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Resumo 
 

A Duffy binding protein do Plasmodium vivax (PvDBP) é uma proteína essencial para 
o processo de invasão do Plasmodium vivax em eritrócitos humanos Duffy/DARC 
positivos, sendo consequentemente uma forte candidata à vacina antimalárica. 
Contudo estudos sobre a resposta imune à PvDBP tem sido conduzidos 
principalmente em áreas hiperendêmicas da Papua Nova Guiné. Nos últimos anos, 
nosso grupo de pesquisa vem demonstrando que indivíduos expostos à malária na 
Amazônia brasileira desenvolvem uma resposta imune humoral contra a PvDBP 
(Cerávolo et al., 2005). No presente trabalho, para investigar se os anticorpos 
detectados pela sorologia convencional (ELISA) incluíam aqueles capazes de 
bloquear a interação ligante-receptor, foram utilizados ensaios funcionais in vitro, 
onde células de mamíferos (COS-7) expressando a região do ligante (região II da 
PvDBP) formam rosetas na presença de eritrócitos Duffy positivos (receptor). Os 
resultados obtidos permitiram demonstrar pela primeira vez que indivíduos com 
história de longa exposição à malária em áreas de transmissão instável, como a 
Amazônia brasileira, desenvolvem anticorpos inibitórios, isto é, capazes de bloquear a 
interação entre o ligante do parasito e seu receptor presente na superfície da célula 
hospedeira. Para caracterizar esta resposta imune anti-PvDBP e verificar se esta 
resposta está associada à imunidade clínica, foi realizado um estudo de coorte entre 
366 indivíduos de um assentamento agrícola no Estado do Acre. Na linha de base, 
amostras de soro de apenas cerca de 20% dos indivíduos apresentaram anticorpos 
anti-PvDBP detectados pelo ELISA, sendo observado que, entre outros fatores, o 
tempo de exposição ao P. vivax estava mais associado à presença desses 
anticorpos. Nesta população, foi possível demonstrar que apenas um terço dos 
indivíduos com anticorpos no ELISA apresentaram anticorpos inibitórios. Neste grupo, 
a resposta de anticorpos inibitórios não se correlacionou com a cepa do parasito, já 
que os níveis de inibição foram semelhantes com células COS-7 expressando a 
região II de diferentes variantes da PvDBP. De interesse, embora a maioria dos 
indivíduos estudados não apresentaram anticorpos inibitórios, quando estes foram 
adquiridos, se mantiveram estáveis ao longo do período estudado ( 12 meses). Por 
outro lado, a associação entre presença de anticorpos funcionais anti-PvDBP e a 
imunidade clínica não pôde ser avaliada devido ao pequeno número de indivíduos 
que apresentaram anticorpos inibitórios. Diante disso, faz-se necessária a realização 
de novos estudos em populações semi-imunes para entender porque apenas poucos 
indivíduos expostos à infecção pela malária desenvolvem anticorpos inibitórios e 
quais são os fatores envolvidos na aquisição da proteção contra a infecção e/ou a 
doença clínica.    
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Abstract 
 
