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RESUMO 

O diagnóstico eficiente de malária é um dos principais desafios enfrentados 
pelos programas de controle e eliminação da doença, sendo necessária a correta 
identificação do parasito, em nível de espécie, para definição do esquema 
terapêutico e consequente interrupção do ciclo de transmissão. Entretanto, estima-
se que a maior parte das infecções maláricas apresenta carga parasitária abaixo do 
limite de detecção do diagnóstico de rotina, a microscopia óptica. Achados recentes 
sugerem que as infecções submicroscópicas são mais prevalentes em áreas de 
baixa transmissão com predomínio de P. vivax, como é o caso da Amazônia 
Brasileira. O presente trabalho propôs determinar, retrospectivamente, a prevalência 
de malária microscópica e submicroscópica em uma população de assentamento 
agrícola da Amazônia Brasileira com histórico de longa exposição à doença. Para 
isto, o desenho experimental incluiu seis cortes transversais (2008 a 2017), 
correspondendo a períodos de alta e baixa transmissão de malária na área de 
estudo. O diagnóstico parasitológico foi conduzido por microscopistas experientes e 
os ensaios moleculares foram realizado através de protocolos de PCR em tempo 
real (qPCR) baseados em alvos ribossomais (18S SSU rRNA – R-qPCR) e não 
ribossomais (Pvr47/Pfr364 – NR-qPCR). No total de amostras estudadas (n=689) foi 
possível demonstrar que o uso de ferramentas moleculares aumentou em 
aproximadamente seis vezes a prevalência de infecções maláricas, sendo que as 
infecções submicroscópicas corresponderam à, aproximadamente, 85% do total de 
casos de malária diagnosticadas no estudo. O P. vivax foi a espécie predominante, 
seguido por P. falciparum e, em menor extensão, o P. malariae, que foi detectado 
apenas pelos protocolos moleculares. Embora o uso simultâneo de dois protocolos 
moleculares não tenha aumentado significativamente as chances de se detectar 
malária submicroscópica, a NR-qPCR apresentou maior sensibilidade, 
particularmente no diagnóstico de infecções mistas por P. falciparum e P. vivax. A 
flutuação nos níveis de transmissão de malária na área estudada não influenciou na 
proporção entre malária submicroscópica e microscópica ao longo do estudo. De 
relevância, infecções submicroscópicas foram detectadas mesmo no período de 
baixa transmissão quando nenhuma infecção microscópica foi diagnosticada na 
área. A estratificação da população de acordo com características demográficas e 
epidemiológicas sugere que indivíduos de ambos os sexos estavam igualmente 
expostos à transmissão de malária, sendo a infecção mais prevalente na população 
ribeirinha quando comparado aos não ribeirinhos. De interesse, os resultados aqui 
encontrados reforçam que na população estudada a exposição contínua a níveis 
relativamente baixos de transmissão de malária, levou ao desenvolvimento de 
imunidade contra os parasitos, caracterizada aqui pela diminuição da parasitemia 
com o aumento da idade e o tempo de residência na Amazônia. Em conjunto os 
dados aqui apresentados confirmam a importância de se avaliar infecções 
submicroscópicas nas áreas endêmicas brasileiras, particularmente onde exista 
predominância do P. vivax.  

 
Palavras-chave: Malária; Plasmodium; infecções submicroscópicas; diagnóstico 

molecular; PCR. 
 
 

 
  



ABSTRACT 
 

The efficient diagnosis of malaria is one of the main challenges faced by the 
disease control and elimination programs, requiring the correct identification of the 
parasite, at the species level, to define the therapeutic scheme and consequent 
interruption of the transmission cycle. However, it is estimated that most malarial 
infections have a parasitic load below the detection limit of routine diagnosis, optical 
microscopy. Recent findings suggest that submicroscopic infections are more 
prevalent in areas of low transmission with a predominance of P. vivax, like the 
Brazilian Amazon. The present work proposed to determine, retrospectively, the 
prevalence of microscopic and submicroscopic malaria in an agricultural settlement 
population in the Brazilian Amazon with a history of long exposure to the disease. For 
this, the experimental design included six cross-sections (2008 to 2017), 
corresponding to periods of high and low malaria transmission in the study area. 
Parasitological diagnosis was conducted by experienced microscopists and 
molecular assays were performed using real-time PCR (qPCR) protocols based on 
ribosomal targets (18S SSU rRNA - R-qPCR) and non-ribosomal targets (Pvr47 / 
Pfr364 - NR-qPCR). In the total of samples studied (n = 689) it was possible to 
demonstrate that the use of molecular tools increased the prevalence of malarial 
infections by approximately six-fold, with submicroscopic infections corresponding to 
approximately 85% of the total malaria cases diagnosed in the study. Plasmodium 
vivax was the predominant species, followed by P. falciparum and P. malariae, which 
was detected only by molecular protocols. Although the simultaneous use of two 
molecular protocols did not significantly increase the chances of detecting 
submicroscopic malaria, NR-qPCR was more sensitive, particularly in the diagnosis 
of mixed infections by P. falciparum and P. vivax. The fluctuation in the levels of 
malaria transmission in the studied area did not influence the proportion between 
submicroscopic and microscopic malaria throughout the study. Of relevance, 
submicroscopic infections were detected even in the low transmission period when 
no microscopic infections were diagnosed in the area. The stratification of the 
population according to demographic and epidemiological characteristics suggests 
that individuals of both gender were equally exposed to the transmission of malaria, 
being the most prevalent infection in the riverine population when compared to non-
riverine populations. Of interest, the results found here reinforce that in the studied 
population, continuous exposure to relatively low levels of malaria transmission led to 
the development of immunity against parasites, characterized here by the decrease 
in parasitemia with increasing age and residence time in Amazon. Together, the data 
presented here confirm the importance of assessing submicroscopic infections in 
endemic areas in Brazil, particularly where P. vivax predominates. 

 
Keywords: Malaria; Plasmodium; submicroscopic infections; molecular diagnosis; 

PCR. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Panorama geral da malária no mundo 

A malária é uma das principais doenças parasitárias, sendo provocada por 

protozoários do gênero Plasmodium e transmitida por mosquitos do gênero 

Anopheles. Cinco espécies estão normalmente associadas com a malária humana: 

Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi, sendo as duas 

primeiras mais importantes do ponto de vista de saúde pública. Enquanto P. vivax é 

a espécie com maior distribuição geográfica global P. falciparum é a espécie mais 

patogênica, sendo frequentemente associado com casos mais graves pela doença, 

particularmente no continente africano, onde esta espécie predomina  (WHO, 2019).  

Segundo a Organização Mundial de Saúde estima-se que no ano de 2018 

ocorreram aproximadamente 228 milhões de casos de malária distribuídos em 87 

países e que resultaram em cerca de 405 mil mortes. Cerca de 85% dos casos de 

malária no mundo estão distribuídos em 15 países africanos e na Índia, sendo a 

maior parte deles (99,7%) provocada por P. falciparum. Na região das Américas a 

maior parte dos casos de malária (74,1%) é provocada por P. vivax (WHO, 2019). 

Na figura 1 estão representadas as taxas de incidência de malária por país com 

risco de transmissão da doença, podendo confirmar que as maiores taxas (>250 

casos por mil habitantes) se referem a países africanos. 
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Figura 1: Incidência global de malária em 2018. As taxas de incidência foram representadas por país 
com risco de transmissão. Fonte: Relatório anual de malária da Organização Mundial de Saúde 
(World malaria report, 2019). 

 

Em relação às Américas, a incidência de malária na região vem aumentando 

consideravelmente nos últimos anos. Enquanto o número de casos da doença 

notificados em 2014 foi 477 mil casos, após uma série de aumentos, em 2018 foram 

notificados 929 mil casos de malária (WHO, 2019). No total, nove países foram 

responsáveis pelo aumento no número de casos nas Américas. Dentre eles, 

destacam-se a Venezuela, Brasil e Colômbia, responsáveis por mais de 80% do total 

de casos registrados na região. Embora Costa Rica, Equador e Nicarágua 

representem uma parcela menor do número de casos de malária na região, entre 

2015 e 2018 houve um aumento de, pelo menos, 100% na incidência da doença 

nestes países (WHO, 2019). 

De grande importância, o aumento do número de caso de malária na 

Venezuela foi decorrente da grave crise sócio-humanitária que ocorre no país 

(WHO, 2019). De fato, entre os anos de 2000 e 2015, o país registrou um aumento 

de 205% no número de casos da doença. Em 2012 foi registrado o maior número de 

casos de malária na história do país, que em 1961 havia recebido a certificação da 

Organização Mundial de Saúde pela erradicação da malária em suas áreas 

populosas. A situação no país intensifica o debate a respeito da necessidade de 

esforços em conjunto entre diferentes países para o controle da doença, uma vez 

que aproximadamente 78 e 81% dos casos importados diagnosticados no Brasil e 
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na Colômbia, respectivamente, são provenientes da Venezuela (RECHT et al., 

2017).  

Embora a malária provocada por P. vivax foi considerada, durante muito 

tempo, uma infecção benigna, um número significativo de evidências tem 

demonstrado que infecções por este parasito podem estar associadas a casos 

graves e óbitos pela doença (BARCUS et al., 2007; GENTON et al., 2008; TJITRA et 

al., 2008), incluindo no Brasil (RIBEIRO; LACERDA; FERREIRA, 2008). Estes 

achados tornam extremamente importante a implementação de medidas de controle 

eficazes para esta espécie. 

Os programas de eliminação da malária enfrentam uma série de desafios 

relacionados ao controle da doença. Em relação à malária por P. vivax, destaca-se a 

alta prevalência de infecções submicroscópicas e assintomáticas, tanto em áreas 

com alta transmissão da doença quanto em áreas de baixa transmissão 

(FERREIRA; CASTRO, 2016; RECHT et al., 2017). A baixa parasitemia encontrada 

nestas infecções dificulta a detecção dos parasitos pelos métodos usuais de 

diagnóstico fazendo com que os indivíduos infectados, e não tratados, atuem como 

reservatório da doença (FERREIRA; CASTRO, 2016). Outro fator que dificulta o 

controle desta espécie é a ocorrência de recaídas ocasionadas pela ativação de 

formas hepáticas dormentes do parasito, chamadas hipnozoítos. De fato, estima-se 

que em áreas hiperendêmicas para a doença, as recaídas representam a maior 

parte dos casos de malária diagnosticados (CHU; WHITE, 2016). 

Embora P. falciparum também possa causar infecções submicroscópicas 

(SLATER et al., 2019), o principal desafio à eliminação da malária provocada por 

esta espécie é a ocorrência de resistência às drogas atualmente disponíveis para o 

tratamento da doença (WHO, 2019). A resistência desta espécie à cloroquina, 

principal droga no tratamento da malária causada por P. vivax, foi descrita 

inicialmente na década de 60 (MABERTI, 1960). Decorrente da alta resistência de P. 

falciparum a esta droga, o tratamento da infecção provocada por este parasito é 

realizado principalmente através da terapia combinada com derivados de 

artemisinina (SVS, 2019). Entretanto, existem relatos de resistência de P. falciparum 

à derivados de artemisinina em diversas regiões endêmicas para malária 

(DONDORP et al., 2009; WHO, 2011), sendo considerado um problema de saúde 
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publica no sudeste asiático (AMARATUNGA et al., 2016; NA-BANGCHANG et al., 

2013). 

Com o objetivo de auxiliar na eliminação da malária no mundo e contornar os 

desafios ao controle da doença a Organização Mundial de Saúde lançou em 2015 a 

estratégia técnica global para malária 2016-2030 (Global technical strategy for 

malaria 2016-2030, GTS). Dentre os pilares do GTS se destaca a garantia universal 

do acesso à prevenção, diagnóstico e tratamento da malária com o objetivo de 

reduzir a incidência global da doença em 90% até 2030 (WHO, 2015a).   

