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Resumo 

RESUMO 

A Duffy binding protein de Plasmodium vivax (PvDBP) é funcionalmente importante no processo 
de invasão do parasito em eritrócitos humanos Duffy/DARC positivos, sendo considerada, 
portanto, um importante antígeno candidato à vacina. Utilizando uma proteína recombinante 
contendo as regiões II a IV da PvDBP em ensaios de ELISA, o presente estudo demonstrou que 
diferentes populações da Amazônia brasileira desenvolvem anticorpos anti-PvDBP. Nessas 
áreas, a prevalência e os níveis de anticorpos variaram em função do nível de exposição, sendo 
a frequência de respondedores maior entre indivíduos que apresentavam história de longa 
exposição à malária (>10 anos). Para investigar se essa resposta imune anti-PvDBP incluía 
anticorpos que bloqueavam a interação ligante-receptor, utilizou-se um ensaio de citoaderência in 
vitro onde o domínio de ligação da PvDBP (região II, DBPII) era expresso na superfície de células 
COS-7 transfectadas. Anticorpos bloqueadores contra diferentes variantes da DBPII foram 
observados em indivíduos com história de longa exposição à malária na Amazônia brasileira. 
Esses dados demonstraram, pela primeira vez, que indivíduos residentes em áreas de 
transmissão endêmica instável, como a Amazônia brasileira, desenvolvem anticorpos 
bloqueadores da interação DBPII-DARC. Contudo, ainda não está claro se esta resposta de 
anticorpos está correlacionada à infecção assintomática de malária. Em uma segunda etapa 
desse trabalho, estudou-se a resposta imune a PvDBP em indivíduos expostos pela primeira vez 
à malária, durante um surto de transmissão autóctone de P. vivax ocorrido em Minas Gerais, 
área não endêmica. Nessa área do surto, a abordagem experimental foi monitorar a resposta de 
anticorpos anti-PvDBP nos indivíduos que se infectaram (casos, n = 15), bem como em seus 
parentes e/ou vizinhos que não se infectaram (não-casos, n = 18, controles da área), por um 
período de 12 meses. Embora apenas 20% dos indivíduos que se infectaram desenvolveram 
anticorpos IgG anti-PvDBP, um “boosting” dessa resposta foi observada naqueles que 
apresentaram recaída(s) da infecção pelo P. vivax. Nenhum dos indivíduos controles da área 
desenvolveu anticorpos anti-PvDBP. Por meio da genotipagem do antígeno DARC foi descartada 
a hipótese de que os indivíduos pertencentes a este grupo (não-casos) fossem resistentes à 
infecção, ou seja, não apresentavam o antígeno DARC na superfície de seus eritrócitos. 
Portanto, a não-infecção desses indivíduos foi atribuída, provavelmente, ao curto período em que 
estiveram expostos à transmissão. Dessa forma, o próximo passo desse estudo foi analisar se os 
indivíduos que se infectaram (casos) desenvolviam anticorpos bloqueadores da interação DBPII-
DARC. Considerando que a DBPII é altamente polimórfica, DNAs de isolados do surto foram 
inicialmente sequenciados para identificar as variantes de DBPII circulantes. As sequências da 
DBPII obtidas demonstraram a presença de um único alelo de dbpII tanto nas infecções 
primárias, quanto nas recaídas. Assim, o ensaio funcional foi realizado com células COS-7 que 
expressavam duas diferentes variantes da DBPII. Nesta população, o resultado de 12 meses de 
acompanhamento forneceu evidências de que anticorpos bloqueadores da interação ligante-
receptor apresentam uma curta duração, e parecem ser alelo-específicos, já que uma inibição da 
interação DBPII-DARC foi observada apenas quando uma variante de DBPII semelhante à do 
isolado do surto foi utilizada. 
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Abstract 

ABSTRACT 
 

The Duffy binding protein of Plasmodium vivax (PvDBP) is a critical adhesion ligand that 

participates in merozoite invasion of human Duffy/DARC positive erythrocytes, being considered, 

therefore, a logical target for vaccine-mediated immunity. In the present study, we demonstrated 

that the PvDBP is naturally immunogenic in different populations of the Brazilian Amazon, and the 

proportions of  PvDBP IgG  positive  reaching a  peak in  those subjects with  long-term  exposure 

(> 10 years) in the Amazon area. To examine the ability of these anti-PvDBP sera to inhibit the 

protein erythrocyte-binding function, we used an in vitro binding assay, in which the PvDBP ligand 

domain (region II, DBPII) was expressed on the surface of cultivated mammalian COS-7 cells. The 

data obtained demonstrated that a long-term exposure to malaria in the Amazon area elicits an 

inhibitory antibody response against different DBPII variants. However, this anti-functional 

antibody response was not related with asymptomatic P. vivax infection. In a second step of this 

study, we investigate the antibody response to PvDBP during a P. vivax malaria outbreak that 

occurred in Minas Gerais State, Brazil, a non-endemic area. Our experimental approach was to 

carry-out a 12-month following-up of these individuals (cases, n = 15), including individuals who 

were considered to be exposed to the risk of infection but who had neither symptoms nor blood 

parasites (non-cases, n = 18). Although only 20% of the infected individuals have developed an 

antibody response to the PvBDP, a secondary boosting could be achieved by the time of a  new 

P. vivax episode (relapses). Since none of the individuals studied carried the refractory genotype 

DARC-negative, we conclude that the absence of antigen DARC on the erythrocytes surface was 

not responsible for the malaria resistance in the control group (non-cases). DNA sequences from 

primary/relapses samples demonstrated that a single dbp allele was detected in the outbreak 

area. To investigate neutralizing antibodies to ligand domain of the DBP (cysteine-rich region II, 

DBPII), we performed cytoadherence assays with mammalian cells expressing DBPII sequences 

which were related or not to those from the outbreak isolate. The results of a 12-month follow-up 

period provided evidence that naturally acquired neutralizing antibodies to DBPII are short-lived, 

and seem to be allele-specific. This is the first evidence that naturally acquired neutralizing 

antibodies to DBPII are short-lived and seem to be variant-specific. 
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INTRODUÇÃO 
 

A malária é uma das doenças mais prevalentes no mundo, atingindo 107 países, 

infectando de 350 a 500 milhões de pessoas anualmente e causando aproximadamente três 

milhões de mortes principalmente entre crianças jovens, gestantes e adultos não-imunes (WHO, 

2005a). Globalmente, 9% das mortes de crianças menores que cinco anos são atribuídas à 

malária (Black et al., 2003). Alguns pesquisadores têm estimado que uma criança morra de 

malária no mundo a cada 40 segundos, resultando em uma perda de mais de 2.000 vidas 

diariamente (Sachs & Malaney, 2002). Do alarmante número de casos de malária, 90% se 

concentram na África subsaariana, sendo o restante distribuído nas Américas Central e do Sul, 

sudeste asiático e ilhas da Oceania. A parasitose humana é causada pelas espécies de 

protozoários Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale, sendo esta última espécie 

encontrada apenas na África tropical e alguns países do sudeste asiático (Collins & Jeffery, 

2003). O P. falciparum é a espécie responsável pela doença mais severa e pela maior 

mortalidade por malária. Vários fatores contribuem para o grande número de casos de malária 

por P. falciparum na África, incluindo a transmissão pelo mosquito Anopheles gambiae, vetor 

altamente adaptado para transmitir o parasito, prevalente no continente e de difícil controle. Além 

disso, a falta de infra-estrutura básica de saúde, difícil acesso a serviços médicos e a 

antimaláricos contribuem para a piora da situação, fazendo com que a doença seja de difícil 

controle, levando ao aumento do risco de casos de malária grave e morte (Guinovart et al., 

2006). 

Das quatro espécies de protozoários causadores da malária humana, o P. vivax é a 

espécie que apresenta maior distribuição mundial, sendo responsável por mais de 50% dos 

casos humanos diagnosticados fora da África, incluindo a Ásia, as Filipinas e as Américas 

Central e do Sul (Mendis et al., 2001; Carter & Mendis, 2002). Algumas características da 

biologia da transmissão do P. vivax conferem a esta espécie uma maior capacidade de 

adaptação a ambientes desfavoráveis. Como consequência, na medida em que as técnicas de 

controle da doença se tornam mais efetivas, a infecção pelo P. vivax tende a sobrepor aquela 

causada  pelo P. falciparum.  Recentemente, um  outro agravante das infecções causadas pelo 

P. vivax é que essa espécie tem sido implicada como responsável por muitos casos de malária 

grave, inclusive no Brasil (Lomar et al., 2005; Picot, 2006). 

O incremento do número de casos de malária no mundo ao longo dos anos se deve, 

principalmente, ao aumento de resistência dos parasitos aos antimaláricos, ao desenvolvimento 

de resistência dos mosquitos aos inseticidas e à falta de política econômica e social nas regiões 

onde ocorre alta transmissão da doença. Sua prevenção e controle não dependem apenas de 

atividades do setor da saúde, mas requer iniciativas de agências privadas e governamentais 

responsáveis por projetos de desenvolvimento econômico. Segundo Tauil (2006), até mesmo 

sem a introdução de novas medidas profiláticas como a vacina, é possível reduzir drasticamente 
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a incidência da malária realizando-se gerenciamento ambiental em combinação com medidas de 

saúde específicas contra a doença, tais como diagnóstico precoce, tratamento sistemático de 

todos os pacientes infectados e realização de campanhas anti-vetoriais. Entretanto, apesar da 

possibilidade de se fazer controle da malária apenas adotando-se medidas específicas, a 

descoberta de uma vacina no futuro poderia amenizar os impactos econômicos e sociais da 

doença em todo o mundo. Infelizmente, o desenvolvimento de vacinas contra parasitos continua 

a desafiar os pesquisadores devido, principalmente, aos seus complexos ciclos de vida, 

contrariamente à maioria das infecções virais e bacterianas. 

 

1. A malária no Brasil 
 

1.1. Amazônia Legal 
A incidência de malária no Brasil aumentou dramaticamente nas décadas de 70 e 80, 

devido, principalmente, aos projetos de colonização, expansão da fronteira agrícola, construção 

de estradas e hidrelétricas, projetos agropecuários, extração de madeira e mineração. 

Aproximadamente 99% dos casos de malária ocorrem essencialmente na Amazônia Legal 

(Secretaria de Vigilância à Saúde, SVS, 2007), onde condições socioeconômicas e ambientais 

favorecem a exposição de grandes contingentes populacionais ao risco de infecção.  

Na Amazônia, as precárias condições socioeconômicas da população migrante 

determinaram a rápida expansão da doença. Sendo assim, em 2000, foi implantado no Brasil o 

“Plano de Intensificação das Ações de Controle da Malária na Amazônia Legal” (PIACM), em 

resposta à convocação da Organização Mundial da Saúde visando-se recuar o avanço da 

malária (WHO, 1998). Essa estratégia, além de continuar priorizando a consolidação de redes de 

serviços capazes de ofertar diagnóstico precoce e um tratamento adequado e imediato, teve um 

forte componente político, ou seja, o compromisso de que o controle da malária fosse assumido 

pelo presidente da República, governadores de estado e prefeitos de municípios (Tauil, 2006). 

Com a implantação do PIACM houve a diminuição do número de casos de malária de 610.878 

para 349.873 entre os anos de 2000 e 2002 (SVS, 2005). Entretanto, apesar desse avanço no 

controle da malária, não foi observada sustentabilidade das ações implantadas. Um exemplo 

disso foi o aumento na incidência da doença em alguns estados da Amazônia no ano de 2005, 

resultando em aproximadamente 600 mil casos notificados, sendo 75% devido ao P. vivax e 25% 

ao P. falciparum (Sistema de Vigilância Epidemiológica da Malária, SIVEP, Ministério da Saúde, 

2005). Esse importante incremento no número de casos de malária no país ocorreu, 

principalmente, devido ao imenso e intenso fluxo migratório da população dos municípios do 

interior para as grandes cidades como Manaus, causando ocupação desordenada nas periferias 

da cidade onde existiam pessoas infectadas pelo Plasmodium e falta de saneamento básico, 

propiciando, assim, a formação de criadouros de anofelinos. Adicionalmente, visando ampliar as 
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oportunidades de trabalho em algumas regiões dos estados da Amazônia, como, por exemplo, 

no Estado de Rondônia, houve estimulação da criação de tanques de piscicultura, que ao serem 

abandonados, tornaram-se criadouros de anofelinos, também contribuindo para o aumento do 

número de casos de malária notificados no Brasil no ano de 2005 (Coura et al., 2006). 