 
Duffy binding protein (DBP), a leading malaria vaccine candidate, plays a critical role 
in Plasmodium vivax erythrocyte invasion. Antibody recognition of DBP has been 
described in individuals exposed to hyperendemic malaria, but little is known about 
naturally acquired antibodies in areas where substantially lower levels of malaria 
transmission prevail, such as the frontier settlements across the Amazon basin, also 
naturally acquired antibodies to DBP II may block DBP II - DARC interaction and 
inhibit erythrocyte invasion in vitro (Cerávolo et al., 2008). In the present study, we 
examined the ability of sera from different populations of the Brazilian Amazon – an 
area of markedly unstable malaria transmission – to inhibit the erythrocyte-binding 
function of the DBP ligand domain (region II, DBPII). We found that long-term 
exposure to malaria in the Amazon area elicits DBP-specific antibodies that inhibit 
the binding of different DBPII variants to erythrocytes. Further to test whether the 
presence of DBP inhibitory antibodies are associated with protection from blood-
stage P. vivax infection we performed a prospective cohort study of 366 subjects of 
agricultural frontier settlements across the Amazon basin.  Sixty-eight of 366 (18.6%) 
subjects had IgG anti-DBP antibodies by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA). Cumulative exposure to malaria was the strongest predictor of DBP 
seropositivity identified by multiple logistic regression models in this population. A 
significant inhibitory activity was detected in about one-third of those subjects, and 
the presence of these inhibitory antibodies was related with a long-term residence in 
the Amazon area (median, 19 yr). Of relevance, both the frequency and levels of 
inhibitory antibodies to different DBPII variants were quite similar. Although overall 
levels of anti-DBP antibodies tended to decrease between the first and the second 
surveys, serum inhibitory activity remained relatively stable in the majority of the 
responders (14 of 16). Although the size of our sample was not small, the low 
frequency of DBP responders had precluded a number of statistical comparisons. 
Consequently, we were unable to test whether the presence of DBP inhibitory 
antibodies are associated with protection from blood-stage P. vivax infection. Future 
challenges include understanding why only a few malaria exposed-individuals 
develop an immune response able to inhibit DBP II -DARC interaction, and to 
establish whether DBP inhibitory immune response predicts partial protection from 
infection and/or disease in semi-immune populations. 
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1 Introdução 

 

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

105 países, infectando cerca de 500 milhões de pessoas e causando mais de um 

milhão de mortes anuais, principalmente entre crianças jovens, gestantes e adultos não-

imunes (Greenwood et al., 2008; WHO, 2008). 

Esta parasitose tem como agente etiológico um protozoário do filo Apicomplexa 

pertencente ao gênero Plasmodium. Sabe-se que a doença humana é causada por 

quatro espécies: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, sendo esta última espécie 

limitada principalmente ao continente Africano e parte do sudeste asiático (Mueller et al., 

2008). Entretanto, estudos recentes trazem forte evidência de que o P. Knowlesi, 

comumente tido como parasito de primatas não humanos, infecta populações humanas, 

principalmente na Ásia (White, 2008; Oon et al., 2008; Peter et al., 2009). 

Das quatro espécies principais de protozoários causadores da malária humana, o 

P. vivax é o mais difundido sendo responsável por significativa morbidade no sul e 

sudeste da Ásia, Oceania e América Latina (Baird et al., 2007). Embora a malária 

causada por P. vivax seja conhecida como benigna e raramente fatal, vários estudos 

clínicos recentes mostram que esta espécie pode causar anemia severa, edema 

pulmonar e disfunção hepática (Tjitra et al., 2008; Genton et al., 2008; Fernandez-

Becerra et al., 2009; Barcus et al., 2007; Kochar et al,. 2009).  

O Brasil é responsável por cerca de 70% de um milhão de casos clínicos de 

malária registrados anualmente nas Américas (Breman & Holloway, 2007). Atualmente, a 

incidência de casos de malária no Brasil é de cerca de 300 mil casos anuais, sendo que 

mais de 99% das infecções adquiridas ocorrem essencialmente na Amazônia Legal 

(Estados do Acre, Amapá, Amazonas, Pará, Rondônia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso 

e Maranhão), onde o P. vivax é responsável por aproximadamente 80% dos casos (SVS, 

2008). 

