e confirmaram a alta imunogenicidade da PvMSP-119 em indivíduos 

com exposição recente à infecções por P. vivax (232,233). Além disso, o “boosting” 

de resposta humoral específica às proteínas AMA-1 e MSP-1 foi observado em 

estudos de imunizações (234–236). Reforçando a relação da PvMSP-119 com a 

exposição recente, neste estudo os títulos de IgG foram superiores nos indivíduos 

com menor tempo decorrido desde a última infecção e decaíram ao longo do tempo. 

Para a resposta humoral específica para a CS de P. vivax estudos relataram de 20 a 

100% dos indivíduos apresentando manutenção de anticorpos IgG específicos por 

até 7 anos na ausência de exposição à infecção em área de baixa transmissão da 

malária na Tailândia (237) e em área livre de transmissão no Brasil (238). 

Na avaliação das variantes genotípicas de P. vivax foi visto que a maioria da 

população do estudo estava infectada pela variante VK210, 5 indivíduos pela VK247 

(2 com infecção mista VK210+VK247) e nenhum infectado por P. vivax-like. Um 

estudo molecular realizado em Rondônia demonstrou alta frequência da variante 

V210 de P. vivax e as outras duas variantes ocorreram apenas em infecções mistas 

(72). De fato, a ocorrência global de variantes do P. vivax VK247 e do P. vivax-like 

tem sido frequentemente encontrada em infecções mistas (239,240). Neste estudo, 

os dados sorológicos indicam que os indivíduos da área de estudo estão expostos 

às três variantes genotípicas de P. vivax. Em pesquisas sorológicas também no 

estado de Rondônia, a frequência de anticorpos IgG para as repetições da CS de 

todas as três variantes de P. vivax apresenta resultados contraditórios, com 

prevalência variando de 50 a 70% e de 24 a 34% (77,240). Na população 

observamos maior frequência de indivíduos IgG positivo para a variante VK210 e 
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frequências similares para VK247 e P. vivax-like. Estudos anteriores também 

demonstraram maior prevalência de anticorpos naturalmente adquiridos para a 

VK210 na Tailândia (75), Peru (74), Colômbia (241) e Brasil e Índia (239), 

demonstrando a predominância da variante clássica mesmo em países tão distantes 

uns dos outros. Além disso, os níveis de IgG estavam significativamente 

aumentados para VK210 quando comparados aos níveis de P. vivax-like, e na 

avaliação das subclasses de IgG, o anticorpo citofílico IgG1 foi o mais frequente 

para PvCS-VK210 e PvCS-VK247, enquanto que para PvCS-like a subclasse IgG3 

foi a mais frequente. Ao nosso conhecimento, este estudo é o primeiro a verificar a 

resposta humoral das subclasses de IgG para as variantes de P. vivax. 

Nossos resultados mostraram que a resposta humoral específica para os 

antígenos testados parece sofrer influência dos SNPs nos genes das citocinas. Para 

o polimorfismo IFNG+874T/A, indivíduos carreando o alelo T selvagem, parecem 

apresentar maior frequência de resposta de IgG para PvMSP-119, porém essa 

diferença não foi significativa. Ainda em área endêmica brasileira, Furini e 

colaboradores também relataram uma possível associação do alelo T com a 

resposta de IgG para PvMSP-119 em uma população do Pará (242). Para os 

polimorfismos IL10A-592A/C e IL10A-819T/C, indivíduos carreando o alelo C 

variante apresentaram maior frequência de respondedores para a CS de P. vivax-

like. Visto que a IL-10 promove a ativação e diferenciação de células B, e a síntese 

de anticorpos, é esperado que a associação encontrada do alelo C com baixos 

níveis da IL-10 levasse a níveis reduzidos de IgG, porém surpreendentemente 

encontramos dados controversos para a resposta da CS de Pvlike, necessitando de 

maiores investigações acerca dos mecanismos envolvidos. Além disso, os alelos A e 

T dos SNPs nas posições -592 e -819, altos produtores de IL-10, já foram 

relacionados com alta produção de IgE em indivíduos com Schistosoma mansoni no 

Brasil, corroborando com a associação positiva esperada entre a IL-10 e a produção 

de anticorpos (243). No Brasil, dois estudos realizados em uma população do Pará 

observaram uma distribuição genotípica semelhante para os polimorfismos IL10A-

592A/C e IL10A-819T/C entre os grupos de indivíduos infectados e não-infectados, 

não encontrando associação dos portadores deste polimorfismo com a ocorrência da 

malária ou com os níveis de IgG para as proteínas PvAMA-1 e PvMSP-119 (215,242). 