 Atualmente outro grande desafio para o controle de malária no Brasil são os indivíduos 

portadores de infecção assintomática (Andrade et al., 1995; Camargo et al., 1999; Fontes, 2001; 

Alves et al., 2002; Suárez-Mutis et al., 2004a,b; Roshanravan et al., 2003). Esses indivíduos 

infectados, mas sem sintomas, parecem constituir uma importante fonte de infecção para o 

mosquito (Alves et al., 2005). A presença de infecção assintomática no Brasil reforça a 

importância de se estabelecer um critério homogêneo para a definição dos casos assintomáticos, 

bem como para estabelecer novos métodos diagnósticos visando-se avaliar a prevalência da 

doença no país (Coura et al., 2006). Esse fato faz com que, além de todas as medidas de 

controle contra malária regularmente adotadas, novas estratégias dentro dos programas de 

controle sejam implantadas voltadas, principalmente, para detecção e gerenciamento dos 

indivíduos assintomáticos. 

 

1.2. Região extra-amazônica 
A existência de áreas de alta transmissão de malária na Amazônia Legal constitui um 

importante problema de saúde pública, influenciando áreas vizinhas, e também exercendo 

pressão sobre vários estados brasileiros. O fluxo migratório de pessoas entre as áreas 

endêmicas da Amazônia e os diferentes estados brasileiros, associado à presença de anofelinos 

em praticamente todo o território nacional (Deane, 1986), são fatores que favorecem a 

reintrodução e a disseminação da doença em áreas previamente livres de transmissão (SVS, 

Plano Nacional de Controle da Malária, PNCM, Ministério da Saúde, 2003). Segundo dados 

publicados, no ano de 2002 foram notificados apenas no Estado do Ceará 402 casos autóctones 

de malária; em 2003 houve 71 casos na Bahia, 38 no Piauí e 31 em Minas Gerais (SVS, 2005). 

Em 2004 os surtos mais importantes ocorreram nos estados do Piauí e do Espírito Santo, com o 

registro de 89 e 81 casos, respectivamente.  

Embora na região extra-amazônica sejam notificados apenas 1% do total de casos de 

malária do Brasil, uma grande preocupação nessas áreas diz respeito à maior letalidade destes 

casos (Fundação Nacional da Saúde, FUNASA, 2002). No ano de 2004, o coeficiente de 

letalidade por malária na região extra-amazônica foi de 0,78 óbitos por 100 casos, enquanto na 

região Amazônica foi de 0,015/100, demonstrando, assim, que na região extra-amazônica esse 

indicador é 52 vezes maior do que na Amazônia Legal. O óbito nessa região ocorre, geralmente, 

porque pessoas infectadas não recebem o diagnóstico e tratamento precoce, conforme 

preconizado pelo Ministério da Saúde. Essa falha ocorre principalmente devido à falta de 
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profissionais da saúde nessas regiões treinados para diagnosticar a doença a tempo de se fazer 

o tratamento adequado (SVS, 2005).  

 

2. Ciclo biológico da malária humana     

O ciclo biológico dos parasitos da malária humana compreende duas fases: uma fase 

onde ocorre reprodução sexuada em fêmeas do mosquito do gênero Anopheles; e outra de 

reprodução assexuada que se desenvolve no hospedeiro vertebrado. 

A transmissão da malária ao hospedeiro vertebrado ocorre durante o repasto sanguíneo 

do vetor, onde os esporozoítos depositados na pele do hospedeiro podem permanecer por várias 

horas antes de encontrar um vaso sanguíneo (Yamauchi et al., 2007). Após atingirem o sistema 

circulatório, os esporozoítos migram para o fígado onde infectam os hepatócitos. O processo de 

invasão dos hepatócitos é complexo e depende de várias interações do tipo ligante-receptor. 

Recentemente, foi demonstrado por Mota & Rodrigues (2002) que os esporozoítas invadem 

vários hepatócitos, migrando através deles, antes de finalmente desenvolverem-se em seu 

interior. Esse processo resulta na formação de um vacúolo parasitóforo bem delimitado onde os 

esporozoítos se diferenciam em trofozoítos que, após sofrerem várias divisões por esquizogonia, 

formam os esquizontes. Após alguns dias, os esquizontes maduros liberam os merozoítos por 

um processo de brotamento de vesículas denominados merosomos (Amino et al., 2006a,b). Os 

merosomos, repletos de parasitos, desprendem-se dos hepatócitos infectados para o lúmen dos 

capilares sinusóides do fígado, onde finalmente os merozoítos são liberados. Os merozoítos 

teciduais invadem os eritrócitos iniciando, assim, a fase sanguínea da doença. 

Para que o merozoíto invada o eritrócito são também necessárias interações específicas 

envolvendo proteínas do parasito e receptores presentes na superfície da célula hospedeira 

(Gaur et al., 2004). Após algumas gerações de desenvolvimento de merozoítos sanguíneos, 

alguns parasitos se diferenciam em estágios sexuais - gametócitos masculinos e femininos - que, 

ao serem ingeridos por mosquitos do gênero Anopheles, darão continuidade ao ciclo do parasito 

com a formação de gametas. A fusão dos gametas masculino e feminino no interior do estômago 

do inseto origina um zigoto móvel denominado oocineto, que após atravessar a parede intestinal 

do mosquito, por um mecanismo transcelular (Barillas-Mury & Kumar, 2005), aloja-se na 

membrana basal onde se desenvolve em oocisto. No interior do oocisto ocorre diferenciação e 

divisão nuclear que culmina com a produção de esporozoítos (esporogonia). Parte dos 

esporozoítos liberados na hemocele migra para as glândulas salivares do mosquito para que 

esse, ao exercer o repasto sanguíneo, reinicie um novo ciclo no hospedeiro vertebrado. 

 

2.1. Processo de invasão dos eritrócitos pelos parasitos da malária 
O processo de invasão do eritrócito pelo Plasmodium é complexo e envolve muitas etapas 

incluindo: (1) reconhecimento e adesão reversível do merozoíto à membrana do eritrócito; (2) 
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reorientação apical do merozoíto em direção à membrana da célula hospedeira; (3) formação de 

uma junção irreversível no ponto de contato entre o cone apical do parasito e a membrana celular 

do eritrócito, e (4) movimento da junção ao redor do merozoíto com simultânea invaginação da 

membrana do eritrócito, até que o parasito se encontre dentro da célula e seja circundado pelo 

vacúolo parasitóforo (Dvorak et al., 1975; Bannister et al., 1975; Aikawa et al., 1978; Miller et al., 

1976). Os dois eventos iniciais, que envolvem o reconhecimento e adesão do parasito, são 

aparentemente de baixa afinidade e reversíveis (Cowman & Crabb, 2006). Ambas as etapas 

permitem ao parasito distinguir entre um eritrócito competente para a invasão e outro tipo celular. 

Por outro lado, as etapas três e quatro envolvem interações do tipo ligante-receptor de alta 

afinidade, e a partir desse ponto, o processo de invasão passa a ser irreversível. Embora todos 

os plasmódios utilizem esse mecanismo geral de entrada na célula hospedeira, que inclui a 

participação de organelas apicais do parasito, algumas espécies utilizam características únicas 

que fazem com que esse processo seja praticamente espécie-específico. No caso das espécies 

mais importantes do ponto de vista da saúde pública, P. falciparum e P. vivax, as interações 

ligante-receptor se encontram melhor estudadas. Numerosos estudos têm demonstrado que 

merozoítos de P. falciparum têm a habilidade de invadir os eritrócitos através de, pelo menos, 

cinco vias de invasão (Gaur et al., 2004). Entretanto, no caso do P. vivax, uma via de invasão 

parece ser a mais importante (Adams et al., 1992).  

A complexidade do processo de invasão do Plasmodium falciparum tem feito com que as 

vias de invasão sejam classificadas com base da natureza do receptor do eritrócito envolvido na 

invasão. Algumas vias são dependentes de sialoglicoproteínas presente nos eritrócitos 

(glicoforinas A, B, C/D), e outras de receptores de eritrócitos ainda não conhecidos, denominados 

X, Y e Z. Por outro lado, um grande número de ligantes no parasito tem sido identificado. A 

proteína mais bem caracterizada do P. falciparum é o antígeno de ligação ao eritrócito de 175kDa 

(EBA-175) que se encontra localizada nos micronemas do parasito (Camus & Hadley, 1985). 

Essa molécula se liga especificamente a glicoforina A, uma sialoglicoproteína presente na 

superfície da célula hospedeira (Sim et al., 1994). A partir do desenvolvimento do projeto genoma 

de P. falciparum, outras proteínas similares a EBA-175 já foram identificadas, incluindo BAEBL 

(EBA-140), JESEBL (EBA-181), EBL-1 e PEBL (EBA-165) (Adams et al., 2001). 

Uma característica importante do P. falciparum é a habilidade que ele tem em alterar seu 

processo de invasão do eritrócito utilizando vias alternativas (Dolan et al., 1990). Esta 

plasticidade concede a esta espécie inúmeras vantagens. A primeira delas é a de que o parasito 

teria a habilidade de invadir uma grande variedade de eritrócitos humanos, visto que até o 

presente momento nenhum eritrócito mostrou-se totalmente refratário à invasão pelo P. 

falciparum. Outra vantagem estaria ligada à evasão do sistema imune, já que diferentes vias de 

invasão da célula hospedeira envolvem moléculas diferentes do parasito. Portanto, uma resposta 
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imune dirigida contra uma determinada proteína envolvida na invasão pode não afetar o parasito, 

já que ele pode utilizar uma via alternativa. 

No caso do P. vivax, a formação da junção e a consequente invasão do merozoíto é 

mediada pela interação entre a Duffy binding protein (PvDBP) e seu receptor nos eritrócitos, o 

antígeno do grupo sanguíneo Duffy, também conhecido como receptor DARC para quimiocinas 

(DARC, Duffy Antigen Receptor for chemokines) (Miller et al., 1976; Fang et al., 1991; Adams et 

al., 1992; Horuk et al., 1993). Indivíduos cujos eritrócitos são DARC negativos são naturalmente 

resistentes à infecção pelo P. vivax (Miller et al., 1976), demonstrando, portanto, que o receptor 

DARC é necessário para a invasão do P. vivax. Entretanto, evidências recentes demonstraram 

que alguns indivíduos DARC negativos do oeste africano (Quênia) e do Brasil se infectaram com 

esse parasito (Ryan et al., 2006; Cavasini et al., 2006, 2007) sugerindo, portanto, a presença de 

uma via alternativa de invasão. Dessa forma, a importância da proteína PvDBP em garantir o 

parasitismo humano, bem como evidências de que a maioria dos indivíduos DARC negativos são 

resistentes à infecção por esse parasito (Miller et al., 1976; Spencer et al., 1978), fazem dessa 

proteína um importante antígeno candidato à vacina antimalárica contra os estágios assexuados 

sanguíneos do P. vivax. 

O P. vivax parece invadir apenas os reticulócitos, eritrócitos jovens, que compreendem 

uma minoria (~1%) da população de eritrócitos circulantes. Isto significa que os merozoítos de P. 

vivax interagem com inúmeros eritrócitos maduros na circulação antes de invadirem um 

reticulócito. Barnwell et al. (1989) sugerem que interações prematuras entre a PvDBP e o 

antígeno do grupo sanguíneo DARC em eritrócitos maduros poderiam ser prejudiciais para a 

sobrevivência do parasito. Portanto, acredita-se que anteriormente à junção merozoíto-eritrócito 

haveria uma seleção da célula hospedeira, impedindo, assim, a interação da PvDBP com uma 

célula não-alvo (Galinski et al., 1992; Barnwell & Galinski, 1998). Se essa suposição estiver 

correta, ou seja, se a seleção dos reticulócitos é um passo que ocorre logo antes da formação da 

junção, algumas proteínas do P. vivax de ligação aos reticulócitos (PvRBP) como a PvRBP-1 e 

PvRBP-2, seriam essenciais para esse passo. Entretanto, os papéis dessas proteínas ainda 

necessitam ser esclarecidas já que proteínas homólogas das PvRBP também já foram 

encontradas em P. falciparum e P. yoelli, duas espécies de Plasmodium que não infectam 

apenas reticulócitos (Galinski et al., 1992). 