      Na Amazônia Legal, as condições socioeconômicas e ambientais têm contribuído 

para a alta transmissão de malária.  Além disso, durante décadas, a ocupação intensa e 

desordenada dos espaços peri-urbanos, desmatamento para extração de madeira, 

criação de gado, agricultura e assentamentos não-oficiais, tem agravado a transmissão 

de malária nessa região (Marques et al., 1986; SVS, 2007; SVS, 2008). Outro fator 

colaborador é o aumento dos criadouros do mosquito vetor em função da atividade de 

piscicultura, com a construção de tanques artificiais (SVS, 2007). Por outro lado, a região 

extra Amazônica, apesar de não ser considerada área endêmica para malária, apresenta  
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uma média anual de cerca de 200 casos autóctones da doença (SVS, 2008). Nessa 

região, a transmissão da infecção se deve, em grande parte, ao fluxo constante de 

pessoas infectadas provenientes de áreas endêmicas dentro e fora do país, associado à 

existência dos vetores anofelinos (SVS, 2008). 

      Atualmente, está em vigência o Programa Nacional de Controle da Malária 

(PNCM) no Brasil, cujos objetivos são a redução da incidência e mortalidade, a 

eliminação da transmissão em áreas urbanas e manutenção da ausência da transmissão 

da doença nos locais onde ela foi interrompida. Para alcançar esses objetivos tem-se 

como prioridade o diagnóstico precoce, o tratamento oportuno, o fortalecimento da 

vigilância em malária e a capacitação de recursos humanos (SVS, 2007). Essas medidas 

de controle, associadas a uma série de outros fatores, como maior investimento de 

recursos e mudança no esquema de tratamento de primeira escolha da malária por       

P. falciparum, têm contribuído para uma redução do número de casos de malária nos 

últimos anos no país (SVS, 2008).  

Recentemente foi publicado um estudo detalhado da distribuição do risco de malária 

por P. falciparum no mundo (Hay et al., 2009). Iniciativas como essa são importantes 

para permitir a alocação eficiente de recursos visando uma intervenção mais eficaz no 

controle da malária. Faz-se necessário um estudo similar para o P. vivax, o que poderá 

contribuir para os esforços atuais no controle desta espécie, particularmente na América 

Latina e continente asiático.  

 

1.1 Ciclo biológico dos parasitos da malária humana 

 

Em diferentes momentos do seu ciclo de vida, o plasmódio sofre várias 

transformações que o capacitam a transpor diversas barreiras e se desenvolver em 

ambientes variados. Entre as mudanças estão o desenvolvimento do parasito em 

diferentes estágios, tais como móvel, invasivo, encistado, intracelular, sexuado e 

dormente (Greenwood et al., 2008). 

Em geral, o ciclo biológico dos parasitos da malária humana pode ser dividido em 

duas fases: uma fase assexuada ou esquizogônica, que se passa no hospedeiro 

vertebrado e outra sexuada ou esporogônica, que se passa em fêmeas do mosquito do 

gênero Anopheles. A fase assexuada ou esquizogônica se inicia durante o repasto 

sanguíneo das fêmeas de anofelinos, onde as formas infectantes (esporozoítos) são 

depositadas na pele do hospedeiro, podendo permanecer neste local por várias horas 

antes de encontrar um vaso sanguíneo (Amino et al., 2006; Prudêncio et al., 2006; 
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Yamauchi et al., 2007). Recentemente, alguns autores descreveram uma nova via de 

migração dos esporozoítos, em que os mesmos, após atravessarem o epitélio do 

hospedeiro vertebrado, podem também atingir o sistema linfático. Entretanto, os 

parasitos não parecem atingir o fígado por esta via (Amino et al. 2006). Uma vez dentro 

do sistema circulatório, os esporozoítos atingem o fígado, onde infectam os hepatócitos.  