Estudos que avaliaram o efeito dos SNPs nas posições -592 e -819 na resposta à 

antígenos de P. falciparum, encontraram associação entre estes SNPs  e os níveis 

de IgG anti-NANP e IgG4 e IgE para extrato antigênico de formas sanguíneas de P. 
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falciparum (217,244). O polimorfismo NOS2A-954G/C foi relatado pela primeira vez 

em uma área endêmica de malária no Gabão (169), sugerindo uma pressão seletiva 

exercida pelo Plasmodium, contudo o alelo C variante foi pouco frequente na 

população estudada e não observamos nenhuma associação entre a distribuição 

alélica e genotípica deste SNP e a resposta humoral naturalmente desenvolvida aos 

antígenos de P. vivax.  

Considerando os achados deste estudo, foi possível demonstrar a influência 

do HLA na resposta específica contra a CS, que se mostrou não ser um bom 

marcador de transmissão da doença na área de estudo. Ao contrário do encontrado 

para a CS, observamos associação entre a resposta de IgG específicos para as 

proteínas de estágios sanguíneos com a infecção recente. Verificamos que a 

presença do alelo C mutante dos polimorfismos do gene da IL-10 parece ter um 

papel na modulação da resposta à infecção malárica, reduzindo os níveis da IL-10 e 

da parasitemia. Além disso, a resposta específica para a CS da variante P. vivax-like 

é aumentada em indivíduos carreadores deste alelo.  
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6 CONCLUSÕES 

Os resultados deste estudo permitem chegar às seguintes conclusões: 

 

 A população estudada está exposta as 3 espécies plasmodiais, como 

indicado pela presença de indivíduos com anticorpos específicos para a região 

repetitiva da proteína CS de P. vivax, P. falciparum e P. malariae.  

 A alta prevalência de anticorpos para P. malariae confirma que essa espécie 

ocorre no estado de Rondônia apesar de ser raramente notificada.  

 A prevalência e os níveis de anticorpos para a proteína CS de P. falciparum, 

P. malariae e P. vivax não é uma boa ferramenta para monitorar a presença e o grau 

de exposição da população a essas espécies plasmodiais em áreas endêmicas 

brasileiras. 

 Dentre as variantes de P. vivax, a VK210 é predominante no diagnóstico 

molecular, porém a sorologia para a CS de P. vivax mostra que a população está 

exposta aos três genótipos (VK210, VK247 e P. vivax-like) no estado de Rondônia. 

 A presença de infecção recente influencia a resposta de IgG específica para 

as proteínas AMA-1 e MSP-119 de P. vivax, enquanto para a CS de P. vivax não há 

associação. Para as três proteínas testadas a resposta é predominantemente de 

anticorpos citofílicos (IgG1 e IgG3). 

 A resposta de IgG para a proteína CS de P. falciparum está associada com a 

presença dos haplótipos de HLADRB1*07~DQB1*02 e HLADRB1*04~DQB1*03, e 

para a CS de P. vivax e P. falciparum com o haplótipo HLADRB1*16~DQB1*03. Em 

contraste, a ausência de resposta para a CS de P. vivax, P. falciparum e P. malariae 

está associada à presença do haplótipo HLADRB1*01HLA~DQB1*05. 

 A presença dos polimorfismos no gene da enzima óxido nítrico sintase 

induzida e da citocina interferon gama não influenciam nos níveis plasmáticos, na 

susceptibilidade à malária e nem na prevalência de anticorpos contra as proteínas 

CS, AMA-1 e MSP-119 de P. vivax. 

   Para o polimorfismo no gene da citocina interleucina-10, a presença do alelo 

C dos SNPs IL10A-592A/C e -819T/C está associada com baixos níveis de IL-10 e 

de parasitemia, e com aumento de resposta de IgG para a CS da variante P. vivax-

like. 
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APÊNDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Instituições: Instituto Oswaldo Cruz – Fiocruz, Rio de Janeiro; Laboratório 

Central de Saúde – LACEN, Porto Velho.  