A PvDBP é uma molécula de 140kDa que pertence a uma família de proteínas homólogas 

que se ligam a eritrócitos, e que apresentam um domínio de ligação do tipo que se liga ao 

antígeno Duffy/DARC (DBL-EBPs) (Barnwell & Wertheimer, 1989; Adams et al., 1992). A 

conservação de um domínio rico em cisteína funcionalmente importante (domínio II) é a principal 

característica dos membros dessa superfamília. As DBL-EBPs têm as características adicionais 

de: (i) apresentar uma estrutura gênica similar; (ii) localização nos micronemas, além de (iii) 

possuir um segundo domínio conservado rico em cisteína na região carboxi-terminal da proteína 
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(Adams et al., 1992). Por causa de seus importantes papéis biológicos na malária, as moléculas 

EBPs são importantes candidatas à vacina contra estágios assexuados sanguíneos dos parasitos 

da malária (Oaks et al., 1991).Todas as DBL-EBPs apresentam um domínio extracelular similar 

dividido em seis regiões contendo dois domínios conservados ricos em cisteína, denominados 

regiões II e VI (Adams et al., 1992). O ligante funcional da PvDBP encontra-se localizado na 

região II e contém cerca de 300 aminoácidos (aa) (Figura 1), sendo seu sítio de ligação ao 

eritrócito situado no trecho de 170-aa que contém as cisteínas 5 a 8 (Singh et al., 2003). Embora 

a posição dos resíduos de cisteína seja conservada nessa região, outros aa já demonstraram ser 

altamente polimórficos (Ampudia et al., 1996), sugerindo, portanto, estarem sujeitos à pressão 

positiva do sistema imune do hospedeiro (Xainli et al., 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

VanBuskirk et al., 2004b 

DBL

I II III IV V VI                VII

ligantesinal TM C

C8170aaC5

DBL

I II III IV V VI                VII
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I II III IV V VI                VII

ligantesinal TM C
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Figura 1. Representação esquemática da PvDBP. Essa proteína apresenta seis domínios extracelulares e 
uma sétima região consistindo de domínios transmembrana (TM) e citoplasmático (C). Esta proteína é 
caracterizada por um domínio N-terminal rico em cisteína, o domínio de ligação a Duffy (DBL) (região II), e 
um segundo domínio conservado rico em cisteína (região VI). A porção central da PvDBP entre as 
cisteínas 5 (C5) e 8 (C8) é o principal sítio para o reconhecimento do receptor (170-aa), além de ser a 
região mais polimórfica da proteína. 
 
 

Como a invasão dos eritrócitos por merozoítos é um processo complexo e dependente da 

interação ligante-receptor, a caracterização desses componentes é vital para o entendimento da 

dinâmica molecular do processo de invasão. Desta forma, o bloqueio dessas ligações ligante-

receptor poderia oferecer um mecanismo potente e efetivo que poderia levar à redução, ou 

mesmo à eliminação dos parasitos sanguíneos da malária, e, consequentemente, ao 

impedimento do estabelecimento da doença clínica. 

 

3. Aquisição de imunidade clínica em áreas endêmicas de malária 

MacDonald (1957) foi o primeiro a categorizar a endemicidade da malária de acordo com 

sua estabilidade de transmissão, classificando as áreas como estáveis ou instáveis, não obstante 

a larga diversidade epidemiológica entre elas. Considerou-se que o elemento estabilizador mais 

importante em uma população era o desenvolvimento de imunidade. Foi demonstrado por Carter 

& Mendis (2002) que a intensidade e regularidade da transmissão da malária em uma dada área 

influenciam diretamente no grau de imunidade adquirida. Em áreas de malária estável, onde a 
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transmissão é intensa e constante ao longo dos meses e anos, a população exposta desenvolve 

imunidade clínica. Nestas áreas, consequentemente, onde a população exposta está sujeita a 

centena de picadas infectantes anualmente, as epidemias são raras. Por outro lado, em áreas 

com transmissão menos intensa e que varia de mês a mês, e de ano a ano, a malária tende a ser 

instável, não havendo desenvolvimento significante de imunidade clínica. Dessa forma, em áreas 

de endemicidade instável, os indivíduos estão sujeitos a apenas algumas picadas infectantes, 

explicando, assim, o grande número de epidemias ocorridas nessas áreas. 

A história natural da malária em regiões hiper- e holoendêmicas da África e Ásia ilustra 

bem a dinâmica da relação parasito-hospedeiro que se desenvolve nos indivíduos constante e 

cronicamente expostos à doença (malária estável). Nessas áreas onde o P. falciparum é 

predominante, os recém-nascidos são protegidos da malária grave durante os seis primeiros 

meses de vida devido, sobretudo, à transferência passiva de anticorpos maternos através da 

placenta (Collins et al., 1977; Chizzolini et al., 1991). Após esse período, essa proteção é perdida 

e as crianças se tornam altamente suscetíveis à malária grave e às infecções fatais durante os 

primeiros cinco anos de vida. Com o aumento da idade, as crianças que vivem em condições de 

alta transmissão sofrem progressivamente menos episódios de malária aguda, embora possam 

apresentar, ainda, altas parasitemias (Rogier & Trape, 1993). Essa “tolerância” contra altas 

parasitemias pode refletir um estado de imunidade “anti-tóxica” dirigida, provavelmente, contra 

componentes solúveis do parasito que causam a doença clínica (Playfair et al., 1990). Atingindo 

a idade adulta os sintomas da doença são menos pronunciados e os níveis de parasitos 

sanguíneos reduzidos, refletindo o desenvolvimento de uma imunidade “anti-parasito”. Os 

mecanismos imunes responsáveis pelo desenvolvimento e manutenção dessa imunidade não 

estão bem esclarecidos e, provavelmente, envolvem muitos tipos celulares, anticorpos de 

diferentes especificidades, além de uma cascata de citocinas (Stevenson & Zavala, 2006).  

Parte da dificuldade em se desvendar os mecanismos imunes responsáveis pelo 

desenvolvimento e manutenção da imunidade adquirida contra a malária se deve ao complexo 

ciclo de vida do Plasmodium, e também ao fato de que a imunidade do hospedeiro parece ser 

espécie e estágio-específica (David et al., 1988). A heterogeneidade do parasito e a 

especificidade da resposta imune resultante é uma explicação possível para que o 

desenvolvimento da imunidade somente ocorra após vários anos de exposição à malária (Day & 

Marsh, 1991). A maturidade do sistema imune também parece ser importante, visto que crianças 

que migraram de áreas não-endêmicas para endêmicas, desenvolvem proteção mais lentamente 

do que os adultos (Baird et al., 1991). Este perfil de imunidade naturalmente adquirida à malária 

clínica se aplica apenas a áreas de transmissão elevada e estável por P. falciparum. Nas áreas 

com baixos níveis de transmissão, indivíduos de todas as idades são potencialmente suscetíveis, 

como é o caso da Amazônia brasileira.  
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Na Amazônia brasileira, a malária é considerada “instável” e a transmissão hipo- a 

mesoendêmica (Camargo et al., 1994, 1996), sendo a população exposta constituída 

principalmente por adultos não-imunes migrantes de áreas livres de transmissão. Nessas áreas, 

as infecções por P. falciparum e/ou P. vivax são geralmente acompanhadas de sintomas clínicos 

de intensidade variável (Tauil, 2006). Contudo, relatos recentes nessas áreas têm descrito a 

presença de pessoas com exame parasitológico positivo e ausência de sintomas clínicos. No 

Brasil, casos de malária assintomática têm sido demonstrados em indivíduos que apresentam 

história de longa exposição à malária. Em 1996, Fontes (2001) demonstrou que cerca de 7% dos 

indivíduos de um garimpo do município de Apiacás, MT, eram portadores de malária 

assintomática. Ao se utilizar a técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) nesse mesmo 

grupo de indivíduos, a prevalência de infecções assintomáticas aumentou para 27% (Scopel, 

2003). Infecções assintomáticas foram também detectadas em estudos feitos no rio Ji-Paraná 

(Alves et al., 2002), em Portchuelo (Estado de Rondônia) (Camargo et al., 1999) e no Parque 

Nacional do Jaú na Amazônia brasileira (Ladeia-Andrade, 2005). Entretanto, ainda existe 

dificuldade na definição de caso assintomático, visto que o período de ausência de sintomas 

avaliado tem variado de um período de 72h (Andrade et al., 1995; Fontes, 2001) até 30-60 dias 

(Alves et al., 2002). 

Infecções assintomáticas também têm sido descritas em outros países da América Latina. 

Roshanravan et al. (2003) estudando populações da parte peruana da Amazônia encontrou uma 

prevalência de 17,6%, e Suárez-Mutis et al. (2000a,b) uma taxa de 21,6% entre populações 

indígenas localizadas na parte colombiana da Amazônia. A presença de indivíduos 

assintomáticos também já foi demonstrada na Venezuela em índios Yanomami (Marcano et al., 

2004). Nas áreas que apresentam transmissão instável, entender a história clínica natural da 

malária poderá ajudar a esclarecer os mecanismos imunes protetores que são induzidos pelo 

plasmódio em humanos. 

 
4. Proteínas de estágios sanguíneos candidatas à vacina contra o P. vivax 

Atualmente, grande parte dos esforços para desenvolver uma vacina contra malária tem 

sido direcionada ao P. falciparum, espécie mais patogênica. Consequentemente, 23 candidatos à 

vacina contra o P. falciparum estão sendo avaliados em triagens clínicas, mas somente dois 

candidatos à vacina contra o P. vivax - a proteína circumsporozoíta expressa em esporozoítos e 

a proteína de superfície 25 expressa em oocinetos (Pvs 25), apresentam-se no mesmo estágio 

de desenvolvimento (fase I).(Herrera et al., 2007). Consequentemente, o desenvolvimento de 

uma vacina específica contra o P. vivax tem sido considerado um grande desafio, já que os 

financiamentos são limitados e existem dificuldades técnicas de cultivá-lo in vitro contínua e 

eficientemente.  
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  Vários antígenos de formas sanguíneas assexuadas do P. vivax são considerados 

componentes potenciais para serem incluídos em uma vacina de malária espécie-específica 

(Arevalo-Herrera & Herrera, 2001). Dentre esses, o melhor e mais bem caracterizado do ponto de 

vista imunológico são a proteína de superfície do merozoíto 1 (MSP-1) (Dutta et al., 2001), a DBP 

(Dutta et al., 2000; Singh et al., 2001) e o antígeno apical de membrana 1 (AMA-1) (Kocken et al., 

1999). 

  A MSP-1 é o antígeno de estágio sanguíneo dos plasmódios mais bem caracterizado. 

Esse antígeno é uma proteína integral de membrana que se apresenta ligado à superfície do 

merozoíto através de uma âncora de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), sendo sintetizada como um 

precursor de alta massa molecular (180 a 230kDa) durante o estágio esquizogônico. Após ser 

processada, a proteína MSP-1 gera fragmentos menores de 19kDa e 42kDa que permanecem na 

superfície do parasito, onde são essenciais para invasão do merozoíto (Gibson et al., 1992).  

Vários estudos desenvolvidos demonstraram que a proteína MSP-1 de P. vivax (PvMSP-

1) é altamente imunogênica em diferentes regiões do mundo incluindo a Coréia (Park et al., 

2001), Sri Lanka (Wickramarachchi et al., 2007), Colômbia (Valderrama-Aguirre et al., 2005) e 

Brasil (Soares et al., 1997, 1999a; Oliveira et al., 1999; Rodrigues et al., 2003). Adicionalmente, a 

realização de estudos de imunização de camundongos BALB/c (Oliveira et al., 1999; Valderrama-

Aguirre et al., 2005) e primatas não-humanos (Yang et al., 1999; Sierra et al., 2003; Valderrama-

Aguirre et al., 2005) realizados com a proteína PvMSP-1, demonstraram a presença de altos 

níveis de anticorpos IgG anti-PvMSP-1. Além disso, primatas não-humanos imunizados com essa 

proteína apresentaram uma imunidade protetora parcial, quando desafiados com formas 

sanguíneas do parasito (Yang et al., 1999; Sierra et al., 2003; Valderrama-Aguirre et al., 2005). 

Atualmente, a PvMSP-1 vem sendo testada em ensaios pré-clínicos e clínicos; no entanto, 

estudos adicionais ainda são necessários para identificar o principal fragmento dessa proteína 

que é capaz de induzir uma resposta protetora.  

Apesar da PvMSP-1 ser considerada um importante antígeno candidato à vacina contra 

estágios sanguíneos assexuados do parasito (Holder, 1988; Collins et al., 1999; Dutta et al., 

2001; Sierra et al., 2003), estudos prévios têm demonstrado que essa proteína apresenta 

polimorfismo o que certamente poderia comprometer sua potencialidade como vacina (Joshi, 

2003; Zakeri et al., 2006; Wickramarachchi et al., 2007). Outras proteínas também associadas à 

superfície do merozoíto tais como a MSP-3, MSP-4, MSP-5 e MSP-9 têm sido identificadas e 

caracterizadas como potenciais alvos para vacina (Galinski et al., 1999, 2000; Black et al., 2002; 

Malkin et al., 2005), sendo algumas dessas já produzidas como proteínas recombinantes para 

estudos imunológicos (Barnwell et al., 1999; Oliveira-Ferreira et al., 2004). 