O processo de invasão dos hepatócitos é complexo e depende de várias interações 

do tipo ligante-receptor. Recentemente foi demonstrado que os esporozoítos migram 

através de vários hepatócitos, antes de se desenvolverem dentro de um hepatócito 

específico, onde ocorre a formação de um vacúolo parasitóforo bem delimitado (Mota et 

al., 2001; Frevert et al., 2005). Uma vez dentro dos hepatócitos, os esporozoítos se 

diferenciam em trofozoítos que, após sofrerem várias divisões por esquizogonia, formam 

os esquizontes. Nas infecções por P. vivax e P. ovale algumas populações de parasitos 

se desenvolvem rapidamente nos hepatócitos, enquanto outras, as responsáveis pelos 

casos de recaídas (hipnozoítas), permanecem em estado de latência no fígado, meses 

ou até mesmo anos após a infecção inicial (Krotoski, 1985). Os esquizontes maduros 

liberam os merozoítos teciduais através de um processo de brotamento de vesículas 

(merosomas), que após atingirem a corrente sanguínea, repletos de parasitas, liberam os 

merozoítos (Sturm et al., 2006). Os merozoítos teciduais invadem as hemácias iniciando 

assim a fase eritrocítica, que é responsável pelos sintomas clínicos da malária. Para que 

o merozoíto invada o eritrócito é necessário que haja também o reconhecimento inicial 

de receptores específicos (ver item 1.1.1). Após várias gerações de merozoítos 

sanguíneos, alguns se diferenciam dando origem a formas sexuadas, os gametócitos 

masculinos e femininos, os quais amadurecem sem sofrer divisão celular.  

A fase sexuada ou esporogônica inicia-se quando os gametócitos são ingeridos pelo 

mosquito susceptível, dando início à jornada do parasita no hospedeiro invertebrado. 

Dentro do estômago do mosquito, os gametócitos masculinos e femininos se diferenciam 

transformando-se em gametas (Revisto por Vlachou et al., 2006). Aproximadamente um 

dia após a fecundação, o zigoto se desloca com movimentos amebóides, passando a se 

denominar oocineto. O oocineto por sua vez atravessa a parede intestinal do mosquito 

por um mecanismo trans-celular (Barillas-Mury & Kumar, 2005) alojando-se na 

membrana basal onde se diferencia em oocisto. No interior do oocisto ocorrem 

diferenciação e divisão nuclear que culmina com a produção de esporozoítos 

(esporogonia) e em aproximadamente duas semanas, dependendo da espécie do 

plasmódio, a parede do mesmo se rompe liberando esporozoítos que invadem a 
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hemolinfa do inseto. Assim, muitos parasitas migrarão até atingir as glândulas salivares, 

completando o ciclo evolutivo dos plasmódios no hospedeiro invertebrado. 

 
1.1.1 Processo de invasão do eritrócito pelo Plasmodium vivax 

 
O processo de invasão do eritrócito pelos plasmódios é complexo e composto por 

uma série de interações especificas entre o parasito e a célula hospedeira. 

Resumidamente, este processo pode ser dividido em quatro fases: (1) reconhecimento e 

adesão reversível do merozoíto à membrana do eritrócito após colisão aleatória; (2) 

reorientação do parasito para que o seu complexo apical entre em contato com a 

membrana eritrocítica, formando uma junção irreversível entre as membranas do parasito 

e do eritrócito; (3) deslocamento da junção em direção ao pólo posterior do parasito com 

a concomitante liberação do conteúdo das organelas apicais, principalmente das roptrias 

e dos micronemas; (4) entrada do parasito no interior do eritrócito através da formação 

do vacúolo parasitóforo, no interior do qual o merozoíto se desenvolve (Cowman & 

Crabb, 2006; Oh & Chishti, 2005). Apesar do evento inicial que envolve o 

reconhecimento e adesão do parasito seja formado por interações de baixa afinidade, os 

eventos seguintes envolvem interações do tipo ligante-receptor de alta afinidade, e a 

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

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

participação de organelas apicais do parasito, algumas espécies têm características 

únicas. No caso das espécies mais importantes do ponto de vista da saúde pública, P. 