 

1.2. Situação epidemiológica da malária no Brasil 

Aproximadamente 99% dos casos notificados no Brasil ocorrem na região da 

Amazônia Legal, considerada a área endêmica para a doença (Figura 2) (RIBEIRO; 

LACERDA; FERREIRA, 2008). A maior parte destes casos, cerca de 80%, é 

causada pelo P. vivax, espécie cujos métodos de controle atuais (diagnóstico e 

tratamento oportuno) não têm apresentado resultados eficazes (FERREIRA; 

CASTRO, 2016). No país também existe a circulação de P. falciparum, P. malariae 

(FERREIRA; CASTRO, 2016) e P. simium em regiões de mata atlântica 

(ALVARENGA, D. et al., 2015). Embora P. falciparum fosse responsável por um 

número considerável de casos de malária notificados no país, desde 1990, a 

proporção de casos causados por esta espécie vem diminuindo progressivamente. 

Deve-se a isso, importantes marcos na saúde pública brasileira, como a criação do 

Sistema Único de Saúde e também à maior susceptibilidade desta espécie aos 

meios adotados para controle de malária no país, que tinham como foco principal a 

redução do tempo entre o inicio dos sintomas e o tratamento (SIQUEIRA et al., 

2016). Plasmodium malariae é considerada uma espécie subnotificada, uma vez que 

o método de diagnóstico normalmente empregado na rotina – exame microscópico 

de gota espessa corada por Giemsa – pode levar ao diagnóstico morfológico 

incorreto, sendo que esta espécie é geralmente confundida com outras espécies de 

plasmódio, particularmente P. vivax. Estudos utilizando ferramentas moleculares têm 

sugerido uma alta prevalência deste parasito em algumas regiões (MCKENZIE; 

JEFFERY; COLLINS, 2001), particularmente em populações indígenas na Amazônia 

brasileira.  
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Ao longo dos anos, o número de casos de malária notificado no país diminuiu 

progressivamente, sendo que entre os anos de 2010 e 2016 houve uma diminuição 

de aproximadamente 60% dos casos da doença, sendo confirmados 

aproximadamente 130 mil casos na Região Amazônica em 2016 (SVS, 2018). 

Entretanto, de acordo com dados do Sistema de Vigilância Epidemiológica do 

Ministério da Saúde (SIVEP/MS), o número de infecções maláricas no país voltou a 

subir, sendo registrados cerca de 194.000 casos da doença no ano de 2017, o que 

representa um aumento de aproximadamente 50% na incidência de malária na 

região em relação ao ano anterior (SVS, 2018). 

 

 

Figura 2: Mapa de risco da malária no Brasil por município de infecção em 2018. Fonte: Sivep-

Malária.  

 

Embora a maior parte dos casos de malária notificada no Brasil ocorra na 

região amazônica alguns casos da doença ainda são diagnosticados na região 

extra-amazônica (SVS, 2018).  Enquanto a maior parte destes casos é importada de 

áreas endêmicas, dentro e fora do país, em regiões de Mata Atlântica casos de 

transmissão autóctone têm sido reportados. Nesta região, o parasito é transmitido, 
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principalmente, pelo Anopheles (Kerteszia) cruzii, que tem como criadouros as 

bromélias, estando então próximos de indivíduos em contato com as florestas 

tropicais (DUARTE et al., 2013). A maior parte dos casos de malária da região de 

mata atlântica é notificada como P. vivax, entretanto, através do uso de ferramentas 

moleculares específicas, tem sido demonstrada uma alta prevalência de infecções 

por P. simium (BRASIL et al., 2017; DE ALVARENGA et al., 2018). Esta espécie de 

Plasmodium, que é morfológica e geneticamente similar à P. vivax é normalmente 

associada com malária de primatas não humanos, demonstrando um caráter 

zoonótico na malária de zona atlântica (ALVARENGA et al., 2015).  

Apesar de o número de casos de malária registrados fora da região 

amazônica seja bem menor em comparação à área endêmica, a dificuldade e 

consequente demora em se realizar o diagnóstico correto acarretam em uma maior 

proporção de casos graves da doença e óbitos (DE PINA-COSTA et al., 2014).  

 

1.3. Ciclo de vida do plasmódio no homem 

Os plasmódios possuem um complexo ciclo de vida que pode ser dividido em 

duas fases: a fase assexuada ocorre no hospedeiro vertebrado, incluindo o homem, 

e a fase sexuada ocorre no hospedeiro invertebrado, mosquitos do gênero 

Anopheles (Figura 3).  

Resumidamente, o homem é infectado através picada da fêmea do mosquito 

anofelino durante o repasto sanguíneo no qual são inoculadas na pele as formas 

conhecidas como esporozoítos (AMINO et al., 2006). Os esporozoítos, por sua vez, 

podem permanecer no tecido subcutâneo por longos períodos, podendo estimular 

uma resposta imune inicial e destruição de grande parte dos parasitos (WHITE et al., 

2014). Uma vez na corrente sanguínea, o restante dos esporozoítos atinge o 

parênquima hepático e infecta os hepatócitos através de um complexo processo que 

depende da migração do esporozoítos por várias células e de interações do tipo 

ligante-receptor permitindo, por fim, a invasão do hepatócito e desenvolvimento 

dentro de um vacúolo parasitóforo (MOTA, 2001). 

Dentro dos hepatócitos os parasitos se diferenciam em trofozoítos e, após 

sofrerem múltiplas divisões, em um processo de esquizogonia tecidual se 
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diferenciam em esquizontes contendo merozoítos (STURM, 2006). Nas infecções 

por P. vivax ou P. ovale, formas latentes, chamadas hipnozoítos, podem permanecer 

nos hepatócitos por meses ou anos, sendo responsáveis pela ocorrência de 

recaídas quando reativadas por mecanismos, até então, desconhecidos 

(KROTOSKI, 1989). 

Após vários ciclos de multiplicação, os merozoítos são liberados dos 

esquizontes hepáticos através de vesículas chamadas merossomos e dão origem ao 

ciclo eritrocítico (STURM, 2006). Os merozoítos invadem então os eritrócitos através 

de um complexo processo envolvendo diversas etapas, como reconhecimento, 

reorientação e invasão e diversas interações entre proteínas do parasito e 

receptores eritrocíticos (COWMAN et al., 2017). Dentro dos eritrócitos, os 

merozoítos perdem suas organelas apicais, se diferenciam em trofozoítos, jovens e 

maduros, esquizontes, e, posteriormente, em merozoítos (MOTA, 2001). P. vivax é 

uma espécie com preferência para invadir eritrócitos jovens, os reticulócitos, que 

compõem cerca de 1% do total de eritrócitos, o que pode explicar, em parte, a baixa 

parasitemia predominante dessa espécie (KANJEE et al., 2018; KITCHEN, 1938; 

MALLERET; RÉNIA; RUSSELL, 2017).  

Por fim, ocorre o rompimento da hemácia, liberando os merozoítos aptos para 

invadir novas células e dar prosseguimento no ciclo. O ciclo eritrocítico é 

responsável por toda a patogenia da doença, incluindo sintomas clássicos em 

pacientes com malária, como febre, calafrios, dor de cabeça, entre outros. O 

diagnóstico da doença também é realizado nesta etapa, uma vez que os parasitos 

podem ser detectados na circulação periférica.  

Após a ocorrência de múltiplas replicações nos eritrócitos, alguns parasitos se 

diferenciam em gametócitos masculinos e femininos, formas infectantes para o 

mosquito vetor, dando prosseguimento à transmissão da doença (BARILLAS-MURY; 

KUMAR, 2005). Para P. vivax, a produção dos gametócitos ocorre precocemente, 

contribuindo para a manutenção da transmissão por essa espécie, uma vez que o 

indivíduo é capaz de infectar o mosquito antes mesmo de manifestar os sintomas e 

iniciar o tratamento (FERREIRA; CASTRO, 2016).  

 



20 

 

 

Figura 3: Representação esquemática do ciclo biológico do parasito P. vivax no hospedeiro 
vertebrado (humano) e no hospedeiro invertebrado (mosquito Anopheles). Fonte: Adaptado de 
MUELLER et al., 2009. 

 

1.4. Diagnóstico de Malária 

O diagnóstico eficiente de infecções maláricas, particularmente daquelas 

caracterizadas por baixas parasitemias, é um dos principais desafios no contexto 

atual dos programas de controle e eliminação da doença. Isto porque não existe um 

método que seja altamente sensível e específico, de baixo custo e aplicável em 

situações de campo, incluindo regiões isoladas sem energia elétrica 

(WONGSRICHANALAI et al., 2007). Enquanto os métodos atualmente disponíveis 

na rotina – microscopia e testes rápidos – têm se mostrado pouco eficientes nas 

infecções onde a carga parasitária é baixa, os métodos mais sensíveis – como a 

amplificação de ácidos nucleicos – ainda não estão disponíveis para o diagnóstico 

“point-of-care” (ROTH et al., 2016). Portanto, tornam-se necessárias pesquisas nesta 

área, particularmente para avaliar a importância das infecções submicroscópicas no 

contexto dos programas de controle e eliminação da doença em diferentes situações 

epidemiológicas.  
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1.4.1. Microscopia Óptica  

O diagnóstico parasitológico de rotina para a malária é baseado na detecção 

do parasito no sangue através da análise microscópica da gota espessa corada com 

giemsa. A gota espessa é uma técnica simples e de baixo custo, permitindo a 

detecção direta do parasito, quantificação da densidade parasitária e o 

monitoramento da resposta do paciente ao tratamento, através da lâmina de controle 

de cura (SVS, 2009).  

Diferentes métodos de quantificação do parasito através da gota espessa 

podem ser utilizados, a avaliação semiquantitativa em cruzes é o método de 

avaliação tradicionalmente utilizado no Brasil. Neste método, a parasitemia é 

estimada em cruzes, que variam de meia cruz (+/2 – entre 40 e 60 parasitos em 100 

campos microscópicos) a 4 cruzes (++++ - mais que 200 parasitos por campo 

microscópico). Infecções com parasitemia abaixo de meia cruz devem ser anotados 

o número de parasitos contados. Outros métodos para se estimar a parasitemia 

incluem o número de parasitos por leucócitos, bem como o número de parasitos por 

microlitro de sangue (SVS, 2009).  

Embora a microscopia tenha sido considerada por muito tempo o padrão-ouro 

para o diagnóstico, este ensaio possui diversas limitações, relacionadas 

principalmente a baixa sensibilidade. Considera-se que o limite de detecção desta 

técnica pode variar entre 20 a 100 parasitos por microlitro de sangue dependendo do 

profissional que a realiza, o que leva a necessidade de microscopistas experientes e 

equipamento de excelente qualidade (WONGSRICHANALAI et al., 2007; 

ZIMMERMAN; HOWES, 2015). Outros fatores que influenciam no resultado incluem 

a qualidade do material preparado, sendo necessária boa coloração para que se 

evitem resultados falso-positivos e falso-negativos. 

Ferramentas baseadas em machine learning têm sido utilizadas para 

automatizar a leitura de lâminas de microscopia a fim de identificar e quantificar os 

parasitos no sangue de indivíduos residentes em área endêmica (POOSTCHI et al., 

2018). Desta forma, seria possível fornecer um diagnóstico em menor tempo e 

diminuir os erros de leitura relacionados à falha humana. Os estudos iniciais que 

utilizam esta metodologia se mostraram capazes de identificar, diferencialmente, 

infecções por P. falciparum e/ou por P. vivax (POLLAK; HOURI-YAFIN; SALPETER, 
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2017). Embora a sensibilidade desta técnica seja inferior à de protocolos baseados 

na amplificação do DNA do parasito a automação da microscopia tem o potencial de 

auxiliar no diagnóstico em larga escala, principalmente em áreas hiperendêmicas 

para malária (POOSTCHI et al., 2018; TORRES et al., 2018). 