A proteína AMA-1 é membro de uma família de moléculas de Plasmodium expressa nos 

micronemas de merozoítos. Essa proteína apresenta 83kDa em P. falciparum e 66kDa nas 

demais espécies, desempenhando um importante papel na invasão de eritrócitos por merozoítos 
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durante o estágio sanguíneo assexuado. Além disso, a proteína AMA-1 é também expressa em 

esporozoítos, e parece estar envolvida na invasão dos hepatócitos (Silvie et al., 2004). 

Entretanto, apesar da importância dessa proteína como antígeno candidato à vacina, poucos 

estudos têm sido conduzidos sobre a resposta imune contra esta proteína.  

No modelo experimental utilizando primatas não-humanos, a proteína AMA-1 apresentou 

elevada imunogenicidade (Kocken et al., 1999). Posteriormente, estudos imunoepidemiológicos 

realizados na Coréia (Kim et al., 2003) e Sri Lanka (Wickramarachchi et al., 2007) demonstraram 

que indivíduos com exame parasitológico positivo para P. vivax desenvolveram anticorpos contra 

a AMA-1. Similarmente, no Brasil, a proteína AMA-1 apresentou-se altamente imunogênica em 

indivíduos de áreas endêmicas durante infecções naturais (Rodrigues et al., 2005; Morais et al., 

2006), sendo os níveis de anticorpos aumentados em função da exposição à malária (Morais et 

al., 2006).  

Muitos estudos têm demonstrado que a diversidade genética da AMA-1 é variável entre 

diferentes regiões geográficas do mundo. Em áreas de alta endemicidade como a Papua Nova 

Guiné (PNG) (Figtree et al., 2000), um intenso polimorfismo foi observado entre diferentes 

isolados da região; já em regiões de baixa endemicidade como a Coréia (Han et al., 2002), foi 

observado um baixo polimorfismo. No Brasil, também a proteína MSP-1 tem se mostrado 

altamente imunogênica em infecções naturais de indivíduos originados de seis diferentes áreas 

endêmicas de malária (Rodrigues et al., 2005; Morais et al., 2006), sendo o polimorfismo limitado 

(Rodrigues et al., 2005) como observado na Coréia.  

Outra proteína importante candidata à vacina contra o P. vivax é a PvDBP. Esta é 

provavelmente exposta na superfície dos merozoítos durante a invasão dos eritrócitos, o que 

permite sua ligação ao receptor e, importante do ponto de vista de uma vacina, torna-a acessível 

aos anticorpos do soro. Embora apresente grande importância como uma proteína candidata a 

vacina antimalárica, existe algumas limitações que dificultam seu estudo, como baixa abundância 

no parasito, baixa imunogenicidade, além das limitações de cultivo in vitro do P. vivax. Dados 

disponíveis sobre a resposta imune a PvDBP em populações humanas ainda são limitados 

(Fraser et al., 1997; Michon et al., 1998; Suh et al., 2003; Xainli et al., 2003). Estudos prévios 

demonstraram a presença de anticorpos anti-PvDBP no soro de residentes de região altamente 

endêmica de malária da PNG (Fraser et al., 1997). Para avaliar o papel funcional dos anticorpos 

anti-PvDBP na PNG, Michon et al. (2000) utilizaram uma linhagem celular transfectada com a 

região ligante da PvDBP (região II). Os dados obtidos demonstraram que a resposta imune anti-

PvDBP naqueles indivíduos incluía anticorpos bloqueadores, isto é, que impedem a interação do 

ligante com o receptor presente na superfície do eritrócito. Adicionalmente, estudos de vacinação 

desenvolvidos em camundongos e primatas não-humanos mostraram que a PvDBP induziu altos 

títulos de anticorpos nos animais vacinados (Yazdani et al., 2004), além de induzir uma proteção 

parcial após desafio (Arévalo-Herrera et al., 2005). 
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Na América Latina, um único estudo conduzido na Colômbia avaliou a resposta de 

anticorpos anti-PvDBP. Nesta área, considerada de baixa endemicidade, a presença de 

anticorpos anti-PvDBP detectados pela sorologia convencional aumentou em função da idade e 

do tempo de exposição (Michon et al., 1998). Entretanto, o estudo colombiano foi conduzido em 

uma área onde grande parte da população era de origem africana. Consequentemente, o 

genótipo provavelmente DARC-negativo desta população pode ter mascarado a resposta imune 

a essa proteína, uma vez que a maioria dos indivíduos DARC negativos são refratários à 

infecção pelo P. vivax (Miller et al., 1976). 

Atualmente, considera-se que um dos principais obstáculos no desenvolvimento de uma 

vacina contra a malária é a diversidade antigênica da região imuno-dominante dos antígenos 

candidatos (Berzins & Anders, 1999; Bolad & Berzins, 2000). O gene codificador para a região II 

da PvDBP (dbpII) é altamente polimórfico e varia geograficamente. Até o presente estudo, 

sequências do gene dbpII tinha sido obtidas apenas de isolados de P. vivax de El Salvador (Fang 

et al., 1991), PNG (Tsuboi et al., 1994; Xainli et al., 2000; Cole-Tobian & King, 2003), Colômbia 

(Ampudia et al., 1996) e Coréia do Sul (Kho et al., 2001). O perfil de polimorfismo excessivo na 

região II da PvDBP tem sido atribuído à pressão seletiva na proteína, levando, assim, a uma 

variação alélica que funcionaria como mecanismo de escape do parasito à ação do sistema 

imune do hospedeiro. Dessa forma, o polimorfismo intenso e a presença de diferentes alelos 

dificultam o desenvolvimento de uma vacina antimalárica, fato que enfatiza a necessidade de 

compreender como a diversidade genética relaciona-se com a imunidade natural. 
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JUSTIFICATIVA 
 

No Brasil, a malária é um dos maiores problemas de saúde pública, com uma incidência 

anual de cerca de 600.000 casos, e com maior prevalência do P. vivax, que é responsável por 

cerca de 74% dos casos notificados (Secretaria de Vigilância em Saúde, Ministério da Saúde, 

2006). A maior parte dos casos de malária no Brasil é encontrada na região da Amazônia Legal, 

onde existe uma população migrante e dispersa, com pouco acesso ao diagnóstico e tratamento; 

esses fatores, associados à ausência de medidas de controle, constituem as maiores barreiras 

para o controle da doença no país. Dessa forma, estudos visando entender a resposta imune aos 

vários antígenos do parasito apresentam uma importância fundamental.   

Como em todos os  parasitos da malária, a invasão  dos eritrócitos  pelos merozoítos do 

P. vivax requer a presença de receptores específicos presentes na superfície do eritrócito, para 

poder se desenvolver no sangue do hospedeiro vertebrado. A Duffy binding protein do P. vivax 

(PvDBP) é um ligante importante que participa na invasão do merozoíto em eritrócitos humanos, 

através da interação com o receptor DARC presente na superfície do eritrócito. A importância 

dessa proteína para garantir o parasitismo humano, bem como evidências que indivíduos DARC 

negativos são geralmente resistentes à infecção por este parasito (Miller et al., 1976), fazem da 

PvDBP um antígeno fundamental para vacina antimalárica contra o P. vivax.  

 A PvDBP é provavelmente exposta na superfície do merozoíto durante o processo de 

invasão, o que permite sua ligação ao receptor e, importante do ponto de vista da resposta 

imune, torna-a  acessível  a anticorpos presentes no soro dos indivíduos. Como a PvDBP é uma 

molécula pouco abundante no parasito, e devido às limitações para o cultivo in vitro do P. vivax, 

estudos de resposta imune em populações humanas ainda são escassos, tendo sido realizados, 

principalmente, em áreas de alta transmissão de malária como a Oceania (Fraser et al., 1997; 

Michon et al., 2000; Xainli et al., 2002, 2003). Esses estudos realizados demonstraram ainda que 

a resposta imune naturalmente adquirida contra a PvDBP inclui anticorpos que bloqueiam a 

interação entre o merozoíto e o eritrócito (Michon et al., 2000). Entretanto, ainda não foi 

demonstrado se a resposta desses anticorpos inibitórios se correlaciona com a proteção 

naturalmente adquirida entre os indivíduos continuamente expostos à transmissão de malária.   

No Brasil, bem como na maior parte das regiões onde o P. vivax é prevalente, os índices 

de transmissão são baixos e a infecção atinge pessoas de todas as idades. Nos últimos nove 

anos, com objetivo de se caracterizar a resposta imune a antígenos candidatos à vacina 

antimalárica, pesquisadores e estudantes do Laboratório de malária do IRR têm trabalhado em 

áreas endêmicas da Amazônia brasileira (Carvalho et al., 1997, 1999; Braga et al., 2002). A partir 

dessa experiência, e visto que dados sobre a resposta imune na malária ou contra antígenos do 

P. vivax são escassos, este projeto teve como proposta estudar os aspectos moleculares e 

imuno-epidemiológicos da PvDBP em várias regiões de transmissão de malária no Brasil.  
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OBJETIVOS 
 
Objetivo Geral 

Caracterizar a resposta imune induzida pela Duffy binding protein do Plasmodium vivax 

(PvDBP) em indivíduos expostos a diferentes situações de transmissão de malária no Brasil. 

 

Objetivos Específicos 
(i) Avaliar o perfil da resposta de anticorpos IgG anti-PvDBP em indivíduos residentes em 

diferentes áreas de transmissão de malária da Amazônia brasileira; 

(ii) Determinar se anticorpos anti-PvDBP têm capacidade de inibir a interação entre o ligante do 

parasito (região II), e seu receptor presente na superfície da célula hospedeira; 

(iii) Avaliar se indivíduos expostos pela primeira vez à malária desenvolvem anticorpos IgG anti-

PvDBP e, em caso positivo, se esses anticorpos têm a capacidade de inibir a interação ligante-

receptor;  

(iv) Verificar a persistência da resposta de anticorpos anti-PvDBP na ausência de reinfecção; 

(v) Determinar a influência de alguns polimorfismos no domínio de adesão (região II da PvDBP) 

na resposta de anticorpos bloqueadores.  
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MATERIAL E MÉTODOS 
 
Áreas Estudadas 
 
1. Amazônia Legal  

O presente estudo foi realizado com indivíduos expostos à malária em diferentes 

municípios da Amazônia, mais especificamente dos Estados do Pará, Mato Grosso, Amazonas e 

Amapá. Nos últimos anos, estudos imuno-epidemiológicos têm sido conduzidos nessas áreas, 

onde o nível de transmissão dos indivíduos expostos varia consideravelmente (Carvalho et al., 

1997, 1999; Braga et al., 2002). Nestas áreas, os indivíduos são originalmente migrantes de 

outras partes do país, onde não existe a doença, e se infectam em atividades relacionadas 

principalmente à mineração ou agricultura. Mais recentemente, áreas de invasão na periferia de 

cidades como Manaus e Belém têm sido focos de transmissão de malária (Figura 2).  
 

 

 

 

  
 

 
 

Figura 2. Condições de habitação em áreas rurais da Amazônia brasileira. 
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Na Amazônia Legal existem comunidades que apresentam história de longa exposição à 

malária, como é o caso de Terra Nova do Norte (TNN) e Apiacás (10-20 anos), MT, bem com 

história de exposição esporádica à malária (Belém, PA). Em uma das comunidades que 

apresentava história de longa exposição à malária (Apiacás, MT) também foram identificados 

indivíduos com malária assintomática (Fontes, 2001).  

 

1.1. Voluntários e coleta de sangue 
Parte do estudo foi realizado com amostras de soros/plasmas que se encontravam 

armazenados em um banco no Laboratório de Malária do Instituto René Rachou, Fundação 

Oswaldo Cruz (IRR, FIOCRUZ), originadas de três áreas bem caracterizadas da Amazônia 

brasileira: (1) Belém/PA (n = 36), onde os indivíduos apresentavam história de exposição única à 

malária pelo P. vivax; (2) Terra Nova (TNN)/MT (n = 47), onde o nível de exposição era baixo, 

mas constante (~10 anos); e (3) Apiacás/MT, onde havia história de longa exposição à malária 

(~20 anos). Posteriormente, novas coletas foram realizadas nas novas áreas de interesse 

(Amazonas e Amapá) (Sousa et al., 2006, Artigo 5), priorizando indivíduos com malária aguda. 