Título do Projeto de Pesquisa: Malária, Leishmaniose Tegumentar 

Americana e Tuberculose: aspectos clínico-epidemiológicos, parasitológicos, 

bioquímicos e imunológicos e avaliação das co-infecções em área com população 

de assentamento no Estado de Rondônia. 

Coordenadores da Pesquisa: Joseli de Oliveira Ferreira e Dalma Maria 

Banic (Malária),  Antonio Teva e Fatima Conceição Silva (Leishmaniose Tegumentar 

Americana) e Paulo Zuquim Antas (Tuberculose). 

Pesquisadores: Fatima Santos, Cesarino J. Lima Aprigio, Cleoni Mendes de 

Lima, Rui Rafael Durlacher, Fabio Luis Storer,  Fatima Madeira, Fernanda Nazaré 

Morgado 

Telefone para contato: 021-3865-8115; 069-3216-530 

Nome do 

Voluntário:____________________________________________________ 

 

 

As doenças infecciosas são um grande problema no Brasil. Em Rondônia a mais 

conhecida é a malária, mas outras doenças como a tuberculose, as leishmanioses e as 

parasitoses intestinais também tem sido diagnosticadas. Os pesquisadores que estão 

fazendo o estudo para o qual estou sendo convidado, me informaram que eles gostariam de 

estudar a presença destas doenças na população da área onde eu moro. 

 

 Assim, Eu, ..................................................................................., declaro que sou 

voluntário no estudo sobre a presença destas doenças na minha região. Para que eu possa 

participar como voluntário, terei de fazer vários exames (item C) para ver se eu estou com 

uma ou mais das doenças que vão ser estudadas (malária, tuberculose, leishmaniose e 

parasitoses intestinais). Fui informado que este estudo é para obter mais conhecimentos 

sobre estas doenças e o que acontece quando mais de uma delas for encontrada na mesma 

pessoa. Fui também informado que, caso alguma dessas doenças for diagnosticada em 

mim, eu serei encaminhado a uma unidade de saúde para fazer o tratamento e o 

acompanhamento do meu caso. A minha participação em nada alterará o atendimento nas 



 

112 

        

unidades de saúde, caso eu venha a precisar por outros motivos. Uma parte dos resultados 

deste estudo me beneficiará caso eu esteja com uma dessas doenças, pois terei o 

diagnóstico feito e poderei ser tratado, mas outra parte não me beneficiará diretamente, pois 

servirá para estudar estas doenças. No entanto, estes resultados poderão no futuro 

beneficiar outras pessoas que também tenham a minha doença. Todos os resultados serão 

relatados à minha pessoa e considerados confidenciais, podendo os mesmos serem 

divulgados na forma de comunicação e artigos científica. Entretanto não será permitido a 

minha identificação. 

 

Pelo responsável fui informado de que: 

 

Este documento procura fornecer informações sobre as doenças que serão 

estudadas e o que será realizado, detalhando os procedimentos e exames, benefícios, 

inconvenientes e possíveis riscos. Poderei recusar-me a participar da pesquisa ou, mesmo, 

dela me afastar em qualquer tempo, sem que este fato me venha a causar qualquer 

constrangimento. Os exames e procedimentos aplicados serão gratuitos. Os investigadores 

se obrigam a não revelar minha identidade em qualquer publicação resultante deste estudo, 

assim como, poderão interromper minha participação, a qualquer tempo, por razões técnico/ 

médicas quando então, me serão fornecidos aconselhamentos e orientação.  

 A minha participação no projeto consiste em autorizar a realização de exames para 

avaliar se tenho estas doenças e que esse material seja utilizado neste estudo. Também 

autorizo  que parte das amostras coletadas seja estocada a fim de servir para outros 

estudos que tenham como objetivo a melhor compreensão da doença, o desenvolvimento e 

avaliação de novos métodos de diagnóstico; avaliação da resposta a antígenos candidatos a 

uma vacina etc. desde que tal estudo seja previamente analisado e autorizado por um 

Comitê de Ética em Pesquisa. É importante saber das seguintes informações: 

 

A- O problema de saúde objeto da investigação: 

 