 

1.4.2. Testes Rápidos 

Os testes rápidos (Rapid Diagnostics Tests - RDTs), ou ensaios 

imunocromatográficos em membrana de celulose, são testes que utilizam anticorpos 

monoclonais e policlonais para detectar antígenos do parasito circulantes no sangue 

de pacientes (WHO, 2015b). Os testes rápidos se apresentam como uma boa 

ferramenta para auxiliar no diagnóstico da malária, principalmente quando utilizados 

em locais de difícil acesso ou em hospitais para triagens e confirmação de 

diagnóstico, sobretudo fora de área endêmica, onde o acesso a microscopistas 

experientes é limitado (MOUATCHO; DEAN GOLDRING, 2013).   

Apesar de sua importância no diagnóstico e controle da doença, os RDTs 

apresentam uma série de limitações que dificultam seu uso de forma ampla, como a 

baixa sensibilidade, inferior ao diagnóstico microscópico (>100 parasitos/µL), 

qualidade do kit, variação entre lotes, antígeno utilizado e o método de estocagem 

do mesmo, uma vez que alguns kits possuem baixa estabilidade em condições com 

alta umidade e temperatura, como é o caso de regiões tropicais (MOUATCHO; 

DEAN GOLDRING, 2013; ROBINSON et al., 2015; WONGSRICHANALAI et al., 

2007).  

Atualmente, múltiplos antígenos podem ser utilizados na identificação de 

infecções maláricas através de RDTs. A maior parte dos testes rápidos disponíveis 

no mercado é capaz de identificar especificamente P. falciparum e/ou infecções por 

outras espécies de Plasmodium. Aproximadamente 90% destes testes utiliza a 

Proteína Rica em Histidina 2 de P. falciparum (PfHRP2). A PfHRP2 é uma proteína 

estável, específica de P. falciparum e que apresenta alta correlação com a 

densidade parasitária, sendo considerada durante muito tempo, um bom marcador 

da infecção por este parasito. Entretanto, diversos estudos têm demonstrado uma 

alta variabilidade genética no gene que codifica esta proteína e circulação de cepas 

com a deleção deste gene (KRAMPA et al., 2017; LUCHAVEZ et al., 2011; 
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MOUATCHO; DEAN GOLDRING, 2013), incluindo no Brasil (RACHID VIANA et al., 

2017). Considerando isso, a maior parte dos testes utiliza uma combinação de 

diferentes antígenos para garantir maior sensibilidade e especificidade no 

diagnóstico da malária. 

A proteína lactato desidrogenase dos plasmódios (pLDH) é uma importante 

enzima envolvida nas vias glicolíticas de plasmódio, sendo, portanto, essencial para 

a produção energética do parasito. Os testes baseados neste antígeno podem 

utilizar epítopos comuns para todas as espécies de Plasmodium, uma vez que a 

proteína apresenta regiões extremamente conservadas, ou podem utilizar regiões 

específicas que permitam diferenciar as especificidades de cada espécie. 

Entretanto, os testes baseados na pLDH têm apresentado baixa acurácia em 

infecções com baixas parasitemias, tendo resultados inferiores a protocolos 

baseados em outros antígenos. 

Outra proteína bastante utilizada em testes rápidos é a aldolase, uma proteína 

que também está envolvida na via glicolítica do parasito. Poucos trabalhos 

comparam a eficácia deste alvo com os outros citados, sendo bastante utilizada em 

conjunto com PfHRP2 para o diagnóstico de P. falciparum ou não P. falciparum 

(pan) (MOUATCHO; DEAN GOLDRING, 2013). 

 

1.4.3. Diagnóstico Molecular 

Devido, principalmente, à sua alta sensibilidade, o uso de ferramentas 

moleculares no diagnóstico de malária tem se tornado importante, sobretudo em 

áreas próximas a eliminação da doença ou em regiões endêmicas onde os 

indivíduos apresentam baixas parasitemias. Dentre as ferramentas moleculares 

atualmente disponíveis para o diagnóstico e estudo da doença destacam-se 

protocolos baseados na amplificação do DNA do parasito, como a reação em cadeia 

da polimerase (PCR) e suas variações, como a Nested-PCR (SNOUNOU et al., 

1993) e PCR em tempo real (qPCR) (ZIMMERMAN; HOWES, 2015) e também o 

LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification). 

O LAMP ou amplificação isotérmica mediada por loop é uma técnica que 

utiliza múltiplos iniciadores e baseia-se na amplificação isotérmica do DNA (entre 
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60ºC e 65ºC) pela ação da Bst DNA polymerase, que dispensa o passo de 

desnaturação presente na PCR (CHARPENTIER et al., 2019; ORIERO et al., 2015). 

Em comparação com a PCR, o LAMP é uma técnica aparentemente mais simples, 

mais rápida e mais barata. Além disso, o resultado do ensaio pode ser visualizado 

através de turbidez ou fluorescência, dispensando a manipulação pós-amplificação e 

permitindo o uso deste método em regiões remotas. Embora diversos protocolos 

baseados no LAMP para o diagnóstico e estudo molecular de resistência dos 

parasitos maláricos tenham sido descritos atualmente (ANINAGYEI et al., 2019; 

CHARPENTIER et al., 2019; MOHON et al., 2019), os estudos sobre sua aplicação 

no diagnóstico de infecções subpatentes têm demonstrado sensibilidade variável 

(KOLLENDA et al., 2018). De fato, em um trabalho que teve como objetivo avaliar de 

um protocolo de LAMP adaptado para o diagnóstico de pacientes em campo 

demonstrou um baixo desempenho da técnica na detecção espécie-específica de 

plasmódio (KOLLENDA et al., 2018). 

Protocolos baseados na PCR destacam-se devido à sua alta sensibilidade, 

sendo teoricamente capaz de detectar e, no caso da qPCR, quantificar parasitemias 

menores que um parasito por microlitro de sangue. A alta sensibilidade e 

especificidade, sendo capaz de diferenciar as espécies de Plasmodium, sugerem 

que estas técnicas têm maior potencial para contribuir na identificação apropriada 

das infecções maláricas, como exigido pelos programas e estratégias de eliminação 

da malária no mundo. Entretanto, a alta complexidade da técnica e a necessidade 

de pessoal especializado, assim como o elevado custo de materiais e equipamentos, 

tem limitado o uso desta técnica a laboratórios de pesquisa e levantamentos 

epidemiológicos (FERREIRA; CASTRO, 2016).  

A maior parte dos protocolos moleculares para diagnóstico da malária utiliza 

como alvo a região 18S do RNA ribossomal do parasito, presente entre 5 e 8 cópias 

nos genomas de Plasmodium (MERCEREAU-PUIJALON; BARALE; BISCHOFF, 

2002). Apesar da elevada sensibilidade dos protocolos moleculares na detecção do 

DNA do parasito, estudos pioneiros realizados pelo nosso grupo demonstraram que 

o uso da reação em cadeia da polimerase para detecção de alvos ribossomais 

apresenta baixa reprodutibilidade dos resultados em infecções com parasitemias 

submicroscópicas (COSTA et al., 2014). Mais recentemente, outros trabalhos têm 

confirmado as limitações da PCR baseada na região 18S, mesmo quando utilizando 
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ensaios mais sensíveis, como a PCR em tempo real (GRUENBERG et al., 2018; 

HOFMANN et al., 2015; HOFMANN et al., 2018).  

Neste contexto, a pesquisa por alvos moleculares alternativos, presentes no 

genoma do parasito com múltiplas cópias, bem como a padronização de ferramentas 

mais sensíveis tem se tornado um campo de estudo promissor na pesquisa em 

malária.  Com a disponibilidade do genoma de diferentes espécies de Plasmodium e 

através do uso de ferramentas de mineração de dados genômicos, novos alvos 

potencialmente mais sensíveis que o alvo ribossomal, devido, principalmente, ao 

maior número de cópias, têm sido descritos na literatura (DEMAS et al., 2011; 

HOFMANN et al., 2015; LLOYD et al., 2018; LUCCHI et al., 2013; POLLEY et al., 

2010). Os estudos iniciais demonstram uma sensibilidade elevada e maior eficácia 

no diagnóstico espécie-especifico da malária.  

Um alvo bastante estudado com o objetivo de fornecer um diagnóstico mais 

sensível para malária é o gene cytochrome C oxidase I de P. vivax (Pv-mtCOX1). 

Esta região, presente no DNA mitocondrial do parasito, apresenta um número 

desconhecido de cópias, entretanto, estima-se a ocorrência de um número até 10 

vezes maior do que o normalmente utilizado em protocolos baseados na região 18S 

(GRUENBERG et al., 2018). Para o diagnóstico de P. falciparum, uma região 

subtelomérica presente em grande quantidade no genoma do parasito (entre 50 e 

150 cópias) tem sido proposta (Pf-varATS). A região varATS é uma região 

conservada que codifica o domínio intracelular da proteína de membrana eritrocítica 

1 de P. falciparum (HOFMANN et al., 2015). Protocolos de qPCR baseados nos 

alvos mtCOX1 e varATS têm demonstrado alta sensibilidade, sendo capazes de 

detectar infecções com baixas parasitemias não detectáveis por protocolos 

baseados no alvo ribossomal (HOFMANN et al., 2018). Entretanto, a alta 

sensibilidade encontrada nestes estudos pode estar associada também aos métodos 

utilizados para o processamento das amostras, como o alto volume de sangue 

utilizado para purificação do material genético (2mL) e de DNA utilizado nos ensaios 

(4µL) e a realização de depleção de leucócitos, que diminui a inibição da reação pela 

presença do material genético do hospedeiro. Neste sentido, torna-se importante a 

adequação destes protocolos às condições normalmente encontradas em trabalhos 

de campo em região endêmica para determinar a real eficácia destes alvos no 

diagnóstico de infecções em regiões com transmissão de malária.  
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Outros alvos que têm se destacado no diagnóstico de malária são as 

sequências, Pvr47 e Pfr364, localizadas em regiões subteloméricas do genoma de 

P. vivax e P. falciparum, respectivamente.  Estas regiões, sem função conhecida, 

estão presentes em número de cópias muito maior do que o 18S rRNA no genoma 

dos parasitos (Pvr47-14 cópias/Pfr364-41 cópias) (DEMAS et al., 2011). Por este 

motivo, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um protocolo de qPCR com sondas 

específicas para essas regiões. Os estudos iniciais que tiveram como objetivo 

comparar a eficácia de Pvr47/Pfr364 com protocolos baseados em 18S rRNA 

demonstraram uma sensibilidade maior deste protocolo na detecção do DNA de 

Plasmodium, principalmente para monoinfecções de P. falciparum ou para 

coinfecções entre as duas espécies, resultado visto através da titulação de amostras 

de cultivo dos parasitos e pela análise de amostras de indivíduos com malária 

subpatente residentes em área endêmica (Tese de Doutorado - AMARAL, 2019).    
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Os assentamentos agrícolas são áreas criadas pelo Instituto Nacional de 

Colonização e Reforma Agrária através de projetos de colonização focados na 

agricultura e assentamento da população na região amazônica (DE CASTRO et al., 

2006). A proximidade da população com a floresta e a predominância de atividades 

como agricultura e piscicultura, comuns em moradores de assentamentos, já foram 

associadas com a transmissão de malária na área, uma vez que os moradores se 

encontram mais expostos ao mosquito vetor (FERREIRA; CASTRO, 2016). 