Dos voluntários selecionados para o estudo foi coletado sangue total (~10mL) obtido após 

assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1). Para a coleta dessas 

amostras, os critérios gerais de inclusão no estudo foram: (1) história de exposição prévia à 

malária; (2) ausência de sinais ou sintomas relacionados à malária grave; (3) idade > 15 anos e, 

em caso do sexo feminino, (4) um indicativo de ausência de gravidez. De todos os indivíduos 

foram confeccionadas gotas espessas e esfregaços sanguíneos sendo que aqueles que 

apresentavam parasitos circulantes foram encaminhados para tratamento imediato nos serviços 

de saúde locais, onde a supervisão foi feita por médicos credenciados e que colaboram com a 

equipe do Laboratório de Malária do IRR há vários anos (Dr. C.J.F. Fontes, Universidade Federal 

de Mato Grosso, Cuiabá, MT e Dr. J.M. Souza, Instituto Evandro Chagas, Belém, Pará). O 

sangue coletado foi utilizado para obtenção de soro/plasma e DNA.  

Os aspectos éticos e metodológicos deste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ (documentos 

002/2002 e 07/2006) (ANEXO 2), de acordo com a resolução do Ministério da Saúde brasileiro 

196/96, e pelo Comitê de Ética de Pesquisas envolvendo seres humanos da Organização 

Mundial da Saúde - OMS/WHO (SCRIHS). 

 

2. Região extra-Amazônica  
 Entre os meses de abril e maio de 2003 foi identificado, pela Secretaria de Estado de 

Saúde de Minas Gerais e Coordenação de Gestão da Região Metropolitana de Belo Horizonte, 

MG, um pequeno foco de transmissão autóctone de malária por P. vivax na localidade de Souza, 

município de Rio Manso, MG, área, até então, livre de transmissão da doença. O distrito de 
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Souza tem cerca de 1.100 habitantes e encontra-se situado a 64km de Belo Horizonte (região 

metropolitana) (Figura 3), nas margens de um dos braços da represa de Brumadinho, onde 

existe uma alta densidade do mosquito Anopheles darlingi (Cerbino et al., 2004; Zumpano et al., 

2004) (Figura 4). A investigação epidemiológica realizada pelos órgãos encarregados de 

controlar o surto sugeriu que a transmissão se iniciou a partir de um único indivíduo (caso 

importado) que se infectou após visitar uma área endêmica de malária, no município de Humaitá, 

Estado do Amazonas (distância de 2.000km, aproximadamente, da região que ocorreu o surto). 

Vinte e cinco casos autóctones foram diagnosticados pela Coordenação Regional da Fundação 

Nacional de Saúde, FUNASA, sendo o surto prontamente controlado pelo tratamento dos 

doentes com antimaláricos (cloroquina + primaquina), e pela aplicação espacial e residencial de 

inseticidas residuais (cipermetrina). A ausência de novos casos desde o dia 21 de maio de 2003 

demonstrou que o ciclo de transmissão foi interrompido, apesar de a vigilância epidemiológica ter 

continuado seu trabalho até o final do ano de 2003, devido ao alto potencial de recaídas de 

infecção por P. vivax observado na região (Cerbino et al., 2004). 
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Figura 3. Mapa da região metropolitana de Belo Horizonte indicando a localização do distrito de Souza, 
município de Rio Manso, MG. 
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lustrando a região do surto de malária. Em A, atividades agrícolas, principal fonte de 
istrito; em B, proximidade das residências ao criadouro de anofelinos localizado em um 
 barragem de Brumadinho. 

s e coleta de sangue 

rticipar do estudo, os indivíduos que se infectaram com o P. vivax (casos) na 

ouza deveriam preencher os seguintes critérios: (1) participação voluntária, 

sentimento por escrito; (2) residir na área de estudo e não ter visitado áreas 

malária; (3) apresentar idade maior ou igual a 15 anos; (4) em caso do sexo 

dicativo de ausência de gravidez; (5) não apresentar incapacidade física e/ou 

 ser portador de doença aguda/crônica debilitante, e (7) ter disponibilidade de 

área do surto por um período mínimo de doze meses. De acordo com os critérios 

5 indivíduos (média de 32 ± 13 anos) foram selecionados para o estudo. Foram 

 18 indivíduos (não-casos) (média de 34 ± 19 anos) que, embora não 

 sinais e/ou sintomas de malária, foram considerados expostos ao risco de 

ses indivíduos que não adquiriram a doença eram parentes e/ou residiam em 

aos casos. Todos os indivíduos que participaram do estudo foram entrevistados 
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através de um questionário (ANEXO 3). Durante a primeira visita realizada em maio de 2003 

(tempo zero) foram coletados 5-10mL de sangue (EDTA) de todos os indivíduos selecionados. 

Quatro visitas adicionais aos domicílios e coletas de sangue foram realizadas, em intervalos 

trimestrais, sendo o sangue utilizado para obtenção de plasma e de DNA. No momento de cada 

coleta de sangue foram confeccionadas gotas espessas e esfregaços sanguíneos (diagnóstico 

parasitológico), e os indivíduos com parasitos circulantes foram encaminhados para tratamento 

imediato no serviço de saúde local.  

Os aspectos éticos e metodológicos deste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ (ANEXO 2), 

e pela Secretaria de Estado da Saúde de Minas Gerais, Superintendência Epidemiológica (Ofício 

N° 062/2003) (ANEXO 4). 
 

3. Obtenção de plasmas e DNA 
Amostras de sangue periférico foram coletadas diretamente em tubos a vácuo contendo 

EDTA (Becton Dickinson, Rutherford, NJ). Os tubos de sangue foram centrifugados a 500 x g, 

por 10min a 4°C, e os plasmas coletados estocados a -20°C até que fossem utilizados. O DNA 

dos indivíduos participantes foi extraído com um kit para purificação de DNA genômico 

(Puregene DNA Purification System, Gentra Systems, Minneapolis, MN), sendo os 

procedimentos realizados segundo instruções recomendadas pelo fabricante. As amostras de 

DNA extraídas também foram estocadas a -20°C até que fossem utilizadas.  
 

4. Fenotipagem e genotipagem do receptor do antígeno do grupo sanguíneo Duffy/DARC 
A fenotipagem dos antígenos Fya e Fyb foi realizada a partir da utilização de um teste de 

aglutinação disponível comercialmente (DiaMed DG, Cressier sur Morat, Switzerland). Nesse 

ensaio, amostras de sangue fresco foram adicionadas a cartões contendo anticorpos policlonais 

humanos anti-Fya ou anti-Fyb, de acordo com as instruções do fabricante. 

O DNA dos indivíduos extraídos conforme descrito no item anterior foi utilizado para a 

genotipagem do antígeno do grupo sanguíneo DARC amplificando, para isso, os três alelos mais 

frequentes do locus FY (FY*A, FY*B e FY*BES) por meio da PCR convencional e, posteriormente, 

pela PCR em tempo real (Real Time PCR). Para amplificação desses alelos pela PCR 

convencional foram utilizados iniciadores alelos-específicos (PCR-ASP) descritos anteriormente 

(Olsson et al., 1998). Nesta, a Taq DNA polimerase termo-ativada foi substituída por uma enzima 

convencional visando-se reduzir o custo da reação. Na PCR-ASP foram utilizados 200ng de DNA 

genômico, 0,2µM de cada iniciador, 200µM dos dNTPs, 4mM de MgCl2, 1U de Taq DNA 

polimerase (Promega Corporation, Madison, WI) em um volume final de reação de 25µL. As 

condições dos ciclos de amplificação e as temperaturas de anelamento dos iniciadores 

realizados em um termociclador automático PTC-100™ (MJ Research Inc., MA) foram as 

seguintes: desnaturação a 95°C/5min seguida por quatro ciclos de 95°C/1min, anelamento a 
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69°C/1min e extensão a 72°C/1min; 31 ciclos subsequentes de 95°C/1min, 68°C/1min e 

72°C/1min, seguido por uma extensão final a 72°C/5min e uma finalização a 4°C.  

Como controle da qualidade do DNA, o gene do grupo sanguíneo ABO de cada amostra 

de DNA foi amplificado por PCR utilizando, para isso, iniciadores direcionados contra uma 

sequência-alvo do exon 7 do gene do grupo sanguíneo ABO, um gene constitutivo humano 

(dados não mostrados) (Olsson et al., 1998). A amplificação dos alelos FY e do gene do grupo 

sanguíneo ABO gerou produtos de 711pb e 419pb, respectivamente, foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose corado por brometo de etídeo (5µg/mL), e visualizados sob luz 

ultravioleta (UV) (Sambrook et al., 1989).  

As reações da Real Time PCR foram realizadas em placas de 96 poços (Applied 

Biosystems, Foster City, CA), e continham 50-100ng de DNA genômico, 5µL de SYBR® green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) e 10pmoles de cada iniciador 

(Biosynthesis). Os iniciadores utilizados para a genotipagem do antígeno do grupo sanguíneo 

DARC foram desenhados utilizando-se o programa v 2.0 Primer express® (Applied Biosystems) 

com algumas modificações. O polimorfismo foi posicionado na extremidade 3’ dos respectivos 

iniciadores [RYA (5’ AG CTG CTT CCA GGT TGG CTC 3’ e RYB  (5’ CTG CTT CCA GGT TGG 

CGT 3’)], e utilizado com o mesmo iniciador senso FY (5’ C TCA AGT CAG CTG GAC TTC GAA 

GAT 3’). Para detectar a mutação do promotor do gene FY dos alelos FY*AES e FY*BES os 

nucleotídeos polimórficos foram posicionados na extremidade 3’ dos iniciadores FAB (5’ CCC 

TCA TTA GTC CTT GGC TCT TTT 3’) e FGATA (5’ CCCGGGCCCGCCG CCC TCA TTA GTC 

CTT GGC TCT TTC 3’), sendo utilizados com o mesmo iniciador anti-senso RABGATA (5’ A 

GGG GCA TAG GGA TAA GGG ACT 3’), visto que o polimorfismo que distingue os alelos FY*A e 

FY*B é de apenas um nucleotídeo. Devido a significante homologia entre os iniciadores alelo-

específicos, uma base exatamente anterior ao sítio polimórfico foi introduzida entre os iniciadores 

e o molde para impedir amplificação inespecífica. Além disso, foi adicionada uma cauda de C/G 

na porção 5’ do iniciador FGATA, visando aumentar as diferenças de tamanho e temperatura de 

desnaturação entre os produtos obtidos. As reações foram baseadas em um PCR multiplex, onde 

em um mesmo tubo foram adicionados iniciadores que apresentavam diferentes temperaturas de 

desnaturação (FY/RYA; FY/RYB; FY RABGATA/ FGATA e RABGATA/ FAB). A amplificação e 

detecção da fluorescência foram realizadas no Sistema de Detecção de Sequência ABI PRISM® 

7.000 (Applied Biosystems), sendo que as condições dos ciclos de amplificação e as 

temperaturas de anelamento dos iniciadores foram as seguintes: desnaturação a 95°C/10min 

seguida por 35 ciclos de 95°C/15seg e anelamento a 60°C/1min. Após amplificação, as 

temperaturas de desnaturação dos produtos amplificados foram determinadas a partir da curva 

de dissociação resultante de medidas contínuas de fluorescência (F) a 530nm, durante o qual a 

temperatura foi aumentando gradualmente de 60 a 95°C.  
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5. Proteínas recombinantes  
 

5.1. Duffy binding protein de P. vivax (PvDBP) 
O plasmídeo pGEX-2T contendo as sequências codificadoras da região II a IV (aa-177 a 

815) da PvDBP foi gentilmente cedido pelo Dr. John Adams (Notre Dame University, Notre 

Dame, IN). Este plasmídeo (pGEX-2T + PvDBPII-IV), que gera uma proteína de fusão com a 

glutationa S-transferase de Schistosoma japonicum (GST) foi utilizado para transformar bactérias 

quimicamente competentes, Escherichia coli cepa DH5α, conforme descrito anteriormente 

(Nishimura et al., 1990) (Figura 5).  
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Figura 5. (A) Representação esquemática demonstrando a proteína recombinante PvDBPII-IV que foi 
produzida, purificada e utilizada nos ensaios sorológicos de ELISA; (B) Plasmídeo utilizado na construção 
da proteína de fusão PvDBPII-IV. 