As doenças que serão procuradas são: 1- malária- doença transmitida por mosquito, 

muito comum em Rondônia e que causa momentos de febre alta e calafrios após os quais 

eu fico cansado e sem forças para trabalhar; 2- leishmaniose cutânea- é uma doença da 

pele que produz uma ferida de tamanho variável de acordo com a reação do organismo do 

doente. É causada por um micróbio denominado Leishmania e também é transmitida por um 

inseto; 3- tuberculose- é uma doença que é transmitida pela respiração e começa nos 

pulmões dando febre, tosse e catarro, pode depois se espalhar pelo organismo, mas isto 

não é comum; 4- parasitoses intestinais- são vermes e pequenos agentes que se instalam 

no meu intestino e podem ou não causar doença. Existem os grandes vermes como as 
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lumbrigas e outros, bem pequenos que são chamados de protozoários e que só podem ser 

vistos no microscópio. Para todas estas doenças existe tratamento, mas ainda não existe 

forma de prevenir com vacinas. 

 

B- Objetivo do trabalho dos pesquisadores: 

 

O objetivo deste trabalho, além de verificar se eu tenho uma destas doenças, é 

estudar (identificar) que parasitas estão presentes na minha região, se a presença de mais 

de um deles na mesma pessoa pode fazer as doenças ficarem diferentes (para melhor ou 

para pior) e se os pesquisadores podem identificar um tipo de resposta do organismo 

(imunológica) dos pacientes que seja protetora (benéfica). O conhecimento desta resposta 

poderá ser importante para se tentar prever a evolução da doença e com isto tentar evitar ou 

diminuir as formas graves. Além disto, o melhor conhecimento destas doenças pode, no 

futuro, ajudar o desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo de uma vacina. 

 

C- Exames, procedimentos e tratamento que serão utilizados: 

 

Inicialmente haverá coleta de informações sobre a doença através de uma entrevista 

detalhada e preenchimento de um questionário por um membro da equipe, exame médico e 

coleta de sangue para realização de vários exames (distensão e gota espessa para 

diagnóstico, hemograma completo, testes imunológicos, tipagem de células e produtos 

secretados por elas, entre outros). Para isto será necessária a coleta 30mL de sangue por 

via endovenosa em duas ocasiões: no dia do diagnóstico antes do tratamento (D0), podendo 

ser solicitada para uma coleta em outra ocasião para verificação de cura. Se a médica 

suspeitar que eu tenho Leishmaniose farão um  teste na pele (injeção de 0,1 mL em um dos 

braços), chamado teste de Montenegro (para leishmaniose) para auxiliar no diagnóstico 

dessa doença. Além disso, se eu tiver alguma ferida no corpo que seja suspeita de 

leishmaniose, será feita uma biópsia (com anestesia) com retirada de um pedaço (não maior 

eu 6mm de diâmetro) da ferida, que será dividido em partes para o diagnóstico da doença, 

isolando o parasita e fazendo histopatologia, e para o estudo científico. No caso de suspeita 

de tuberculose eu terei de colher uma amostra de escarro para diagnóstico de tuberculose 

em pote limpo e levar um pote limpo para casa para colher uma amostra de escarro na 

manhã do dia seguinte ao despertar. Para verificar se eu tenho alguma verminose vou ter 

que colher  uma amostra de fezes em um pote limpo (chamada amostra fresca) e uma 

amostra de fezes num pote contendo um líquido vermelho (chamada fezes conservadas). 

Fui informado que o líquido vermelho (MIF) não é para ser tomado, e sim para colocar as 

fezes nele dentro do pote (as fezes servem para fazer o diagnóstico das parasitoses 

intestinais). Todos estes procedimentos são usados na rotina de diagnóstico e servem para 
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confirmar que estou com um dos parasitas que provocam as doenças que vão ser 

estudadas. Eu posso fazer todos os exames ou apenas alguns, mas como cada um deles 

serve para doenças diferentes poderei não ser diagnosticado para algumas deles se não 

fizer todos os exames. 

 

D- Benefícios: 

 

Com a exceção da malária, as outras doenças não são diagnosticadas com 

facilidade, e isto traz problemas para o controle delas na minha região. Com o diagnóstico 

poderei ser encaminhado a uma unidade de saúde para cuidar do meu caso. Além disto, 

alguns trabalhos têm mostrado que se uma pessoa tiver mais de um parasita produzindo 

doença ao mesmo tempo, algumas vezes as doenças podem ter mais problema para serem 

curadas pelos remédios. O estudo da resposta imune em pacientes com as doenças do 

estudo tem apontado para um importante papel de algumas células e fatores do organismo 

(imunológicos) na evolução das doenças. No entanto, mais estudos são necessários para 

tentar esclarecer o seu papel na regulação da resposta imune levando à cura ou à proteção. 