A baixa sensibilidade dos métodos parasitológicos para o diagnóstico da 

malária representa um importante desafio ao controle e eliminação da doença. De 

fato, estudos realizados em diferentes áreas endêmicas ao redor do mundo têm 

demonstrado que o número de infecções submicroscópicas supera o número de 

casos detectados pela microscopia (ALMEIDA et al., 2018; FERREIRA; CASTRO, 

2016; GRUENBERG et al., 2018; RECHT et al., 2017). Além disso, fazendo uso de 

ferramentas moleculares, relatos na literatura demonstram que indivíduos com 

malária subclínica e/ou subpatentes, isto é, que não apresentam sintomas ou 

parasitemia detectável por microscopia óptica, possuem gametócitos na circulação 

periférica, sendo, portanto, potencialmente capazes de infectar os mosquitos vetores 

e, assim contribuir para a manutenção da transmissão da doença (GRUENBERG et 

al., 2019; NGUITRAGOOL et al., 2017; SLATER et al., 2019). Dessa forma o 

sucesso dos programas atuais de controle e eliminação da malária depende da 

correta identificação de infecções com baixas parasitemias e tratamento dos 

pacientes (WHO, 2015a). 

O diagnóstico e tratamento de infecções maláricas submicroscópicas se torna 

importante não apenas por representar um desafio ao controle da doença, mas 

também pelas diversas evidências que sugerem que estas infecções não são 

completamente benignas. De fato, infecções maláricas crônicas já foram associadas 

com risco aumentado de anemia em populações ribeirinhas na Amazônia (LADEIA-

ANDRADE et al., 2009), com a diminuição da atividade das telomerases e 

aceleramento do envelhecimento celular em aves (ASGHAR et al., 2015) e 
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alterações nos níveis de proteínas inflamatórias, hemoglobina e plaquetas em 

crianças do sudeste asiático (DE MAST et al., 2015).  

Historicamente, as infecções maláricas submicroscópicas foram associadas 

às infecções em adultos por P. falciparum expostos à elevados níveis de 

transmissão de malária em áreas hiperendêmicas (OKELL et al., 2009; SLATER et 

al., 2019; ZHOU et al., 2016). Entretanto, achados recentes contradizem este 

paradigma, pois tem sido demonstrado que P. vivax está mais comumente 

associado a infecções com baixas parasitemias, particularmente em áreas de baixa 

transmissão, como é o caso da Amazônia brasileira (ALMEIDA et al., 2018; 

FERREIRA; CASTRO, 2016; RIBEIRO; LACERDA; FERREIRA, 2008). 

Considerando então a importância das infecções maláricas submicroscópicas 

e a vulnerabilidade de populações de assentamento agrícola a esta doença, torna-se 

necessário conhecer a real prevalência de malária nestas populações, como é o 

caso do assentamento de Rio Pardo, Amazonas, onde nosso grupo de pesquisa tem 

conduzido um estudo epidemiológico de base populacional (KANO et al., 2012, 

2016).  
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3. OBJETIVOS  

 

3.1. Objetivo Geral  

Determinar a prevalência de infecções maláricas (microscópicas e 

submicroscópicas) durante períodos de alta e baixa transmissão da doença em uma 

comunidade da Amazônia brasileira com histórico de longa exposição à doença.  

 

3.2. Objetivos Específicos 

1. Diagnosticar retrospectivamente (2008-2017) as infecções maláricas 

em moradores do assentamento agrícola de Rio Pardo, Amazonas, utilizando 

protocolo de PCR em tempo real espécie-específico baseado na região ribossomal 

(18S rRNA) dos plasmódios;  

 

2. Diagnosticar retrospectivamente, na mesma comunidade, as infecções 

maláricas utilizando protocolo de PCR em tempo real baseado em alvos multicópias 

não ribossomais de P. vivax (Pvr47) e P. falciparum (Pfr364); 

 

3. Determinar se a utilização simultânea de alvos ribossomais e não 

ribossomais aumenta a chance de detecção de infecções submicroscópicas. 

 

4. Determinar fatores demográficos e epidemiológicos que influenciam na 

prevalência de malária microscópica e submicroscópica na comunidade de Rio 

Pardo.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1. População de estudo 

O estudo foi realizado no assentamento agrícola de Rio Pardo (1º46’S, 

1º54’S, 60º22’O, 60º10’O), localizado no município de Presidente Figueiredo, no 

estado do Amazonas. Rio Pardo fica à aproximadamente 160 km de Manaus, capital 

do estado, com acesso pela rodovia BR-174, que liga os estados do Amazonas e 

Roraima. O assentamento foi criado em 1996, pelo Instituto Nacional de Colonização 

e Reforma Agrária (INCRA) e a população vive principalmente da agricultura de 

subsistência e pesca, atividades associadas com alto risco de exposição à doença 

(KANO et al., 2012). Como em outras partes da Amazônia, a região não se 

caracteriza por estações climáticas bem definidas; assim, as estações são definidas 

como período de chuva e período de seca, que ocorrem de novembro a maio e 

junho a outubro, respectivamente. O serviço de saúde local é restrito, existindo 

apenas um posto de diagnóstico de malária, administrado pelo município, que 

fornece o diagnóstico e tratamento para os moradores da comunidade e 

comunidades vizinhas. Aproximadamente 120 famílias vivem em Rio Pardo, 

dividindo-se em áreas denominadas “ramais” e às margens do Igarapé (população 

ribeirinha).   

A área do estudo é considerada entre hipo e mesoendêmica para malária, e, 

no início do estudo, apresentava um índice parasitológico anual de 127 casos por 

1000 habitantes, com, aproximadamente 80% dos casos de malária sendo 

provocados por P. vivax. Na área de estudo a idade reflete o tempo de residência na 

região endêmica para malária, e, consequentemente, a exposição à doença (KANO 

et al., 2012).  

 

4.2. Cortes transversais e coleta de amostras 

De novembro de 2008 a agosto de 2017 foi realizado um estudo de base 

populacional na população de Rio Pardo pelo grupo de pesquisa em Biologia 

Molecular e Imunologia da Malária (BMIM) do IRR/FIOCRUZ-MG. Durante o estudo 

foram realizados seis cortes transversais onde os moradores da região que 
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aceitaram participar do estudo e assinar o termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE) foram submetidos à: (i) aplicação de questionário estruturado 

para obtenção de dados demográficos, epidemiológicos; (ii) coleta de sangue 

venoso (10mL em tubo com EDTA), e punção digital. No momento da coleta, o 

sangue foi processado para obtenção de DNA (Item 4.4.2).  

No presente estudo, buscou-se utilizar uma amostra representativa da 

população de estudo, que correspondeu a cerca de 100 indivíduos por corte 

transversal, que foram pareados com a população original por idade e tempo de 

residência na área endêmica (em Rio Pardo e/ou Região Amazônica). Assim, um 

total de 689 amostras, provenientes de 262 indivíduos e coletadas durante os seis 

cortes transversais, foram analisadas ao longo do estudo. Em função do número de 

casos de malária oficialmente notificados na área de estudo, os cortes transversais 

foram divididos em três períodos de acordo com os números de casos de malária 

notificados na área no momento da coleta (PIRES et al., 2018) (Figura 4): Período I 

(Alta transmissão) – compreende os três primeiros cortes transversais realizados em 

novembro de 2008 (n=139), junho de 2009 (n=133) e novembro de 2009 (n=135); 

Período II (Baixa transmissão) – que compreende os cortes 4 e 5, realizados em 

agosto de 2014 (n=89) e julho de 2015 (n=94), respectivamente; e, por fim, o 

Período III (Alta transmissão) – representado pelo sexto corte transversal, realizado 

em julho de 2017 (n=99). 

Os aspectos éticos deste estudo foram aprovados pelo comitê de ética em 

pesquisa do IRR/Fiocruz-Minas (protocolos nº 07/2006, nº 07/2009, nº 12/2010, nº 

26/2013, N° 1.821.955/2016, CAAE 50522115.7.0000.5091), de acordo com as 

resoluções do Conselho Nacional de Saúde (CNS-196/96 e CNS-466/2012) sendo 

que todas as amostras se encontram adequadamente estocadas no Biorrepositório 

do Grupo de Biologia Molecular e Imunologia da Malária. 
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Figura 4: Número de casos de malária notificados no assentamento agrícola de Rio Pardo 
entre os anos de 2008 e 2017. Os casos foram definidos pela positividade no exame parasitológico 
de microscopia, sendo que infecções causadas por P. vivax estão marcadas em azul e em vermelho 
as infecções causadas por P. falciparum. Os quadros cinzas representam os três períodos do estudo 
atual, classificados de acordo com a prevalência de malária notificadas na região de Rio Pardo. 
Fonte: (Adaptado de PIRES et al., 2018) 

 

4.3. Diagnóstico de malária por microscopia óptica 

No momento da coleta de sangue, todos os indivíduos do estudo foram 

submetidos à punção digital para obtenção de sangue necessário para o diagnóstico 

microscópico, conforme preconizado pelo Ministério da Saúde (SVS, 2009). 

Resumidamente, o diagnóstico parasitológico foi realizado pelo exame de gota 

espessa corada pelo Giemsa que foram confeccionadas e examinadas por 

microscopistas experientes responsáveis pelo posto de diagnóstico na região. Os 

resultados foram expressos como negativo ou positivo, sendo adotado, para as 

amostras positivas, o método de avaliação semi-quantitativo em cruzes. Todos os 

casos positivos foram tratados imediatamente nos serviços de saúde locais, de 

acordo com o recomendado pelo Ministério da Saúde (SVS, 2010). 

  

4.4. Ensaios moleculares 

A Figura 5 ilustra o fluxograma utilizado para analisar as amostras do estudo 

por PCR. Resumidamente, aproximadamente 10% das amostras de DNA foram 
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analisadas utilizando um ensaio que tem como alvo um gene controle do hospedeiro 

vertebrado (Sistema ABO, item 4.2) para garantir o controle e confiabilidade do 

processo de extração. Posteriormente as amostras de cada período do estudo (de 

acordo com o especificado no item 4.2) foram processadas utilizando protocolos de 

qPCR que tem como alvo as regiões 18S rRNA (R-qPCR) e Pvr47/Pfr364 (NR-

qPCR) presentes no genoma de Plasmodium.  

 

 

Figura 5: Fluxograma do desenho experimental utilizado para o processamento das amostras 
pertencentes à população de estudo do assentamento agrícola de Rio Pardo. 

 

4.4.1. Painel de controles 

Todos os ensaios de PCR foram realizados utilizando amostras controle 

devidamente caracterizadas e armazenadas no Biorrepositório de amostras 

biológicas do grupo de pesquisa em Biologia Molecular e Imunologia da Malária 

(BMIM, IRR, Fiocruz-MG). Como controles negativos, foram utilizadas 30 amostras, 

provenientes de indivíduos saudáveis que moram em área livre de transmissão da 
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doença e sem histórico de viagem para área endêmica. Como controles positivos 

foram utilizados (i) DNA de indivíduos infectados por P. vivax, diagnosticados por 

microscopia óptica em Porto Velho (RO) e com resultado confirmado utilizando 

protocolos moleculares; (ii) DNA de P. falciparum, da cepa 3D7, extraído a partir de 

cultivo contínuo estabelecido no laboratório, conforme protocolo previamente 

descrito (TRAGER; JENSEN, 1976). 