 

A expressão da proteína recombinante PvDBPII-IV foi induzida a partir da adição de 0,1mM 

de IPTG (Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg, Germany) às cultura bacterianas. Nas 

nossas condições, a produção da proteína PvDBPII-IV solúvel foi maior 3h após indução com 

IPTG (dados não mostrados). A proteína de fusão solúvel PvDBPII-IV foi purificada das culturas 

bacterianas pelo método convencional de isolamento de proteínas de fusão com GST, utilizando 
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para isso, cromatografia de afinidade com uma matriz de glutathione sepharose® 4B (GS4B) 

(GST Purification Modules, Amersham Pharmacia), conforme recomendação do fabricante. 

Entretanto, durante o processo de purificação da PvDBPII-IV, foi observado que a proteína 

recombinante não estava sendo eluída na forma pura (Figura 6A). Um contaminante de 

aproximadamente 70kDa, provavelmente uma chaperonina de E. coli, era frequentemente co-

purificado, e reagia cruzadamente com soros normais no ensaio de ELISA. Para remover o 

contaminante de 70kDa da PvDBPII-IV (140kDa) foi utilizado um protocolo-padrão de etroeluição 

em gel (Smith, 2002). Resumidamente, após eletroforese dos eluatos obtidos a partir da 

purificação da PvDBPII-IV na coluna de afinidade GS4B, a banda de interesse correspondente à 

proteína de 140kDa foi excisada do gel, e eletroforeticamente eluída. Esse procedimento foi 

eficiente na obtenção da PvDBPII-IV pura (Figura 6B), como requerida para ser utilizada nos 

ensaios sorológicos de ELISA.  
 

 

Figura 6. Obtenção da proteína rPvDBPII-IV . Em A, gel SDS-PAGE a 8% demonstrando cultura bacteriana 
antes (-) e após (+) adição de IPTG, e o resultado da purificação realizada na coluna GS4B demonstrando 
a proteína rPvDBPII-IV de 140kDa, e a contaminante de 70kDa, respectivamente. Em B, a rPvDBPII-IV obtida 
após eletroeluição. As proteínas foram analisadas através de eletroforese em gel-SDS de poliacrilamida 
8% corado por azul de coomassie (A), ou prata (B). PM = padrão de peso molecular.  
 

5.2. Proteína de superfície do merozoíta 1 de P. vivax (PvMSP-1) 
Em paralelo aos testes com a proteína PvDBPII-IV, uma outra proteína recombinante de 

forma sanguínea do P. vivax, que representa a região C-terminal de 19kDa da proteína de 

superfície do merozoíta 1 (PvMSP-119), também foi avaliada nos ensaios sorológicos. A proteína 

foi gentilmente cedida pela Dra. Irene Soares (Instituto de Ciências Biológicas, ICB, Universidade 

de São Paulo, Brasil). Os detalhes da construção dessa proteína de fusão com a GST, que 

representa os aminoácidos 1.616 a 1.704 da MSP-1 (cepa Belém) de P. vivax foram descritos 

anteriormente (Soares et al., 1999b; Cunha et al., 2001).  
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5.3. Outros antígenos 
A proteína GST adquirida comercialmente (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) foi utilizada 

como controle em todos os ensaios de ELISA, visto que as duas proteínas recombinantes 

testadas (PvDBPII-IV e PvMSP-119) foram construídas em fusão com essa proteína. 

 

6. Ensaio de ELISA para detecção de anticorpos anti-PvDBPII-IV e anti-PvMSP-119

O ensaio de ELISA visando a detecção de anticorpos IgG foi realizado de acordo com 

método descrito anteriormente (Carvalho et al., 1997), sendo as concentrações dos antígenos e 

as diluições dos anticorpos primários e secundários determinadas previamente por titulação. 

Resumidamente, placas de 96 poços (Maxysorp, Nunc, Denmark) foram sensibilizadas por 14 a 

18h a 4°C com 5µg/mL de PvDBPII-IV ou 1µg/mL de PvMSP119 diluídas em PBS 1X. O excesso 

da solução contendo os antígenos foi retirado por inversão, sendo as placas lavadas por três 

vezes com uma solução contendo PBS-tween 20 (Sigma-Aldrich) a 0,05% (PBS-T). A cada poço 

da placa foram adicionados 200µL da solução de bloqueio constituída por PBS-T e 5% de leite 

em pó desnatado. Após 1h de bloqueio a 37°C as placas foram lavadas três vezes com PBS-T, e 

incubadas com 100µL dos soros-testes, diluídos a 1:100 (PvDBPII-IV) ou 1:80 (PvMSP-119) em 

tampão PBS-T contendo 1,5% de leite em pó (duplicatas). Após incubação, as placas foram 

lavadas por dez vezes e incubadas, nas mesmas condições, com 100µL/poço do conjugado anti-

IgG humana ligada a peroxidase (específica para cadeia γ, Sigma-Aldrich) em uma diluição de 

1:1.000. Após lavagem, as placas foram reveladas acrescentando-se 100µL/poço de uma 

solução contendo OPD (10mg/tablete) (Sigma-Aldrich) diluído em tampão citrato de sódio 0,1M 

pH 5,0 e 40µL de uma solução de peróxido de hidrogênio a 30% (Sigma-Aldrich). A reação foi 

interrompida após 15min pela adição de 50µL de uma solução de ácido sulfúrico 4N. A 

densidade ótica (D.O.) foi medida a 492nm a partir da leitura das placas em um leitor automático 

de ELISA (Stat Fax-2.100, Awareness Tecnology, Palm City, FL). A D.O. obtida utilizando o 

antígeno controle (GST) foi subtraída da D.O. do antígeno-teste (PvDBPII-IV ou PvMSP-119) para 

que a D.O. específica fosse determinada. 

A absorbância discriminante entre os resultados positivos e negativos foi previamente 

estabelecida pela média das absorbâncias produzidas por soros de 30 indivíduos nunca expostos 

a malária, acrescida de três desvios-padrões, resultando em um limite de positividade, ou cut-off, 

de 0,1 para ambas proteínas recombinantes testadas. 
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7. Ensaio funcional para detecção de anticorpos bloqueadores da interação DBPII-DARC  
 

7.1. Plasmídeos DBPII-pEGFP  
Os plasmídeos DBPII-pEGFP utilizados nos ensaios funcionais para transfectar células 

COS-7 foram gentilmente cedidos pelo Dr. John Adams (Notre Dame University, Notre Dame, 

IN). Para obtenção desses plasmídeos, a região II da DBP (DBPII) da cepa de referência de 

laboratório Sal-1 de P. vivax (Fang et al., 1991) foi previamente subclonada no plasmídeo pRE4 

(Chitnis & Miller, 1994). Posteriormente, essa construção contendo a região II da DBP foi clonada 

no plasmídeo pEGFP-N1 (Clontech, Mountain View, CA), que codifica uma proteína de 

fluorescência verde (GFP) usada como marcador de transfecção (Michon et al., 2000), para ser 

utilizada como marcador de transfecção. Outras duas construções desse plasmídeo (DBPII-

pEGFP) foram produzidas a partir da sequência de isolados de P. vivax da Papua Nova Guiné 

(PNG) (PNG 7.18 e PNG 27.16), e também subclonadas no plasmídeo pEGFP-N1 como 

previamente descrito por VanBuskirk et al. (2004a). As variantes de DBPII, ou os alelos PNG 7.18 

e PNG 27.16, pertencem a uma família alélica que difere dentro da região do domínio crítico de 

ligação (região II) do clone de referência Sal-1 (Cole-Tobian & King, 2003). Os plasmídeos 

recombinantes utilizados nos ensaios funcionais foram purificados a partir da utilização de um kit 

de purificação de plasmídeo livre de endotoxina (Qiagen, Valencia, CA), conforme sugerido pelo 

fabricante. 

 

7.2. Transfecção e ensaio funcional  
Células COS-7 (American Type Culture Collection, ATCC, Manassas, VA) foram 

transfectadas com os plasmídeos recombinantes utilizando-se lipofectamina (Invitrogen Life 

Technologies, Carlsbad, CA), como descrito por Michon et al. (2000), com modificações. 

Resumidamente, células COS-7 semeadas em placas de seis poços (1,5 x 105 células/mL) foram 

transfectadas com plasmídeos e complexos de lipossomos (0,5µg/poço) em meio de cultura 

DMEM (Gibco-BRL Life Technologies, Rockville, MD) sem soro bovino fetal (SBF). Após 5-6h de 

exposição das células com o complexo lipossoma-DNA (37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade), o 

meio de transfecção foi substituído por meio DMEM contendo 10% SBF (Gibco), 2mM de L-

glutamina (Gibco), 25mM de Hepes (Sigma-Aldrich), 25mM de bicarbonato de sódio (Merck, 

Darmstadt, Germany), 100UI/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina (Gibco). No dia 

seguinte, o meio de cultura foi novamente substituído por meio fresco (DMEM 5%), e a eficiência 

da transfecção verificada por meio da visualização das células em um microscópio de 

fluorescência. Quarenta e oito horas após a transfecção, soros/plasmas-testes foram adicionados 

às placas, sendo essas incubadas por 1h a 37°C e 5% de CO2. A diluição 1:40 foi escolhida 

porque em ensaios prévios, essa diluição apresentou uma melhor inibição da interação ligante-

receptor quando diferentes soros foram testados. Para o ensaio de citoaderência, uma 
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suspensão de eritrócitos humanos O+ a 10% e DARC positivos diluídos em meio de cultura, 

foram adicionados às células semeadas em cada poço das placas (200µL/poço), e, incubadas 

por 2h a temperatura ambiente. Eritrócitos não-aderidos foram removidos por três lavagens com 

PBS 1X, ou DMEM sem SBF. A interação ligante-receptor foi quantificada através da contagem 

do número de rosetas visualizadas com a ajuda de um microscópio estereoscópio de 

fluorescência invertido e com contraste de fase (20 campos/poço, com aumento de 200x) (Nikon, 

Melville, NY). As rosetas foram consideradas positivas quando os eritrócitos cobriam >50% da 

superfície das células COS-7. Para cada ensaio, pool de plasma de indivíduos não-

respondedores a PvDBP no ELISA foram utilizados como controle negativo (100% de ligação). 

Os resultados foram expressos como porcentagem relativa de inibição, e calculados da seguinte 

forma: 100 x (RC-RT)/RC, onde RC representa a média do número de rosetas nas culturas-

controle, e RT a média obtida nas cuturas-teste. 

 

8. Avaliação do polimorfismo da região II da PvDBP (DBPII) através de sequenciamento do 
DNA 

O DNA extraído de indivíduos com malária aguda foi utilizado para avaliar o polimorfismo 

presente na DBPII. Para isso, iniciadores específicos (Sousa et al., 2006, Artigo 5) foram 

utilizados visando-se amplificar um fragmento correspondente às posições 870-1.545 (aa 290-

515) da DBPII. Na reação, o gene dbpII  foi amplificado utilizando-se a enzima Taq DNA 

polimerase Platinum High Fidelity (Invitrogen Life Technologies) visando-se reduzir possíveis 

incorporações errôneas de nucleotídeos normalmente observadas com a Taq DNA polimerase 

convencional. 

Os produtos amplificados pela PCR foram analisados em gel de agarose a 1% corado 

com de brometo de etídeo e visualizados sob luz UV (Sambrook et al., 1989). Os amplicons 

foram purificados com o kit QIAquick PCR purification (Qiagen) segundo as instruções do 

fabricante, e as reações preparadas a partir do kit de sequenciamento Thermo sequenase primer 

cycle sequencing (Amersham Biosciences) utilizando-se 1µL do iniciador, até 5µL do DNA-molde 

e 4µL do kit. Se necessário, o volume da reação era completado com água para 10µL. O 

sequenciamento das amostras de DNA investigadas foi realizado no sequenciador automático de 

DNA MegaBace 500 (Amersham Biosciences). 

Para análise do gene dpbII, as sequências de nucleotídeos obtidas dos isolados de 

Souza, MG, foram analisadas pelo programa Bioedit (Biological Sequence Alignment Editor for 

windows, Ibis Therapeutics, Carlsbad, CA) (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) e alinhadas 

pelo programa Clustal W (EMBL-EBI, European Bioinformatics Institute, Cambridge, UK) 

(clustalW.genome.jp). Para identificar os resíduos polimórficos presentes no domínio ligante da 

DBPII descritos anteriormente (VanBuskirk et al., 2004a), foram utilizados como referência as 
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sequências do clone Sal-1 de P. vivax (Fang et al., 1991) e de dois isolados da PNG (VanBuskirk 

et al., 2004a). 