Estes conhecimentos poderão fornecer importantes informações para se prever a evolução 

destas enfermidades nos indivíduos doentes e, para estabelecer uma futura vacina para 

uma ou mais delas. 

 

E- Inconvenientes: 

 

A reação positiva ao teste de Montenegro se acompanha de inflamação apenas 

(restrita) à área de aplicação do teste na pele. Este, no entanto, é o  teste padrão para o 

diagnóstico da leishmaniose tegumentar. A coleta de sangue pode produzir em alguns casos 

hematoma (rouxidão) local que desaparece em 3 a 5 dias. A biopsia é feita sob anestesia no 

local da lesão (ferida). Será realizado curativo compressivo após biópsia e não devo retirar o 

curativo por 24 horas. Após 24 horas, o curativo poderá ser retirado, e diariamente deverá 

ser feito novo curativo. Receberei gaze estéril e esparadrapo ou atadura de gaze para os 

curativos.  O ponto poderá ser retirado em 5 dias pelo próprio médico ou em posto de 

cuidados de saúde. Fui também informado de que, como o ponto foi realizado em úlcera ele 

poderá sair sozinho sem prejuízo da cicatrização e o procedimento de biopsia não deixará 

cicatriz suplementar, pois será realizado sobre a úlcera e a cicatrização da mesma ocorrerá 

de forma a sobrepor o local da biopsia.  

Serei informado de cada passo pelo médico responsável e qualquer alteração devo 

comunicar ao pessoal responsável que verificará a necessidade de cuidados locais.  

 

F- Riscos potenciais conhecidos até os dias atuais: 
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Não há riscos potenciais visto que os procedimentos que serão utilizados durante 

este trabalho são os normalmente usados para o diagnóstico: da malária, leishmaniose 

tegumentar, tuberculose e parasitoses intestinais. 

Declaro que li e entendi todas as informações referentes a este estudo e que todas 

as minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe, a qual estará à 

disposição para responder minhas perguntas sempre que eu tiver dúvidas. 

Recebi uma cópia deste termo de consentimento e pelo presente consinto, 

voluntariamente, em participar deste estudo permitindo que os procedimentos descritos 

acima sejam realizados em minha pessoa.  

 

 

 

 

__________________________________________________Data: _________  

Nome do voluntário  

__________________________________________________Data:__________  

Nome do Pesquisador  

__________________________________________________Data:__________  

Testemunha 11  

_________________________________________________ Data:__________  

Testemunha 22 

 

1 Apenas no caso de voluntários impossibilitados de manifestar o seu consentimento por escrito.  

2 Apenas no caso de menores de 18 anos, deverá ser assinado pelo pai, mãe ou responsável legal. 
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APÊNDICE B - QUESTIONÁRIO 

Questionário Epidemiológico 

 

REGISTRO N               Data: 

 

PROJETO: Malária, LTA e tuberculose: aspectos clínicos, parasitológicos, 

bioquímicos e imunológicos e avaliação das co-infecções em área com 

população de assentamento no Estado de Rondonia.  

DADOS PESSOAIS 

NOME:                                                                                          SEXO: � F     � M                                       

IDENTIDADE: 

 IDADE:                NATURALIDADE:                           PROCEDÊNCIA: 

ENDEREÇO ATUAL:  

 FONE: 

NÚMERO DE RESIDENTES NO ENDEREÇO ATUAL: 

PROFISSÃO: 

TEMPO DE RESIDÊNCIA (ANOS): 

Área endêmica malária  (anos) :          Rondônia (anos):              

Endereço atual:       

LOCAL DE MORADIAS ANTERIORES DENTRO E FORA DE RONDONIA: 

 

HISTÓRIA PREGRESSA DE MALÁRIA 

NÚMERO DE INFECÇÕES ANTERIORES DE MALÁRIA: 

Espécies: � P. falciparum     � P. vivax     � P. malariae       � Nenhuma      � Não lembra 

NÚMERO DE INFECÇÕES ESSE ANO (2010): 

Espécies: � P. falciparum     � P. vivax     � P. malariae       � Nenhuma      � Não lembra 

DATA DA ÚLTIMA INFECÇÃO:                                         

Espécies: � P. falciparum     � P. vivax     � P. malariae       � Nenhuma      � Não lembra 