 

4.4.2. Extração de DNA 

A extração do DNA a partir de amostras de sangue total coletadas em tubos 

de EDTA foi realizada utilizando o kit comercial Gentra Puregene Blood core kit C 

(PUREGENE, Gentra Systems, Minneapolis, USA) seguindo as orientações do 

fabricante. Resumidamente, foi adicionado 1mL de sangue em um tubo contendo 

3mL de tampão de lise de hemácias, essa mistura foi incubada a temperatura 

ambiente por 10 minutos e então centrifugada à 3500rpm por 10 minutos. O 

sobrenadante foi então descartado e o precipitado de células ressuspendido no 

líquido residual. Em seguida, 1mL de tampão de lise celular foi adicionado e 

homogeneizado com a amostra. Posteriormente, 330µL de solução de precipitação 

de proteínas foram adicionados às células lisadas, homogeneizadas por vórtex e 

então, centrifugadas à 3500rpm por dez minutos. O precipitado de proteínas foi 

descartado enquanto o sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorff de 

1,5mL contendo 1mL de isopropanol puro gelado. A amostra é homogeneizada por 

inversão, aproximadamente 50 vezes, e centrifugada à 3500rpm por três minutos. O 

sobrenadante foi descartado, mantendo o precipitado de DNA, e 1mL de etanol 70% 

(SIGMA) foi adicionado. A amostra foi, novamente, homogeneizada por inversão a 

fim de lavar o precipitado de DNA, e centrifugada à 3500rpm por um minuto. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi incubado a temperatura ambiente 

por 15 minutos, com a tampa aberta, para que o etanol evaporasse. Posteriormente, 

foram adicionados 330µL de água para biologia molecular à amostra, que foi 

incubada a 65ºC durante uma hora seguida de uma incubação a temperatura 

ambiente overnight. Após o processo as amostras foram refrigeradas à -20ºC até o 

momento do uso.  
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4.4.3. Amplificação do sistema do grupo sanguíneo ABO 

Com o objetivo de determinar a eficácia da extração de DNA das amostras foi 

realizado um protocolo para amplificação de um fragmento do gene constitutivo do 

grupo sanguíneo ABO humano para determinar a presença de DNA do hospedeiro 

em, aproximadamente, 10% das amostras do estudo. O protocolo utilizado foi 

adaptado para realização através de PCR em tempo real (Dissertação de Mestrado; 

ROBORTELLA, 2016) utilizando os iniciadores originalmente descritos por OLSSON 

e colaboradores, 1998 (Tabela 1) e se ligam a uma região de 419 pb presentes no 

éxon 7 no gene ABO. 

Resumidamente, nesta reação são utilizados 500nM de cada iniciador, 1uL de 

DNA, 5uL de Sybr Green MasterMix (Applied Biosystems) . Todas as reações foram 

realizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, 

software versão 2.0.5) da plataforma de PCR em tempo real do IRR, seguindo as 

condições de amplificação descritos na Tabela 2. 

 

TABELA 1 

Sequências dos iniciadores utilizados na PCR em tempo real para amplificação do 
gene constitutivo do grupo sanguíneo ABO 

 

Alvo Iniciador/Sonda Sequência 

Sistema ABO 
Foward 5'GCTGGAGGTGCGCGCTAC3' 

Reverse 
5’TACTTGTTCAGGTGGCTCT 

CGTC3' 

 

TABELA 2 

Condições de amplificação da PCR em tempo real para amplificação dos genes do 
sistema ABO 

Alvo Etapa Ciclos Temperatura Tempo 

Sistema ABO 

Amplificação 

1 ciclo 95ºC 5’ 

40 ciclos 
95 ºC 30’’ 
68 ºC 30’’ 
72 ºC 1’ 

Dissociação 1 ciclo 

95 ºC 15’’ 
60 ºC 20’’ 

95 ºC 15’’ 

 

 



36 

 

4.4.4. Diagnóstico de malária por PCR 

 

4.4.4.1. PCR em tempo real para amplificação do gene 18S rRNA (R-

qPCR) dos plasmódios humanos 

O processamento das amostras através de PCR específica para a região 18s 

rRNA dos plasmódios foi realizada utilizando protocolo descrito originalmente por 

ROUGEMONT et al., (2004) com modificações realizadas por ROBORTELLA, 

(2016). Neste ensaio, capaz de detectar diferencialmente o DNA de P. vivax, P. 

falciparum e P. malariae foram utilizados 200nM de cada iniciador 

(plasmo1/plasmo2) que se ligam em uma região conservada entre as diferentes 

espécies de Plasmodium, 80nM da sonda espécie-específica marcada com 

fluoróforo (vivprobe, falciprobe, malaprobe), 6,25µL de Taqman universal mastermix 

2x (Applied Byosystems) e 2µL de DNA distribuídos em um volume final de 12,5µL 

por reação (Tabela 3). 

Todas as reações foram realizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems, software versão 2.0.5) da plataforma de PCR em 

tempo real do IRR, seguindo as condições de amplificação descritos na tabela 4. 

 

TABELA 3 

Sequências dos iniciadores e sondas utilizados na PCR em tempo real para 
amplificação do gene 18S rRNA (R-qPCR) 

Alvo Iniciador/Sonda Sequência 

18S rRNA de 
Plasmodium 

Plasmo1-F 5' GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAG 3' 

Plasmo2-R 5' AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA 3’ 

P. vivax vivprobe 
5'VIC-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAA 

GAGAAAATTCT-MGBNFQ3’ 

P. falciparum falprobe 
5'FAM-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAA 

GATGACT-MGBNFQ3' 

P. malariae malprobe 
5'-FAM-CTATCTAAAAGAAACACTCAT-

MGBNFQ3' 
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TABELA 4 

 Condições de amplificação da PCR em tempo real para amplificação do gene 18S 
rRNA (R-qPCR) 

Alvo Ciclos Temperatura Tempo 

18S rRNA 

1 ciclo 
50ºC 2’ 

95 ºC 10’ 

45 ciclos 
95 ºC 15” 

60 ºC 1’ 

 

 

4.4.4.2. PCR em tempo real para amplificação de regiões não 

ribossomais de P. vivax (Pvr47) e P. falciparum (Pfr364) (NR-qPCR)  

As amostras de DNA foram avaliadas utilizando o ensaio de PCR em tempo 

real padronizado pelo nosso grupo de pesquisa e que tem como alvo regiões 

subteloméricas do genoma do parasito (Tese de Doutorado; AMARAL, 2019). Neste 

protocolo são utilizados dois pares de iniciadores e sondas que se ligam de forma 

específica às regiões Pvr47D e Pfr364 de P. vivax e P. falciparum, respectivamente 

(TABELA 5). De acordo com o padronizado anteriormente, foram utilizados, para P. 

vivax: 50 nM do iniciador foward e 900 nM do iniciador reverse, 250 nM de sonda 

MGB marcada com HEX (Eurofins), 5 µL de Taqman Universal PCR Master Mix 2x 

(Applied Biosystems) e 2µL de DNA, em um total de 10 µL por reação. Para P. 

falciparum foram utilizados: 900 nM do iniciador foward e 300 nM do iniciador 

reverse, 150 nM da sonda MGB marcada com FAM, 5 µL de Taqman Universal PCR 

Master Mix 2x (Applied Biosystems) e 2 µL de DNA, em um total de 10 µL por 

reação.  

A reação foi realizada utilizando o equipamento Viia7 Real-Time PCR System 

(96-well) presente na Plataforma de PCR em tempo real do Instituto René Rachou 

utilizando o programa descrito originalmente (TABELA 6) (Tese de Doutorado; 

AMARAL, 2019). Os resultados foram analisados utilizando o programa 

QuantStudioTM Real Time PCR Software.  
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TABELA 5 

Sequências dos iniciadores e sondas utilizados na PCR em tempo real para 
amplificação das regiões Pvr47/Pfr364 (NR-qPCR) 

Alvo Iniciador/Sonda* Sequência 

P. vivax 

Pvr47D-F 5' TCCGCAGCTCACAAATGTTC 3' 

Pvr47D-R 5' ACATGGGGATTCTAAGCCAATTTA 3' 

Pvr47D Sonda 
5' TCCGCGAGGGCTGCAA 3'  
(Sonda MGB; Marcação VIC) 

P. 
falciparum 

Pfr364D-F 5' ACTCGCAATAACGCTGCAT 3' 

Pfr364D-R 5' TTCCCTGCCCAAAAACGG 3' 

Pfr364D Sonda 
5' GGTGCCGGGGGTTTCTACGC 3'  

(Sonda MGB; Marcação FAM) 

 

TABELA 6 

Condições de amplificação da PCR em tempo real para amplificação das regiões 
Pvr47/Pfr364 (NR-qPCR) 

Alvo Ciclos Temperatura Tempo 

Pvr47/Pfr364 

1 ciclo 
50 ºC 2’ 

95 ºC 10’ 

40 ciclos 

95 ºC 15” 

52 ºC 1’ 

60 ºC 1’ 

 

4.5. Análise dos Dados 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad 

Prism 5.00.288 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Inicialmente, foi 

realizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade das variáveis 

analisadas. Os indivíduos no estudo foram classificados em três grupos de acordo 

com o resultado através dos diferentes métodos de diagnóstico (Malária 

submicroscópica – resultado positivo em um ou mais protocolos moleculares e 

negativo através da microscopia óptica; Malária microscópica – resultado positivo 

através da microscopia óptica; Não infectados – resultado negativo através da 

microscopia óptica e dos protocolos moleculares).  
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Para comparar diferentes proporções foram utilizadas as estatísticas não 

paramétricas de Qui-quadrado (X2) ou Teste Exato de Fisher, conforme apropriado. 

Neste caso foi comparada a diferença entre as frequências de infecções 

submicroscópicas na população estudada utilizando diferentes métodos de 

diagnóstico e a diferença na prevalência de malária em diferentes subgrupos da 

população estudada. Para determinar a concordância entre os diferentes protocolos 

de qPCR utilizados para o diagnóstico das infecções maláricas foi utilizado o 

coeficiente Kappa. A classificação do valor do coeficiente Kappa será avaliada de 

acordo com o proposto por LANDIS e KOCH (1977), no qual um valor abaixo de 0 

entende-se que não existe concordância, entre 0 e 0,2 existe concordância mínima, 

0,21 e 0,4 uma concordância razoável, 0,41 e 0,60 existe concordância moderada, 

0,61 e 0,8 concordância substancial, e, por fim considera-se que valores de 

coeficiente kappa entre 0,81 e 1 possuem concordância perfeita. Para avaliar a 

diferença entre as medianas de idade, tempo de residência no assentamento e na 

região amazônica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido de pós-teste de Dunn, 

respectivamente. As análises de sensibilidade e especificidade foram realizadas de 

acordo com o descrito por Hofmann et al., (2018); considerando que os dois 

protocolos moleculares utilizados no trabalho já foram submetidos a etapas de 

padronização e validação (com amostras de indivíduos de área endêmica com 

malária clínica e subclínica) (ROUGEMONT et al., 2004; AMARAL et al., 2019 - 

Anexo I) optou-se então considerar como padrão de referência o resultado obtido 

pela combinação do diagnóstico realizado por qualquer protocolo de PCR.  
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5. RESULTADOS  

 

Parte dos resultados aqui apresentados foram incluídos na publicação 

intitulada “Ribosomal and non-ribosomal PCR targets for the detection of low-density 

and mixed malaria infections” (Anexo I). 

 

5.1. Infecções maláricas na área de estudo caracterizadas segundo o 

método de diagnóstico 

Com o objetivo inicial de aumentar as chances de se detectar infecções 

submicroscópicas por P. vivax e P. falciparum, espécies predominantes na área de 

estudo, as amostras aqui estudadas foram submetidas a dois protocolos de PCR em 

tempo real (qPCR) baseados em alvos ribossomais (R-qPCR) e não ribossomais 

(NR-qPCR) destas espécies de plasmódios. No total, foram avaliadas 689 amostras 

coletadas ao longo dos múltiplos cortes transversais do estudo (Figura 5). 