falciparum e P. vivax, o processo de invasão se encontra melhor estudado. Numerosos 

estudos têm demonstrado que merozoítos de P. falciparum têm a habilidade de invadir 

os eritrócitos através de, pelo menos, cinco vias de invasão, sendo estas classificadas de 

acordo com a natureza do receptor no eritrócito (Gaur et al., 2004). Algumas vias são 

dependentes de sialoglicoproteínas (glicoforinas A, B, C/D), e outras de receptores de 

eritrócitos ainda não conhecidos, denominados X, Y e Z (Chung et al., 2008). A via mais 

bem caracterizada é aquela que envolve uma proteína da família EBAs (erythrocyte-

binding antigens) denominada EBA-175, que se encontra localizada nos micronemas do 

parasito (Camus & Hadley, 1985), e que se liga a glicoforina A, (Sim et al., 1994). Além 

dessa via, existem outras também importantes envolvidas no processo de invasão, que 

inclui proteínas da mesma família da EBA-175, tais como: BAEBL (EBA-140), JESEBL 

(EBA-181), e de outra família de proteínas PfRh (reticulocyte-binding homolog) tais como 

PfRh (1, 2a, 2b e 4) (Camus and Hadley, 1985; Duraisingh et al., 2003; Gilberger et al., 

2003; Maier et al., 2003; Mayer et al., 2001; Rayner et al., 2001; Stubbs et al., 2005; 



                                                                                                                                                  Introdução 

Dissertação de Mestrado                                                               Flávia Alessandra de Souza Silva 20

Thompson et al., 2001; Triglia et al., 2001, 2005). Além destas proteínas, existem outras 

envolvidas no processo de reconhecimento inicial do eritrócito, sendo melhor 

caracterizadas a AMA-1 (apical membrane antigen) e MSP1 (merozoite specific protein 

1) (Cowman & Crabb, 2006). Entretanto, no caso do P. vivax, uma via de invasão parece 

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

Para que o merozoíto do P. vivax invada o eritrócito é necessária a interação da 

Duffy binding protein (PvDBP) e seu receptor presente na superfície dos eritrócitos – o 

antígeno do grupo sanguíneo Duffy, receptor para quimiocinas (DARC, Duffy Antigen 

Receptor for chemokines) (Fang et al., 1991; Adams et al., 1992; Horuk et al., 1993). 

Dessa forma, indivíduos que não apresentam esse receptor em seus eritrócitos são 

altamente resistentes à infecção pelo P. vivax (Miller et al., 1976). Entretanto, 

evidências recentes demonstraram que alguns indivíduos DARC negativos do oeste 

africano (Quênia) e do Brasil podem se infectar com esse parasito (Ryan et al., 2006; 

Cavasini et al., 2006; 2007), o que sugere uma via de invasão alternativa.  

O P. vivax invade preferencialmente, se não exclusivamente, os reticulócitos 

(eritrócitos jovens), que compreendem uma minoria (1%) da população de eritrócitos 

circulantes (Galinski et al., 1992; Barnwell & Galinski, 1998). Isto significa que os 

merozoítos de P. vivax interagem com inúmeros eritrócitos maduros na circulação antes 

de invadirem um reticulócito. Tem sido proposto que interações prematuras entre a 

PvDBP e o antígeno do grupo sanguíneo DARC em eritrócitos maduros seriam 

prejudiciais para a sobrevivência do parasito (Barnwell et al., 1989). Desta forma, 

acredita-se que antes da formação da junção merozoíto-eritrócito haveria uma seleção 

da célula hospedeira, impedindo, assim, a interação da PvDBP com uma célula não-

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

correta, ou seja, se existe a seleção dos reticulócitos antes da formação da junção, a 

especificidade de invasão de P. vivax poderia ser atribuída a pelo menos duas proteínas 

de ligação aos reticulócitos: PvRBP-1 e PvRBP-2 (reticulocyte binding protein, RBP) 

(Galinski et al., 1992). Entretanto, até o momento, as funções dessas proteínas ainda 

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

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

tanto reticulócitos quanto eritrócitos (Galinski et al., 1992). 