LOCAL PROVAVEL DE INFECÇÃO: 

FEZ O TRATAMENTO COMPLETO?: � Sim    � Não 

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALÁRIA:  � Sim        � Não          Data: 
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MALÁRIA GRAVE NA FAMÍLIA:  � Sim          � Não                       Data:                                             

OBS: 

 

TEM ALGUEM NA FAMÍLIA COM MALÁRIA OU TEVE MALÁRIA 

RECENTEMENTE?  � Sim   � Não    Data:               

 

 

EXPOSIÇÃO A INFECÇÃO MALÁRICA 

LOCALIZAÇÃO DA CASA 

� Cidade     � Periferia      � Floresta      � Coleção d’água            � Nenhuma 

TIPO DE CASA (PROTEÇÃO EM RELAÇÃO AO CONTATO COM MOSQUITO) 

� Boa                � Parcial                 � Nenhuma   

ATIVIDADES AO AMANHECER: 

ATIVIDADES AO ANOITECER: 

SABE COMO A MALÁRIA É TRANSMITIDA? 

  � Sim     � Não    �  Foi  informado    �  Foi  informado, mas não acredita   

COMO?: 

USO DE MEDIDAS PROFILÁTICAS 

� Mosquiteiro     � Inseticida   � antimaláricos    � Outras     � Nenhuma 

Data da última borrifação de inseticida (FNS):  

INFECÇÃO ATUAL 

SINTOMAS 

� Febre,  _________ºC  

 � Cefaléia   � Calafrios  � Náusea   � Mialgia   � Nenhum 

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS: 

DIAGNÓSTICO: �  P. falciparum     � P. vivax     � P. malariae       � Nenhuma     

PARASITEMIA: 

LOCAL PROVÁVEL DE INFECÇÃO: 

RECEBEU TRANSFUSÃO DE SANGUE?:  � Sim  � Não                 Data: 

É DOADOR DE SANGUE?: � Sim  � Não                 Data da última doação: 

 

COLETA DE MATERIAL BIOLÓGICO 

� GOTA ESPESSA   � ESFREGAÇO   � PLASMA   
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� CÉLULAS              � HLA                  � PARASITAS  

OBS: 

TUBERCULOSE 

 

Data do Diagnóstico:       /     /     

CLÍNICA : 

Cicatriz BCG :                                                 NÃO            SIM            

   

Febre                                 Tosse                       perda de peso 

FORMA DE TUBERCULOSE :  

TB Pulmonar                                        TB Pleural         

Tele-Radiografia do tórax:                             Sim    

Cavitação:   Não                   Sim   

 BAAR  no escarro: Positivo             Número de amostras positivas:_______________ 

                                   Negativo                                     Não disponível    

Cultura positiva:    Escarro                

 

Data do início do tratamento:        /      / 

 

       Regime 1          RMP + INH + PZA (2 m),  RMP + INH (4 m) 

       Regime 1R       RMP + INH + PZA + EMB (2 m),  RMP + INH  + EMB (4 m) 

       Regime 2          RMP + INH + PZA (2 m)  RMP+INH +EMB (7 m) 

       Regime 3          STB + ETN + EMB + PZA (3m), ETN + EMB (9m) 

 

OBS: 
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HISTÓRIA PARA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

LOCAL DE MORADIAS ANTERIORES DENTRO E FORA DE RONDONIA: 

 

 

POSSUI ALGUMA LESÃO CUTTÂNEA:   NÃO            SIM              QUANTAS        

TEMPO DE LESÃO  (meses):                      LOCALIZAÇÃO: 

DESCRIÇÃO DA(S) LESÃO (ÕES):     

 

 

            

                

USO DE MEDICAÇÕES:  � Não        � Sim       �   local     � sistêmica 

Descrição e evolução:          

 

 

 

Já teve no passado lesões na pele com dificuldade de cicatrização: � Sim        � Não        

   local                                                  Descrição  

 

 

Outra pessoa da casa apresentou lesões na pele com dificuldade de cicatrização: 

 � Sim        � Não       �   local                                              Descrição  

 

 

Já fez teste de Montenegrro� Não      �    Sim -  quando                      resultado 

Possui animais em casa � Não      �    Sim  quais                       

Algum deles possui ferida ou teve ferida no último ano?                      Descreva: 

 

 

 

 

 