Do total de amostras analisadas, 24 (3,5%) foram positivas através do exame 

de gota espessa corada com Giemsa, considerado método de referência no 

diagnóstico de malária. Dentre estas, 17 amostras foram confirmadas pelo R-qPCR 

e 22 pelo NR-qPCR (dados não mostrados). No total, o protocolo baseado em alvos 

ribossomais detectou 111 (16%) amostras positivas para malária. Já o NR-qPCR foi 

capaz de detectar 122 (17,7%) amostras positivas. Considerando como positivas as 

amostras que apresentaram amplificação em qualquer protocolo de qPCR, 

independente do alvo, a prevalência de malária foi 20,9% (n=144). Assim, a 

prevalência de malária encontrada por cada um dos protocolos moleculares 

utilizados apresentou diferença estatisticamente significativa em comparação à 

prevalência encontrada pela microscopia óptica (p<0,0001). Em conjunto, a 

utilização de protocolos moleculares aumentou em, aproximadamente, seis vezes a 

prevalência de malária encontrada na população, em comparação com o método 

parasitológico. Embora não houve diferença significativa entre os protocolos 

ribossomal e não ribossomal (Teste Exato de Fisher – p=0,4724) foi possível 

observar uma tendência em aumentar a positividade em função do método de 
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diagnóstico (Microscopia<R-qPCR<NR-qPCR<Positivos qPCR) (Qui-quadrado de 

tendência= 80,34; p<0,0001).  

 
Figura 6: Prevalência de infecções maláricas nas amostras do estudo de acordo com o 

método de diagnóstico. O gráfico demonstra a frequência relativa de indivíduos positivos pela 
microscopia óptica (vermelho), protocolo ribossomal (R-qPCR – em rosa), protocolo não ribossomal 
(NR-qPCR – em cinza) e a positividade total pelos protocolos moleculares (positivos qPCR –preto). 
Diferenças nas proporções foram avaliadas pelo Teste exato de Fisher e considerado nível de 
significância de p<0,05. Quatro asteriscos (****) representam valores de p<0,0001; um asterisco (*), 
valor de p=0,0119). O teste qui-quadrado de tendência mostrou uma tendência de aumento do 
número de positivos de acordo com o método de diagnóstico (x2: 80,34 ; p=0,0001). 

 
Dentre as amostras positivas para malária avaliadas no estudo, a maior parte, 

independente do método de diagnóstico foi positiva para P. vivax, seguida de 

infecções por P. falciparum e coinfecções entre as duas espécies (Figura 7). Apenas 

duas amostras (1,3%) foram positivas para P. malariae (Dados não mostrados). 

Desta forma, 106 (74%) amostras foram positivas para P. vivax, 24 (16,7%) para P. 

falciparum e 12 (8,3%) positivas para ambas as espécies. Nas amostras estudadas, 

os resultados demonstraram ainda que a microscopia não permitiu identificar 

nenhuma das infecções mistas detectadas pelos protocolos moleculares (Figura 7).  

A avaliação da concordância, em nível de espécie, entre os protocolos de 

qPCR utilizados no trabalho foi realizada através do teste de Coeficiente de 

Concordância Kappa. Considerando que o protocolo não ribossomal só apresenta 

sondas específicas para P. vivax e P. falciparum e que a prevalência de P. malariae 

foi baixa na população estudada, optou-se por excluir as amostras positivas para 
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este parasito destas análises. Desta forma, o teste Kappa demonstrou uma 

concordância substancial entre os dois protocolos moleculares (0,7) e entre a R-

qPCR e o total de positivos na qPCR (0,8). Já a concordância entre o protocolo NR-

qPCR e qPCR foi considerada quase perfeita (0,9).  

 

 
 

Figura 7: Mapa representando a positividade por P. vivax, P. falciparum e infecções mistas 
(Pv/Pf) para cada método de diagnóstico. Cada linha no mapa representa uma amostra, sendo os 
resultados negativos representados em azul claro, as infecções por P. vivax em azul escuro, por P. 
falciparum em verde, e as coinfecções por ambas as espécies em vermelho.  As colunas representam 
os métodos de diagnósticos empregados, incluindo a microscopia óptica, R-qPCR, NR-qPCR; a 
positividade por qualquer protocolo molecular foi representada na coluna à direita (positivos qPCR).   

 
 

A sensibilidade dos métodos de diagnóstico empregados no trabalho variou 

significativamente na detecção das diferentes espécies de Plasmodium (Tabela 7). 

No geral, a microscopia óptica apresentou uma sensibilidade de aproximadamente 

15,5%, enquanto os protocolos moleculares, R-qPCR e NR-qPCR, apresentaram 

sensibilidade de 76,8% e 85,9%, respectivamente. A sensibilidade dos métodos 

variou de forma mais significativa na detecção de coinfecções entre P. vivax e P. 

falciparum. Realmente, enquanto o protocolo baseado em alvos não ribossomais 

apresentou uma sensibilidade de 100% na detecção destas infecções, a R-qPCR 

apresentou uma sensibilidade de apenas 33,3%. Em relação às infecções por P. 

falciparum, a sensibilidade da técnica de gota espessa foi de 5,6% e os protocolos 

moleculares variaram de 72,2% (R-qPCR) a 80,6% (NR-qPCR).
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TABELA 7 
Sensibilidade e especificidade dos métodos de diagnóstico utilizados, na identificação de infecções maláricas, em nível de 

gênero e espécie de Plasmodium 
 

 Protocolo 
Verdadeiro 
Positivo* 

Falso 
Positivo 

Verdadeiro 
Negativo 

Falso 
Negativo 

Sensibilidade Especificidade 

M
a

lá
ri

a
 Microscopia óptica 22 2** 545 120 15,5% (10-22) 99,6% (99-100) 

R-qPCR 109 0 547 33 76,7% (69-83) 100% (99-100) 

NR-qPCR 122 0 547 20 85,9% (79-91) 100% (99-100) 

C
o

in
fe

c
ç

õ
e
s
 

Microscopia óptica 0 0 677 12 0% (0-24) 100% (99-100) 

R-qPCR 4 0 677 8 33,3% (14-61) 100% (99-100) 

NR-qPCR 12 0 677 0 100% (76-100) 100% (99-100) 

P
. 

v
iv

a
x
 Microscopia óptica 20 2** 569 98 16,9% (11-24) 99,7% (99-100) 

R-qPCR 87 0 571 31 73,7% (65-81) 100% (99-100) 

NR-qPCR 105 0 571 13 88,9% (82-93) 100% (99-100) 

P
. 

fa
lc

ip
a

ru
m

 

Microscopia óptica 2 0 653 34 5,6% (1-18) 100% (99-100) 

R-qPCR 26 0 653 10 72,2% (56-84) 100% (99-100) 

NR-qPCR 29 0 653 7 80,6% (65-90) 100% (99-100) 

 
* - Caracterizados de acordo com a positividade em pelo menos um protocolo molecular, conforme descrito por Hofmann, et al., 2018;  
** - Falso positivo no sentindo de que nenhum outro protocolo detectou a infecção. 
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5.2. Prevalência de malária microscópica e submicroscópica na área 

de estudo em função da flutuação do número de casos registrados 

A flutuação dos níveis de transmissão de malária no assentamento agrícola 

de Rio Pardo durante o estudo permitiu analisar a relação da intensidade da 

transmissão na área com a prevalência de infecções submicroscópicas 

diagnosticadas através dos protocolos moleculares (Figura 8). Durante o período I, 

considerado de alta transmissão pelo grande número de casos notificados na região, 

houve diferença estatisticamente significativa entre a prevalência de malária 

diagnosticada por microscopia e pelos protocolos moleculares, independente do alvo 

plasmodial amplificado (p<0,0001). Não houve diferença entre os alvos ribossomal e 

não ribossomal, entretanto o número de infecções maláricas diagnosticadas usando 

os dois protocolos foi significativamente maior quando comparado aos casos 

detectados pelo protocolo R-qPCR (p=0,0414). Dentre as amostras referentes a este 

período (n=407), a prevalência de malária detectada através da microscopia foi de 

5% (n=22) enquanto o uso dos protocolos moleculares detectou, em conjunto, 31% 

(n=126) de infecções maláricas. Desta forma, o número de infecções maláricas 

detectadas através dos protocolos moleculares foi, aproximadamente, seis vezes 

maior em relação à microscopia. 

Durante o período II, considerado de baixa transmissão e no qual todas as 

amostras (n=183) foram consideradas negativas pela gota espessa, os protocolos 

moleculares foram capazes de detectar uma prevalência de malária de 

aproximadamente 4% (n=8) (Figura 8). No período III, considerado de retorno da alta 

transmissão na área (baseado na positividade da microscopia), o número de casos 

foi maior que no período II, mas inferior ao período I. Especificamente, enquanto o 

exame de gota espessa detectou 2% (n=2) de amostras positivas, os protocolos 

moleculares identificaram 10% (n=10) de infecções maláricas. O que correspondeu a 

um aumento de cinco vezes em relação à microscopia. Este aumento correspondeu 

ao protocolo não ribossomal, uma vez que não houve diferença estatisticamente 

significativamente entre R-qPCR e microscopia.  
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Figura 8: Prevalência de malária na população de Rio Pardo por período do estudo. Os 

períodos de transmissão (I, II e III) foram descritos como descrito na legenda da figura 4. O gráfico 
ilustra a prevalência de infecções maláricas diagnosticadas pela microscopia (em vermelho) e por 
protocolos moleculares (R-qPCR em rosa e NR-qPCR em cinza), sendo em preto, a positividade total 
de infecções submicroscópicas. Diferença entre as proporções foi analisada através do teste exato de 
Fisher considerando p<0,05; um asterisco (*) representa valor de p<0,05; quatro asteriscos (****) 
p<0,0001). 

 

Apesar de o número de infecções submicroscópicas ter flutuado entre os 

períodos estudados, os resultados demonstraram que a proporção de infecções 

microscópicas versus submicroscópicas se manteve, praticamente, estável ao longo 

do estudo. De fato, as infecções submicroscópicas variam de 80% (Período III) a 

100% (Período II) ao longo do estudo.  

 

5.3. Influência de fatores demográficos e epidemiológicos na 

prevalência de malária microscópica e submicroscópica na população 

estudada 

Com o objetivo de determinar os fatores demográficos e epidemiológicos que 

influenciaram na positividade de malária microscópica e submicroscópica nos 

períodos estudados, os indivíduos no estudo foram estratificados em função de 

idade, gênero, tempo de residência em área endêmica e local de moradia 

(ribeirinhos e não ribeirinhos). A baixa prevalência de malária encontrada nos 

períodos II e III impossibilitou que as análises pudessem ser realizadas por cada 

período do estudo. Desta forma, os dados de positividade foram analisados em 
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conjunto (independente do período), considerando as informações individuais 

obtidas no momento de cada coleta, o que resultou em um total de 665 amostras 

coletadas de 262 indivíduos. 

Como mostrado na tabela 8, não houve diferença significativa na proporção 

de homens e mulheres entre os grupos de indivíduos com malária microscópica, 

submicroscópica e o grupo de indivíduos sem parasitos circulantes no momento da 

coleta (negativo pela microscopia e PCR). Os indivíduos positivos para malária 

(microscópica ou submicroscópica) apresentavam uma mediana de idade 

significativamente menor em comparação aos indivíduos que não apresentavam 

parasitos circulantes (p<0,0001). De forma interessante, também houve diferença 

entre os grupos de indivíduos positivos com infecções microscópicas e 

submicroscópicas (p=0,0395). 