Diante do exposto, o fato da PvDBP ser importante para garantir o parasitismo 

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

são resistentes à infecção por esse parasito, fazem desta proteína um dos antígenos 
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mais promissores para o desenvolvimento de uma vacina contra a infecção causada 

pelo P. vivax.  

 
 1.2 Duffy Binding Protein de Plasmodium vivax (PvDBP) 

  

A PvDBP é uma proteína de invasão que possui 140KDa sendo pertencente a uma 

família de proteínas homólogas que se ligam a eritrócitos – Duffy binding like domain 

Erythrocyte binding protein (DBL-EBP´s) (Barnwell & Wertheimer, 1989; Adams et al., 

1992).  

A PvDBP pode ser dividida em sete regiões, definidas a partir da similaridade da 

sua estrutura gênica e seqüência de aminoácidos com as outras DBL-EBPs (Figura 1). 

As regiões que constituem a PvDBP são: uma região que contém o peptídeo sinal 

(região I), duas regiões ricas em cisteínas amino e carboxiterminal (região II e VI, 

respectivamente) – sendo conservadas em todos os membros da superfamília DBL-

EBP´s - , três regiões hidrofílicas (região III, IV e V), um domínio transmembrana e um 

curto segmento citoplasmático (região VII) (Adams et al., 1992; Fang et al., 1991). O 

ligante funcional da PvDBP encontra-se localizado na região II da PvDBP e apresenta 

cerca de 300 aminoácidos, sendo seu sítio de ligação ao eritrócito situado em um 

fragmento de 170 aminoácidos que contém as cisteínas 5 a 8 (Ranjan and Chitnis, 

1999; Singh et al. 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Adaptado de Vanbuskirk et al., 2004b) 

 

Figura 1: Representação esquemática dos domínios estruturais importantes da Duffy binding 

protein de P. vivax. Na figura, estão representadas as sete regiões, sendo seis extracelulares e 

uma transmembrana (indicadas em algarismos romanos). Esta proteína é caracterizada por um 

domínio N-terminal rico em cisteína, o domínio de ligação DBL (região II), e um segundo 
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domínio conservado rico em cisteína (região VI). O principal sítio de ligação para o 

reconhecimento do receptor (170 aa), é a porção central da PvDBP entre as cisteínas 5 (C5) e 8 

(C8), sendo a porção mais polimórfica da proteína.  

 

Embora a posição dos resíduos de cisteína seja conservada na região II, já foi 

demonstrado que outros aminoácidos são altamente polimórficos (Ampudia et al., 

1996). Este polimorfismo parece variar de acordo com a área geográfica. Estudos da 

variabilidade genética da região II foram realizados em isolados de P.vivax da Papua 

Nova Guiné (Tsuboi et al., 1994; Xainli et al., 2000), Colômbia (Ampudia et al., 1996), 

Corea do Sul (Kho et al., 2001; Suh et al., 2001), Tailândia (Gosi et al., 2008) e, 

recentemente, no Brasil pelo nosso grupo (Sousa et al., 2006; Sousa, 2009). Nestes 

estudos foi observado um alto padrão de polimorfismos não-sinônimos o que sugere a 

existência de uma pressão seletiva do sistema imune do hospedeiro como mecanismo 

de evasão pelo parasito.  

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

dependente de interações entre ligantes e receptores, a caracterização desses 

componentes é essencial para o entendimento da dinâmica molecular do mecanismo de 

invasão. Sendo assim, conhecer os mecanismos imunes que permitem bloquear a 

invasão do merozoíto na célula hospedeira, poderia auxiliar na descoberta de um 

mecanismo que permitisse a redução, ou mesmo a eliminação dos parasitos 

sanguíneos da malária, e, consequentemente, impedir o estabelecimento da doença 

clínica. 