 

9. Análise dos dados 
 Para identificar se existiam associações entre as variáveis níveis de exposição, tempo 

decorrido desde o último episódio de malária e presença de infecção assintomática com a 

resposta imune a PvDBP foram utilizadas informações já armazenadas em um banco de dados 

construído no programa Epi-Info (software versão 2002, Centers for Disease Control and 

Prevention, CDC, Atlanta, GA) (Artigo 1). Os dados correspondentes ao surto autóctone de 

Souza também foram armazenados em um banco de dados semelhante. 

 As análises estatísticas foram realizadas no programa Epi-Info 2002 (CDC) ou no Mini-

Tab versão 13.1 (MiniTab Inc., State College, PA). As diferenças entre as médias de 

absorbâncias de anticorpos anti-PvDBPII-IV e anti-PvMSP-119 foram analisadas pelo teste t de 

Students’ (para duas amostras) ou por análise de variância (ANOVA) (para mais de duas 

amostras), sendo a diferença entre os grupos identificada pelo teste de Tukey. A transformação 

logarítmica foi realizada quando os dados não apresentaram distribuição normal. Após a 

transformação, quando essa distribuição continuou não se apresentando normal, foi utilizado o 

teste não-paramétrico Kruskal-Wallis. 

A diferença entre proporções de indivíduos que se apresentavam reativos no teste de 

ELISA, e a avaliação dos alelos funcionais do antígeno DARC foram avaliadas pelo teste qui-

quadrado (χ2), χ2 corrigido por Yates, ou teste de Fisher quando o valor esperado foi menor que 

cinco. Para avaliar diferença entre proporções, também foi utilizado o teste χ2 para tendência 

linear. Diferentes diluições de soros dos indivíduos testados nos ensaios funcionais foram 

avaliadas pelo teste não-paramétrico Wilcoxon Rank Sum test (Mann-Whitney) Em todas as 

análises realizadas no decorrer desse estudo, o nível de significância considerado foi de 5%. 
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RESULTADOS 

Os resultados encontram-se descritos em artigos publicados e/ou submetidos à 

publicação em revistas indexadas. Os três primeiros artigos estão diretamente relacionados aos 

objetivos específicos propostos. Os dois outros artigos referem-se a metodologias que 

contribuíram para responder os objetivos específicos (iii) e (v). Os artigos serão apresentados 

conforme a ordem abaixo: 
 

1. Cerávolo IP, Bruña-Romero O, Braga EM, Fontes CJF, Brito CFA, Souza JM, Kretlli AU, 

Adams JH, Carvalho LH 2005. Anti-Plasmodium vivax Duffy Binding Protein Antibodies Measure 

Exposure to Malaria in the Brazilian Amazon. Am. J. Trop. Med. Hyg. 72: 675-681. 

 

2. Ceravolo IP, Souza-Silva FA, Fontes CJF, Braga EM, Madureira AP, Kretli AU, Souza JM, 

Brito CFA, Adams JH, Carvalho LH. Inhibition properties of the response to Plasmodium vivax 

Duffy binding protein in an area with unstable malaria transmission. Trabalho submetido. 

 

3. Ceravolo IP, Sousa TN, Souza-Silva FA, Sanchez BAM, Cardoso JB, Adams JH, Brito CFA, 

Carvalho LH. Antibody responses to the Duffy binding protein after a single Plasmodium vivax 

malaria transmission event in a non-malarious area. Trabalho a ser submetido. 

 

4. TN Sousa, BAM Sanchez, Cerávolo IP, LH Carvalho, CFA Brito 2007. Real-time multiplex 

allele-specific polymerase chain reaction for genotyping of the Duffy antigen, the Plasmodium 

vivax invasion receptor. Vox Sanguinis 92: 373-380. 

 

5. Sousa TN, Cerávolo IP, Fontes CJF, Couto A, Carvalho LH, Brito CFA. 2006. The pattern of 

major polymorphisms in the Duffy binding protein ligand domain among Plasmodium vivax 

isolates from the Brazilian Amazon area. Molecular & Biochemical Parasitology 146: 251-254. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A invasão dos eritrócitos é um passo chave para o estabelecimento da infecção pelo 

Plasmodium. Esse processo abrange uma cascata complexa de eventos envolvendo a interação 

entre receptores presentes no eritrócito e proteínas do parasito e, parece, portanto, ser um alvo 

para a resposta imune protetora. No presente trabalho, estudou-se a proteína PvDBP visto que 

ela apresenta um papel importante na invasão do parasito durante o desenvolvimento assexuado 

de estágios sanguíneos do P. vivax. Diante disso, a proposta do presente estudo foi avaliar 

aspectos imuno-epidemiológicos e moleculares da resposta imune induzida pela PvDBP em 

indivíduos expostos à transmissão de malária em diferentes regiões do Brasil.  

 

1. Anticorpos anti-PvDBP são naturalmente induzidos em indivíduos expostos à 
transmissão de malária na Amazônia brasileira 

O presente estudo correspondeu à primeira demonstração de que a PvDBP é 

naturalmente imunogênica em diferentes populações da Amazônia brasileira (Cerávolo et al., 

2005, Artigo 1). Nessas áreas de transmissão de malária, a prevalência e os níveis de 

anticorpos anti-PvDBP variaram em função do nível de exposição. Assim, a frequência de 

respondedores a PvDBP apresentou-se maior entre indivíduos que apresentavam história de 

longa exposição à malária em Apiacás, MT (65%), do que entre aqueles que tinham sido 

esporadicamente expostos à doença (Belém, PA) (14%). Esses dados estão de acordo com os 

obtidos em comunidades situadas em áreas endêmicas da PNG (Fraser et al., 1997; Michon et 

al., 2000; Xainli et al., 2003), onde foi sugerido um possível “boosting” da resposta imune devido 

à exposição cumulativa, que naquelas áreas de alta transmissão, corresponde ao aumento da 

idade do hospedeiro. 

Tran et al. (2005) demonstraram que a resposta de anticorpos anti-PvDBP na Amazônia 

brasileira é constituída por anticorpos das subclasses IgG1 e IgG3. Os autores demonstraram 

ainda que anticorpos anti-PvDBP correlacionam-se com a exposição cumulativa, o que corrobora 

os dados aqui apresentados. Assim, dados sobre resposta imune contra PvDBP obtidos em 

ambos os trabalhos (Cerávolo et al., 2005, Artigo 1; Tran et al., 2005) demonstram que 

populações expostas à transmissão instável de malária, como é o caso do Brasil, desenvolvem 

anticorpos anti-PvDBP como também observado em áreas hiperendêmicas da PNG (Fraser et 

al., 1997). Apesar de estes achados serem de grande importância para o desenvolvimento de 

uma vacina, deve-se deixar claro que nem todos os anticorpos detectados pela sorologia 

convencional são capazes de bloquear a interação parasito-célula hospedeira. Assim, o presente 

trabalho teve como contribuição adicional, em uma segunda etapa, avaliar se esses anticorpos 

detectados pelo ELISA apresentavam um papel bloqueador. 
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2. A resposta de anticorpos anti-PvDBP na Amazônia brasileira inclui anticorpos que têm 
capacidade de inibir a interação ligante-receptor 

Para realizar essa parte do estudo fez-se necessário a implantação no Laboratório de 

Malária do IRR de um ensaio funcional para anticorpos anti-PvDBP (região II, DBPII) até, então, 

pioneiro no Brasil. Nesse ensaio, células de mamíferos COS-7 são transfectadas com um 

plasmídeo que contém a sequência que codifica a DBPII, o que resulta na expressão do ligante 

(DBPII) em fusão com a GFP (marcador de transfecção) na superfície celular. Após incubação 

das células transfectadas com os soros-testes e adição de eritrócitos, a porcentagem de inibição 

da interação ligante-receptor era determinada a partir da comparação do número de rosetas das 

amostras, com aquelas quantificadas no controle negativo. A partir da realização desse ensaio in 

vitro foi possível determinar se os anticorpos anti-PvDBP presentes nos soros/plasmas dos 

indivíduos avaliados inibiam a interação específica do ligante com seu receptor presente na 

superfície dos eritrócitos. 

Os resultados obtidos permitiram demonstrar que a resposta imune anti-PvDBP na 

Amazônia inclui anticorpos que bloqueiam a interação ligante-receptor (Cerávolo et al., Artigo 2). 

Esse dado é de grande relevância, visto que até o momento um único estudo tinha avaliado a 

atividade funcional desses anticorpos em área endêmica (Michon et al., 2000). Além disso, 

aquele estudo foi realizado em uma área hiperendêmica (PNG) onde o perfil de transmissão de 

malária é diferente das áreas de transmissão de malária da América Latina, incluindo a Amazônia 

brasileira. O presente trabalho demonstrou que indivíduos com história de longa exposição à 

malária na Amazônia brasileira (>10 anos, TNN e Apiacás, MT) apresentaram anticorpos 

bloqueadores da interação ligante-receptor contra diferentes variantes da DBPII do parasito 

(Cerávolo et al., Artigo 2). A detecção de anticorpos bloqueadores contra as três variantes 

avaliadas sugere que esses indivíduos com história de longa exposição à doença devem ter sido 

expostos a inúmeras variantes de dbpII. É de grande importância ressaltar que os títulos de 

anticorpos inibitórios foram relativamente elevados na Amazônia brasileira (até 1:1280), quando 

comparados àqueles detectados na PNG (até 1:80). Entretanto, como no estudo da PNG foi 

avaliada apenas uma variante da DBPII (Sal-1) (Michon et al., 2000; VanBuskirk et al., 2004b), 

não se pode descartar a possibilidade de que a variante escolhida naquele estudo não fosse a 

mais adequada para avaliar a inibição da interação ligante-receptor na região. 

Nos últimos anos, estudos epidemiológicos realizados no Brasil têm demonstrado 

claramente a existência de infecções assintomáticas (Camargo et al., 1999; Fontes, 2001; Alves 

et al., 2002). Na área de Apiacás infecções assintomáticas foram identificadas em 7% dos 

garimpeiros (Fontes, 2001), o que nos possibilitou uma excelente oportunidade para avaliar a 

relação entre a malária assintomática e a resposta de anticorpos. Entretanto, no presente estudo 

não foi possível observar uma relação clara entre os níveis de anticorpos IgG anti-PvDBP e 

infecções maláricas assintomáticas. No entanto, a falta de um critério homogêneo para a 
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definição de “infecção assintomática” no Brasil tem dificultado a identificação e o 

acompanhamento desses indivíduos nas populações brasileiras, já que os estudos realizados 

têm monitorado a sintomatologia da população estudada por um período variável (Coura et al., 

2006). No presente trabalho foi considerado assintomático indivíduos com ausência de sintomas 

clínicos por um período de até 72h (Fontes, 2001), o que não descarta a possibilidade de que 

esses indivíduos tenham desenvolvido sintomas após o período de acompanhamento. Portanto, 

embora tenha sido demonstrado que indivíduos residentes em área de transmissão instável de 

malária adquirem anticorpos bloqueadores, ainda não está claro se esses achados 

correlacionam-se a um maior nível de proteção. Diante disso, a realização de um estudo 

prospectivo visando-se determinar a natureza protetora desses anticorpos na imunidade clínica 

da malária, ainda se faz necessário.  

 

3. Indivíduos expostos pela primeira vez a infecção pelo P. vivax em área não endêmica 
desenvolvem anticorpos IgG anti-PvDBP 
  Até o presente momento, a maioria dos trabalhos realizados sobre resposta imune contra 

a PvDBP tinha sido desenvolvido em áreas endêmicas de malária e, por isso, nenhum estudo até 

então caracterizou com detalhes a resposta de indivíduos com história de exposição única a 

malária. Portanto, a ocorrência de um surto de transmissão autóctone de P. vivax na região 

metropolitana de Belo Horizonte concedeu uma excelente oportunidade para estudar a resposta 

anti-PvDBP nestas condições únicas de transmissão (Cerávolo et al., Artigo 3). 