Em relação ao tempo de exposição à malária – avaliada aqui pelo tempo de 

residência no assentamento e de residência na região amazônica – houve diferença 

significativa entre os grupos de positivos e negativos. Enquanto a mediana do tempo 

de residência no assentamento agrícola foi de 13 anos para os indivíduos 

considerados negativos, os indivíduos positivos para infecções maláricas 

microscópicas e submicroscópicas foi de 8 e 11 anos, respectivamente. Um 

resultado similar foi encontrado comparando as medianas do tempo de residência na 

região amazônica entre os grupos de indivíduos positivos na microscopia (23,5 

anos), com infecções submicroscópicas (34 anos) e negativos para infecções 

maláricas (42 anos) (Tabela 8). 

 

  



47 

 

TABELA 8 

Dados demográficos e epidemiológicos da população estudada estratificados de 

acordo com a positividade de malária microscópica e submicroscópica 
 

Variável 
Infecções 

microscópicas 
Infecções 

submicroscópicas 
Não 

infectados* 

Gênero** 1,22:1 1,97:1 1,35:1 

Mediana de idade 
em anos (IQR) 

22 (12-39)a 40 (22-51)b 46 (37-56)c 

Mediana dos anos 
de residência em Rio 

Pardo (IQR) 
8 (5-9)d 11 (8-15)e 13 (9-17)f 

Mediana dos anos 
de residência na 

região amazônica 
(IQR) 

23,5 (13-46)g 34 (20-48,5)h 42 (29-54)i 

 
* Caracterizados pela ausência de parasitos circulantes no momento da coleta de sangue 

(negativos pela microscopia e protocolos moleculares). 
** Razão entre homens e mulheres na população de Rio Pardo 
As diferentes letras representam diferenças estatisticamente significativas como a seguir:  
a,c / b,c: (p<0,0001); a,b: (p=0,0395). 
d,f : (p=0,0005); e,f : (p=0,0102) 
g,i :(p=0,0006); h,i : (p=0,0053) 
IQR = Intervalo interquartil 

 
 
A estratificação dos indivíduos positivos para infecções microscópicas e 

submicroscópicas de acordo com a faixa etária permitiu identificar que, embora 

ambos os grupos apresentem uma tendência à diminuição do número de casos com 

o aumento da idade (p<0,0001), a positividade pela microscopia óptica foi mais 

frequente em crianças, adolescentes e adultos jovens (Figura 9). Por outro lado, as 

infecções submicroscópicas foram mais frequentes nos indivíduos adultos. Assim, a 

razão entre as infecções submicroscópicas e microscópicas entre crianças (0 a 10 

anos) foi de cerca de 2:1, enquanto entre indivíduos acima dos 30 anos de idade foi 

de 9:1. 
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Figura 9: Prevalência de malária na população de Rio Pardo por faixa etária. O gráfico 
demonstra a prevalência de infecções maláricas microscópicas (em vermelho) e submicroscópicas 
(em azul) na população de estudo estratificada por faixa etária. A análise de tendência foi realizada 
através do teste qui-quadrado de tendência considerando como significativo p<0,05. Existe tendência 
à diminuição da prevalência de malária em função do aumento da idade, tanto para infecções 
microscópicas (x2: 23,8; p<0,0001), quanto para infecções submicroscópicas (x2: 26,51; p<0,0001) 

 
 

O local de moradia dos indivíduos do estudo dentro do assentamento agrícola 

de Rio Pardo, isto é, moradores de ramal ou ribeirinhos, influenciou de forma 

significativa na prevalência de malária (Figura 10). Enquanto a população ribeirinha 

consistiu na maior parte dos indivíduos infectados (77% a 90%), os residentes dos 

ramais predominaram entre os indivíduos sem infecção malárica detectável (52% 

versus 48%). As diferenças entre os grupos infectados e não infectados foram 

estatisticamente significativas, seja nas infecções microscópicas (p=0,0002) quanto 

nas submicroscópicas (p<0,0001) (Figura 10).  

 

 

 
 

Figura 10: Prevalência de malária na população de Rio Pardo por local de moradia. Os 
gráficos demonstram a frequência de moradores de ramal e de área ribeirinha entre os grupos de 
indivíduos com infecções maláricas microscópicas e submicroscópicas; Os indivíduos negativos para 
malária no momento da coleta foram considerados não infectados. A diferença entre as prevalências 
foi analisada através do Teste Exato de Fisher considerando p<0,05. Três asteriscos (***) - p=0,0002; 
Quatro asteriscos (****) - p<0,0001. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Tendo em vista a importância crescente das infecções maláricas 

submicroscópicas para o controle e eliminação da doença (SLATER et al., 2019), 

este trabalho teve como objetivo determinar, retrospectivamente, a prevalência de 

malária, microscópica e submicroscópica, em uma população residente em 

assentamento agrícola na Amazônia brasileira. O desenho experimental incluiu 

múltiplos cortes transversais realizados em períodos de alta e baixa transmissão de 

malária. Para isto, foram utilizados dois protocolos de qPCR, baseados em 

diferentes alvos moleculares presentes no genoma dos plasmódios, buscando-se 

assim uma maior eficiência no diagnóstico de infecções com parasitemias abaixo do 

limite de detecção da microscopia.   

 

6.1. Infecções maláricas na área de estudo caracterizadas segundo o 

método de diagnóstico 

A determinação da prevalência de malária através da microscopia óptica 

convencional, baseada na técnica de gota espessa corada pelo Giemsa, foi 

amplamente utilizada no passado para entender a epidemiologia de transmissão 

local da malária e determinar estratégias de controle (OKELL et al., 2012). Devido às 

limitações relacionadas à baixa sensibilidade desta técnica (WONGSRICHANALAI et 

al., 2007), os protocolos moleculares, representados principalmente por técnicas de 

amplificação do DNA, como a PCR, se tornaram essenciais para determinar a 

prevalência de malária, principalmente em regiões em processo de eliminação da 

doença (CHENG; CUNNINGHAM; GATTON, 2015). 

Ainda que muitos protocolos de PCR tenham sido propostos para o 

diagnóstico diferencial de malária (Revisto por ROTH et al., 2016), algumas 

limitações metodológicas inviabilizaram a determinação precisa dos limites de 

detecção de muitos destes protocolos. Dentre estas limitações, inclui-se o fato da 

maior parte das publicações ter estabelecido o limite de detecção dos ensaios a 

partir de parasitos de cultivo (no caso do P. falciparum), DNA plasmidial ou DNA de 

pacientes com parasitemias elevadas (detectadas pela microscopia óptica). Nestas 
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condições, a amplificação do DNA alvo do parasito é facilitada, o que pode levar a 

resultados não reprodutíveis com amostras de campo, como já descrito pelo nosso 

grupo de pesquisa (COSTA et al., 2014). Assim, faz-se necessário a avaliação de 

novos protocolos moleculares em que os limites de detecção sejam baseados em 

amostras de campo com baixas parasitemias. Recentemente, nosso grupo de 

pesquisa descreveu um novo ensaio de PCR em tempo real, baseado em alvos não 

ribossomais (NR-qPCR) do P. vivax e P. falciparum, que apresentou baixo limite de 

detecção quando avaliado através de curvas de titulação com DNA de amostras de 

campo  (Tese de Doutorado; AMARAL, 2019). A alta sensibilidade do protocolo NR-

qPCR anteriormente descrito constituiu uma oportunidade única para avaliar a 

prevalência de malária com baixas parasitemias na área do estudo em função de 

flutuação nos níveis de transmissão.  

A maior parte das infecções maláricas identificadas no estudo (74%) foi 

causada pelo P. vivax, espécie predominante na Amazônia Brasileira. Também 

foram detectadas infecções por P. falciparum (17%) e, em menor número, infecções 

mistas por estas duas espécies de plasmódio (8%). Uma baixa prevalência de 

infecções por P. malariae (<1%) foi detectada nas amostras do estudo, sendo que 

estas amostras foram positivas apenas para os protocolos moleculares. A ausência 

de exames microscópicos positivos para o P. malariae já era esperada, uma vez que 

o diagnóstico de rotina (exame de gota espessa corado por Giemsa) não permite a 

correta identificação morfológica desta espécie (COLLINS; JEFFERY, 2007). Além 

disto, a sensibilidade dos protocolos atuais de PCR específicos para P. malariae 

apresentam baixa sensibilidade, pois apenas recentemente o genoma de uma 

amostra de campo do parasito foi sequenciado (RUTLEDGE et al., 2017). Desta 

forma, a frequência de P. malariae na área do estudo pode estar sendo 

subestimada. Entretanto, isto parece pouco provável, uma vez que este parasito 

predomina em regiões da Amazônia onde o homem está muito próximo dos primatas 

não humanos (reservatórios), como é o caso de comunidades indígenas 

(LALREMRUATA et al., 2015; MARCANO et al., 2004; METZGER et al., 2008).  

No presente trabalho, a hipótese de estudo foi a de que o uso simultâneo de 

alvos ribossomais e não ribossomais aumentaria de forma significativa as chances 

de se detectar casos de infecção com baixas parasitemias por P. falciparum e/ou P. 

vivax. Entretanto, os resultados obtidos demonstraram que a prevalência de 
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infecções maláricas diagnosticadas por cada protocolo (R-qPCR ou NR-qPCR) foi 

similar. Apesar disso, foi possível observar que o protocolo NR-qPCR foi capaz de 

identificar, em geral, mais casos positivos do que o R-qPCR. De fato, a análise da 

sensibilidade e especificidade dos métodos de diagnóstico aqui empregados 

confirmou uma sensibilidade ligeiramente superior da NR-qPCR. Estes dados se 

aplicaram não apenas ao total do número de infecções maláricas detectadas, mas 

também na detecção diferencial das espécies de Plasmodium, já que o NR-qPCR foi 

sensível no diagnóstico de coinfecções. De forma interessante, apenas um terço das 

coinfecções por P. vivax/P. falciparum detectadas pela NR-qPCR foi detectada pela 

R-qPCR (4 de 12). Embora o número de infecções mistas foi baixa ao longo do 

estudo, estes resultados confirmam achados prévios, de titulação in vitro, que 

demonstraram que o NR-qPCR é mais indicada para detectar, simultaneamente, 

baixos níveis de P. vivax/P. falciparum (Tese de Doutorado - AMARAL, 2019; Anexo 

I).  

A baixa eficácia da R-qPCR no diagnóstico de coinfecções por P. vivax/P. 

falciparum pode estar relacionada com o fenômeno de competição entre iniciadores, 

já que este protocolo utiliza um único par de iniciadores na detecção de ambas as 

espécies de plasmódio (ROUGEMONT et al., 2004). Desta forma, o uso de 

protocolos moleculares com iniciadores espécie-específicos, como a NR-qPCR aqui 

utilizada, é recomendado em áreas onde existe o risco potencial de circulação de P. 

vivax e P. falciparum. Este é o caso de estados da Amazônia brasileira que fazem 

fronteiras com países endêmicos, como o estado de Roraima, onde o risco de 

reintrodução de casos de P. falciparum tem sido confirmado (GRILLET et al., 2019). 

Nestas áreas, como é o caso da fronteira Brasil-Venezuela, a detecção precoce da 

doença é de extrema importância para que se evitem possíveis epidemias e mortes 

pelo P. falciparum, uma vez que esta espécie é mais patogênica.  

Neste sentido, podemos inferir que em populações com baixa prevalência de 

malária, como diversas áreas da região amazônica, o uso de protocolos 

moleculares, particularmente mais sensíveis em coinfecções como a NR-qPCR, 

fazem-se necessários para as estratégias de vigilância e controle. 
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6.2. Infecções submicroscópicas na área de estudo 

Revisões sistemáticas da literatura tem confirmado que o diagnóstico 

molecular pode aumentar consideravelmente as chances de se detectar malária com 

baixas parasitemias (CHENG; CUNNINGHAM; GATTON, 2015; MOREIRA et al., 

2015). No presente estudo, a utilização de ferramentas moleculares permitiu a 

identificação de um número considerável de infecções submicroscópicas que 

correspondeu a cerca de 85% do total de infecções maláricas identificadas na área 

de estudo. Este resultado corrobora relatos na literatura a respeito da alta 

prevalência de infecções submicroscópicas em populações vivendo em áreas 

endêmicas para malária (HOFMANN et al., 2018; ROUGEMONT et al., 2004; 

SLATER et al., 2019), incluindo na Amazônia brasileira (ALVES et al., 2002; 

SUÁREZ-MUTIS et al., 2007). No caso de P. vivax, espécie responsável pela maior 

parte dos casos de malária na área de estudo, as evidências apontam que as 

infecções submicroscópicas são ainda mais importantes em regiões com baixos 

índices de transmissão, como a região amazônica, do que em áreas hiperendêmicas 

para malária, como os países do sudeste asiático (BOUSEMA et al., 2014). Embora 

as razões para esta distribuição de infecções submicroscópicas não sejam 

conhecidas, pode-se especular que estejam associadas com características únicas 

da biologia de P. vivax, incluindo a rápida aquisição de imunidade clínica, em 

comparação com P. falciparum (ADAMS; MUELLER, 2017) e as baixas parasitemias 

características desta espécie.  

Neste trabalho, a proporção entre as infecções microscópicas e 

submicroscópicas não foi alterada, de forma significativa, pela flutuação na 

transmissão de malária, se mantendo estável ao longo dos períodos do estudo. 

Desta forma a prevalência das infecções detectadas apenas pelos protocolos 

moleculares variou de 80% a 100% do total de casos de malária detectados. Estes 

resultados reforçam a importância de se detectar as infecções com baixas 

parasitemias, particularmente em áreas onde a doença parece ter sido controlada, 

como foi o caso do assentamento agrícola de Rio Pardo. 

Embora a contribuição real das infecções submicroscópicas para a 

transmissão de malária não esteja bem estabelecida, achados recentes reforçam 

que estas infecções têm que ser priorizadas pelos programas de controle. Em uma 
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revisão sistemática recente, os autores analisaram uma série de conjuntos de dados 

correspondendo a mais de 20 locais com ampla gama de intensidades de 

transmissão (SLATER et al., 2019). Os resultados do estudo demonstraram que, 

embora as infecções submicroscópicas possam ser menos infecciosas que as 

infecções patentes, as mesmas podem funcionar como reservatório da doença, 

podendo ser duradouras e requerendo ferramentas de diagnóstico mais sensíveis 

para detectá-las. De fato, indivíduos com parasitemias submicroscópicas possuem 

gametócitos circulantes, forma infectante para o mosquito vetor, na corrente 

sanguínea, sendo potencialmente capazes de dar prosseguimento ao ciclo do 

parasito no mosquito vetor (GRUENBERG et al., 2019; NGUITRAGOOL et al., 

2017). No Brasil, um estudo pioneiro já havia demonstrado que o sangue de 

indivíduos com infecções submicroscópicas era capaz de infectar Anopheles 

darlingi, principal vetor no país (ALVES et al., 2005). Embora no presente trabalho 

nenhum método de detecção de gametócitos tenha sido utilizado, as evidências na 

literatura e a alta proporção de infecções submicroscópicas no estudo sugerem que 

tais infecções possam apresentar um importante papel na dinâmica de transmissão 

da malária no assentamento agrícola de Rio Pardo. De fato, no período de baixa 

transmissão de malária em Rio Pardo (período II), onde nenhum exame 

microscópico foi positivo (por busca ativa ou passiva), os dados encontrados 

confirmaram a circulação do parasito na população estudada, em níveis 

relativamente significativos (4% de prevalência). Em conjunto, estes dados reforçam 

que a identificação de casos submicroscópicos deve ser uma das prioridades das 

estratégias de vigilância e controle de malária na região. A alta frequência de 

infecções assintomáticas encontrada neste trabalho é relevante ainda, já que 

existem perspectivas de se tratar estas infecções (JAITEH et al., 2019).  

Ainda que a importância das infecções submicroscópicas tenha sido 

confirmada em diversas publicações (ALMEIDA et al., 2018; KAURA et al., 2019; 

ZIMMERMAN; HOWES, 2015), a implementação de protocolos moleculares  no 

campo tem limitações devido, principalmente, ao alto custo e complexidade dos 

ensaios, requerendo laboratórios especializados. Neste sentido, publicações 

recentes vêm propondo métodos de adaptação de técnicas moleculares para 

condições de campo. Dentre elas destacam-se as plataformas lab-on-chip, que 

permitem a realização e análise de ensaios de amplificação do DNA através de 
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equipamentos portáteis independentes de rede de energia (CHIN; LINDER; SIA, 

2007; MALPARTIDA-CARDENAS et al., 2019; TAYLOR et al., 2011, 2014), e 

também protocolos baseados na metodologia LAMP, que permitem visualizar o 

resultado através da análise de turbidez ou fluorescência, dispensando o uso de 

equipamentos de leitura (HSIANG; GREENHOUSE; ROSENTHAL, 2014). 

Entretanto, até o momento, nenhum dos métodos propostos apresenta sensibilidade 

similar às técnicas realizadas em laboratórios de referência. Neste sentido, a 

determinação de um ensaio com alta sensibilidade e especificidade, e que possa ser 

adaptado às plataformas “point of care” sem perda significativa na sensibilidade, é 

de grande importância para o correto diagnóstico de infecções submicroscópicas e 

um dos principais campos de pesquisa em malária. 

 

6.3. Influência de fatores demográficos e epidemiológicos na 

prevalência de malária microscópica e submicroscópica na população de Rio 

Pardo 

A região amazônica apresenta uma distribuição heterogênea na incidência de 

malária, apresentando microrregiões com maiores ou menores taxas de infecção 

(SIQUEIRA et al., 2016). Neste trabalho foram avaliados fatores que poderiam 

alterar a distribuição de infecções maláricas submicroscópicas na população de Rio 

Pardo, como idade, gênero, tempo de residência na comunidade e na região 

amazônica, bem como o local de moradia dentro da comunidade. 

Na área estudada, a prevalência de malária (microscópica e submicroscópica) 

foi similar entre homens e mulheres. Este resultado já era esperado já que  em Rio 

Pardo, a agricultura familiar é uma das principais atividades de trabalho, o que 

favorece a exposição semelhante entre homens e mulheres aos mosquitos vetores, 

como demonstrado anteriormente (KANO et al., 2012). Por outro lado, o local de 

residência dentro da área estudada influenciou significativamente na prevalência de 

malária. Assim, a prevalência de infecções entre os indivíduos que moram próximos 

aos igarapés (ribeirinhos) foi três vezes maior em comparação aos indivíduos que 

residiam nos ramais (estradas não pavimentadas). Neste sentido, entende-se que a 

população ribeirinha está mais exposta ao risco de transmissão de malária devido à 

proximidade aos criadouros do mosquito vetor (KANO et al., 2012; PIRES et al., 



55 

 

2018). Em conjunto, estes resultados confirmam que o perfil epidemiológico da 

doença em áreas de assentamento agrícola é diferente daquele relacionado à 

doença ocupacional, como em regiões de garimpos e construção de estradas, onde 

a doença predomina em homens adultos (SOUZA et al., 2019). Assim, para o 

sucesso dos programas de controle da doença, faz-se necessário levar em 

consideração as peculiaridades de transmissão de cada região específica 

(FERREIRA; CASTRO, 2016). 

No presente estudo, foi possível confirmar que a prevalência da doença 

diminuiu com o aumento da idade. Assim, as parasitemias mais altas, isto é, 

detectadas pela microscopia óptica, predominaram em crianças e adolescentes. 

Estes resultados sugerem que, nesta população, a longa exposição à transmissão 

está levando a imunidade contra a doença, caracterizada aqui pela predominância 

de infecções submicroscópicas na idade adulta. Considerando que, nesta 

população, a idade do indivíduo corresponde ao tempo de residência na Amazônia 

(KANO et al., 2012), a exposição à malária também pode ser avaliada pelo tempo de 

residência na região. Assim, os resultados aqui encontrados confirmaram uma 

associação positiva entre maiores parasitemias e menor tempo de residência na 

região. De interesse, o grupo de indivíduos considerados aqui como “não infectados” 

apresentou uma mediana de idade e de residência na Amazônia (e na área de 

estudo) superior aos demais grupos (Não infectados > Submicroscópicos > 

Microscópicos). Isto pode indicar que estes indivíduos apresentam uma imunidade 

adquirida capaz de manter os parasitos em densidades abaixo do limite de detecção 

nos ensaios de PCR aqui utilizados. Reforçando esta hipótese estão os achados 

recentes que sugerem que a maior parte das formas sanguíneas do P. vivax pode 

estar sequestrada em órgãos como a medula óssea e baço (OBALDIA et al., 2018). 

Portanto, para confirmar esta hipótese, seria necessário utilizar protocolos de PCR 

ultrassensíveis, que requerem o processamento de grandes volumes de sangue 

(HOFMANN et al., 2015) ou processamento mais complexo das amostras, incluindo 

processos de filtração do sangue para retirar o DNA do hospedeiro (HOFMANN et 

al., 2018). Infelizmente, estes procedimentos estão fora do alcance dos objetivos 

aqui propostos.  

Embora a relação entre exposição e proteção clínica à malária já esteja bem 

estabelecida na literatura (CLARK et al., 2012; GARCIA-SENOSIAIN et al., 2020; 
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WIPASA et al., 2010), os resultados no Brasil ainda são escassos (BARBOSA et al., 

2014; LADEIA-ANDRADE et al., 2009). Na área de estudo, o nosso grupo tem 

mostrado que os chamados anticorpos protetores, isto é, que bloqueiam a interação 

do parasito com a sua célula hospedeira, aumentam com a exposição à malária 

(KANO et al., 2016; PIRES et al., 2018; SOUZA-SILVA et al., 2014). Estes dados 

reforçam a presença de imunidade adquirida contra o parasito, particularmente 

contra o P. vivax, que predomina na área de estudo. 

Limitações relacionadas às amostras e ao intervalo entre os cortes 

transversais impediram que fosse realizado o acompanhamento individual da 

população de estudo. Apesar disto, os resultados obtidos neste trabalho 

demonstram a importância de se determinar a prevalência de infecções 

submicroscópicas em diferentes situações de transmissão na Amazônia Brasileira. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram as seguintes conclusões: 

i. A maior parte das infecções maláricas em Rio Pardo, cerca de 85%, 

são submicroscópicas, reforçando a necessidade da utilização de 

ferramentas moleculares no diagnóstico da doença em regiões 

endêmicas; 

ii. A utilização simultânea de protocolos baseados em alvos ribossomais 

e não ribossomais não apresenta benefícios na detecção de infecções 

com parasitemias submicroscópica; entretanto, para o diagnóstico de 

coinfecções por P. vivax e P. falciparum fazem-se necessários 

protocolos baseados em alvos não ribossomais; 

iii. O P. vivax é a espécie de plasmódio humano mais prevalente na área 

estudada, seguido P. falciparum e coinfecções entre as duas espécies. 

Infecções por P. malariae foram pouco prevalentes nesta comunidade; 

iv. A distribuição de malária na população de assentamento agrícola de 

Rio Pardo é heterogênea, sendo mais prevalente em habitantes que 

residem próximos aos criadouros de mosquitos nos igarapés; 

v. A exposição contínua da população de estudo a níveis relativamente 

baixos de transmissão de malária leva ao desenvolvimento de 

imunidade contra a doença, caracterizada aqui por diminuição da 

parasitemia com o aumento da idade e o tempo de residência na 

Amazônia brasileira.  
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