Na área do surto  foram estudados 33 indivíduos expostos à transmissão de malária por 

P. vivax, dos quais 15 se infectaram (casos), e 18 não se infectaram (não-casos, controles da 

área). Como todos os indivíduos tinham sido inicialmente considerados igualmente expostos à 

transmissão, a primeira hipótese a ser investigada foi a de que os 18 indivíduos que não se 

infectaram (não-casos) eram refratários à infecção por P. vivax devido à ausência do receptor do 

antígeno de grupo sanguíneo DARC na superfície dos eritrócitos (Miller et al., 1976). Para avaliar 

essa hipótese, fez-se necessário a padronização da genotipagem do antígeno DARC pela 

técnica de PCR no Laboratório de Malária do IRR (Sousa et al., 2007, Artigo 4). Inicialmente foi 

feita a genotipagem pela PCR convencional utilizando iniciadores alelo-específicos e, 

posteriormente, pela PCR em tempo real (Real Time PCR). Apesar dos resultados obtidos por 

ambas as técnicas terem se mostrado sensíveis e adequados, optou-se pelo Real Time PCR 

devido a sua rapidez, praticidade e menor risco de contaminação. A genotipagem do antígeno do 

grupo sanguíneo DARC demonstrou que nenhum dos indivíduos estudados nessa região era 

DARC-negativo, sendo, portanto, suscetíveis à infecção pelo P. vivax. Além disso, a frequência 

de alelos funcionais (FY*A e FY*B) também se apresentou semelhante entre os casos e não-

casos (Cerávolo et al., Artigo 3). Essa análise foi importante já que indivíduos com apenas um 

alelo funcional (FY*A ou FY*B) expressam cerca de 50% menos antígeno (Fya ou Fyb) na 
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superfície dos eritrócitos, sugerindo, assim, uma menor suscetibilidade à infecção pelo P. vivax 

(Zimmerman et al., 1999; Cavasini et al., 2001; Michon et al., 2001). De fato, nosso grupo e 

outros pesquisadores recentemente demonstraram que indivíduos que apresentam dois alelos 

são mais suscetíveis à infecção pelo P. vivax, do que aqueles com apenas um alelo funcional 

(Sousa et al., 2007, Artigo 4; Kasehagen et al., 2007). Portanto, conclui-se que a ausência de 

infecção nos 18 indivíduos que não se infectaram (não-casos) não pode ser atribuída à ausência 

e/ou menor expressão do receptor DARC, mas provavelmente ao curto período de exposição à 

transmissão, ou a outros fatores que podem estar envolvidos. De fato, o período de transmissão 

do surto de malária ocorrido na comunidade de Souza foi considerado curto (~50 dias), já que ele 

foi interrompido a partir do tratamento de todos pacientes com drogas anti-maláricas, e da 

aplicação e aspersão de inseticidas residuais nas casas (Zumpano et al., 2004).  

A PvDBP apresentou baixa imunogenicidade no grupo que se infectou (casos), visto que 

apenas 20% dos indivíduos desenvolveram anticorpos anti-PvDBP após exposição às formas 

sanguíneas do parasito (primeiro coorte). Nenhum dos indivíduos do grupo não-caso 

desenvolveu anticorpos anti-PvDBP. O perfil de resposta de anticorpos anti-PvDBP apresentou-

se diferente da PvMSP-119, já que praticamente 100% dos indivíduos que se infectaram 

desenvolveram anticorpos contra essa proteína (Cerávolo et al., Artigo 3). A baixa 

imunogenicidade da PvDBP pode ser atribuída provavelmente à sua localização, visto que ela se 

encontra nos micronemas do parasito. Entretanto, a AMA-1, outra proteína presente nos 

micronemas, já demonstrou ser altamente imunogênica em indivíduos primo-infectados 

(Rodrigues et al., 2005). Talvez a explicação mais plausível para esse fato seja a diferente 

expressão dessas proteínas no parasito. Enquanto a AMA-1 é expressa durante os estágios de 

merozoíto e esporozoíto (Healer et al., 2002; Silvie et al., 2004), a PvDBP está presente apenas 

no merozoíto, sendo liberada somente no momento da invasão (teoria do just-in-time) 

(VanBuskirk et al., 2004b). Esse fato possibilita ao parasito minimizar a exposição direta do 

ligante funcional aos anticorpos inibitórios, sendo, portanto, um mecanismo de escape do P. 

vivax ao sistema imune do hospedeiro. 

Considerando que a transmissão de malária por P. vivax foi prontamente interrompida 

nesta região, os novos episódios clínicos de malária que ocorreram aproximadamente dois 

meses após a infecção inicial, foram considerados recaídas devido aos hipnozoítos hepáticos. 

Nos indivíduos que tiveram recaída foi observado um “booster” da resposta de anticorpos anti-

PvDBP, o que resultou em 80% de respondedores entre o 1° e o 2° coorte. Esse achado é 

relevante do ponto de vista do desenvolvimento de uma vacina, visto que apesar da PvDBP ser 

pouco imunogênica após uma infecção primária, uma segunda exposição às formas sanguíneas 

induz anticorpos anti-PvDBP na maioria dos indivíduos infectados. Apesar disso, o 

acompanhamento por 12 meses desses indivíduos demonstrou que essa resposta é de curta 

duração mesmo no grupo de indivíduos que apresentaram recaídas. 

Tese de Doutorado   Isabela Penna Cerávolo 



Considerações Finais 98

4. Anticorpos bloqueadores da interação ligante-receptor são induzidos contra uma 
variante semelhante à DBPII que causou o surto 
 O sequenciamento da DBPII de isolados de P. vivax da região do surto demonstrou que 

apenas um único alelo de dbpII foi detectado na região, sendo este mesmo alelo detectado nas 

infecções primárias e recaídas. Adicioanalmente, o alelo circulante identificado no distrito de 

Souza demonstrou pertencer à família alélica VIII, uma da oito famílias variantes da DBPII 

recentemente descritas pelo nosso grupo na Amazônia brasileira (Sousa et al., 2006, Artigo 5). 

O fato de uma única variante ter sido detectada em Souza se justifica visto que o surto causado 

pelo P. vivax ocorreu a partir de um único indivíduo que retornou da Amazônia brasileira (Cerbino 

et al., 2004; Zumpano et al., 2004). Na região do surto, a presença de anticorpos anti-PvDBP 

desenvolvidos contra apenas uma variante da DBPII, permitiu investigar se estes anticorpos eram 

variante-específicos. Para isso, no ensaio funcional foram utilizadas células COS-7 expressando 

uma variante de DBPII relacionada (PNG 7.18) (VanBuskirk et al., 2004a), ou não (Sal-1) (Fang et 

al., 1991) à sequência da variante identificada no surto. Foi observado que, enquanto os 

anticorpos IgG anti-PvDBP não foram capazes de inibir a ligação de eritrócitos a variante Sal-1 

de DBPII, uma significante inibição da interação ligante-receptor foi observada com a variante 

relacionada PNG 7.18 (~80%). Esse resultado sugere que os polimorfismos presentes nos 

códons que diferem as duas variantes avaliadas foram capazes de alterar a característica 

antigênica da DBPII e, consequentemente, de comprometer a inibição imune, como anteriormente 

sugerido com soros-imunes de coelhos (VanBuskirk et al., 2004a). Juntos, esses resultados 

sugerem que a especificidade da resposta imune funcional anti-DBPII em uma população exposta 

pela primeira vez à infecção pelo P. vivax parece ser variante-específica. 

  Acredita-se que esse primeiro estudo realizado sobre o perfil da resposta imune a 

diferentes variantes da DBPII no Brasil poderá contribuir para os atuais esforços direcionados 

para o desenvolvimento de uma vacina, e, até mesmo, para futuras triagens clínicas realizadas 

em áreas que apresentem transmissão instável de malária. 
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     CONCLUSÕES 
 
(i) A PvDBP é naturalmente imunogênica em diferentes populações da Amazônia brasileira, 

sendo a resposta de anticorpos proporcional ao tempo de exposição dos indivíduos ao parasito 

nas áreas de transmissão de malária. 

 

(ii) A resposta de anticorpos anti-PvDBP na Amazônia brasileira incluiu anticorpos bloqueadores 

capazes de inibir a interação entre o ligante do parasito (DBPII) e o seu receptor (DARC) 

presente na superfície dos eritrócitos. 

 

(iii) Anticorpos  IgG  anti-PvDBP  podem  ser induzidos após  uma  única e  breve exposição ao 

P. vivax, mas essa resposta é de curta duração mesmo nos indivíduos que apresentam recaída. 

 

(iv) A recaída funciona como um boosting aumentando o nível de anticorpos IgG anti-PvDBP. 

 

(v) Em uma população exposta pela primeira vez à malária, a especificidade da resposta imune 

funcional anti-PvDBP parece ser variante-específica. 
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ANEXO 1 

 

 

 
Ministério da Saúde 

FIOCRUZ 
Fundação Oswaldo Cruz 

Centro de Pesquisas René Rachou 
L aboratório de Malária 

  

 

CONSENTIMENTO POR ESCRITO 
 

Prezado Sr./Sra.   

Você  foi  escolhido  para  fazer  parte  de  um  projeto  de pesquisa  que  será  conduzido no  

Instituto  René  Rachou  da   Fundação  Oswaldo  Cruz  sob  a  coordenação  da  Dra.  Luzia 

Helena  Carvalho,  pesquisadora  do   Laboratório  de  Malária.  O  objetivo  desse  estudo  é  

avaliar  o  desenvolvimento  de  uma resposta imune contra a malária,  o que pode contribuir,  

no  futuro,  para  o  desenvolvimento de  uma vacina  contra  essa  doença. Antes de assinar  

esse documento você deverá tomar conhecimento de: 

(1) O seu sangue será coletado (10ml). 

(2) O  sangue coletado  será usado  para os ensaios sorológico bem como para obtenção de 

 DNA necessários aos estudos relacionados a esse projeto de malária. 

(3) Você pode recusar participar do estudo.  

(4) A sua identidade será mantida  em sigilo em qualquer  publicação futura resultante desse 

 estudo.  

(5) Não haverá nenhum custo para qualquer dos exames ou procedimentos realizados. 

    Eu   declaro   que  concordo   com   este   consentimento    por   escrito   e    que   decidi  

 participar  desse  projeto  de pesquisa  após  ter  sido  completamente  esclarecido sobre 

 o  mesmo.  Eu  estou  ciente  que  receberei  uma  cópia  desse  consentimento escrito e  

 que  uma  segunda  cópia  será  registrada  nos  arquivos  do Centro de  Pesquisas René 

  Rachou. 
 

Nome: 
 

Endereço: 
 

Assinatura: 
 

Investigador: 
 

Assinatura: 
 

Data e Local: 
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ANEXO 3 
 

 

 
Ministério da Saúde 

FIOCRUZ 
Fundação Oswaldo Cruz 

Instituto René Rachou 
Dra. Luzia Helena Carvalho, Laboratório de Malária (lhcarvalho@cpqrr.fiocruz.br) 
  

            
Data ____/____/______ 

Paciente N° ______ 
Nome: _____________________________________________________________________ 
Idade: _____   Sexo:  (1) F      (2) M      Cor: (1) branca   .  (2) parda      (3) negra 
Município de Residência: _______________________________________________________ 
Endereço: ___________________________________________________________________ 
Telefone de contato: _________________________ 
Você já tinha ouvido falar em malária antes do surto de Souza?        (1) sim         (2) não 
Em caso positivo, como? ________________________________________________________ 
Você teve malária em Souza?  (1) sim  (2) não   (3) duvidoso 
Espécie?  (1) P.vivax (2) P.falciparum (3) não sabe  (9) não se aplica 
Quando? ____________________________________________________________________ 
Como você suspeitou da doença? ________________________________________________ 
Teve sintomas?  (1) sim ..(2) não   Quais?__________________________________________  
Você concluiu o tratamento?     (1) sim    (2) não    (3) não sabe          (9) não se aplica 
Há quanto tempo? _____________________________________________________________ 
Você chegou a ser hospitalizado por malária? (1) sim   (2) não   (3) não sabe  (9) não se aplica 
Se sim, por quanto tempo?______________________________________________________ 
Teve casos de malária na sua casa? (1) sim       (2) não 
Teve casos de malária na vizinhança? (1) sim       (2) não distância? _______________ 
Você reside nessa área?  (1) sim  (2) não 
Há quantos anos você reside nessa área? __________________________________________ 
Você viajou recentemente?  (1) sim  (2) não       Local: ___________________________ 
Data:   Ida: ___/___/___   Volta: ___/___/___ 
Você já residiu em áreas endêmicas de malária?  (1) sim     (2) não      Local: ______________ 
Apresentou nos últimos cinco anos, alguma doença grave?  (1) sim   (2) não . (3) não sabe 
(9) não se aplica Se positivo, qual?____________________________________________ 
Está gripado, ou com alguma infecção? ____________________________________________ 
(1) sim   (2) não   (3) não sabe   (9) não se aplica 
Sinais/sintomas?______________________________________________________________
Está fazendo uso de algum medicamento?  (1) sim  (2) não  (3) não sabe  
Caso positivo, qual?___________________________ Há quanto tempo? ______________ 
Você sabe como a malária é transmitida?___________________________________________ 
Como iniciou a doença aqui em Rio Manso? ________________________________________ 
Obs:________________________________________________________________________
____________________________________________________________________________
____________________________________________________________________________ 
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