 

1.3 Padrão de transmissão de malária e aquisição de imunidade clínica  

 

Historicamente, as áreas de transmissão de malária têm sido classificadas como 

de transmissão estável ou instável (MacDonald, 1957). As áreas de transmissão estável 

são aquelas nas quais os indivíduos estão constantemente expostos à doença sendo 

acometidos ao longo do ano, por centenas de picadas infectantes dos vetores 

anofelinos. Por outro lado, em áreas de transmissão instável, os indivíduos estão 

expostos à infecção pelo plasmódio de forma menos intensa e irregular, sendo a 

transmissão focal, sazonal e, geralmente, relacionada com a atividade ocupacional 

(Atanaka-Santos et al., 2006; SVS, 2008). Nestas áreas, os indivíduos estão sujeitos a 

poucas picadas infectantes ao longo do ano (Carter & Mendis, 2002).  
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Em áreas de transmissão estável, onde o P. falciparum é a espécie 

predominante, os recém-nascidos estão protegidos da malária grave, durante os 

primeiros seis meses de vida, devido, principalmente, à transferência passiva de 

anticorpos da mãe para o filho (Collins et al.,  1977; Chizzolini et al., 1991). Após esse 

período, as crianças se tornam altamente susceptíveis à malária grave, sendo 

frequentes as infecções fatais nos primeiros 3 anos de vida. Com a idade, as crianças 

que vivem em condições de alta transmissão sofrem progressivamente menos 

episódios de malária aguda, embora possam apresentar ainda altas parasitemias 

(Mshana et al., 1993). A razão desta aparente “tolerância” contra altas parasitemias 

ainda é desconhecida, e tem sido sugerido que isto pode refletir um estado de 

imunidade “anti-tóxica”, isto é, imunidade contra componentes solúveis do parasito que 

causam a doença (Playfair et al., 1990). À medida que os indivíduos vão se tornando 

adultos, passam a apresentar sintomas menos pronunciados e baixa parasitemia, 

gerando uma imunidade “anti-parasito”. Entretanto, mesmo após muitos anos de 

exposição, os indivíduos residentes em áreas de transmissão estável são ainda 

susceptíveis à infecção, mostrando que tal imunidade não é completamente efetiva, 

podendo ser perdida com o afastamento da área endêmica e de novas infecções pelo 

parasito. Não estão bem esclarecidos os mecanismos imunes responsáveis pelo 

desenvolvimento e manutenção desta imunidade naturalmente adquirida, e, 

provavelmente, muitos tipos celulares, anticorpos de diferentes especificidades e uma 

cascata de citocinas estão envolvidos (Stevenson & Zavala, 2006; Langorne et al., 

2008). A caracterização dos mecanismos responsáveis por esta imunidade efetiva é 

dificultada devido, entre outros fatores, ao complexo ciclo de vida do plasmódio, ao fato 

de que a imunidade parece ser espécie e estágio-específica, considerável diversidade 

do parasito e a localização intracelular do parasito em algumas fases do seu ciclo 

(David et al., 1988; Day & Marsh, 1991; Carter & Mendis, 1992).  

Em áreas de transmissão instável, indivíduos de todas as idades são 

potencialmente susceptíveis à infecção pelo plasmódio. Em geral, considera-se que na 

Amazônia brasileira a transmissão da malária é de média e baixa intensidade sendo 

considerada área de transmissão instável (Camargo et al., 1994, 1996). Nestas áreas, a 

população é constituída principalmente por adultos não-imunes migrantes de áreas 

livres de transmissão e sintomas clínicos de diferentes intensidades ocorrem quando os 

indivíduos se infectam por P.falciparum e/ou P. vivax (Tauil, 2006). Entretanto, tem sido 

relatado recentemente que indivíduos expostos à malária no Brasil podem apresentar o 

parasito circulante no sangue, e não manifestar sintomas clínicos. No Brasil, esta 
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infecção assintomática tem ocorrido entre indivíduos que apresentam história de longa 

exposição à transmissão de malária (Fontes, 2001; Alves et al., 2002; Camargo et al., 

1999; Ladeia-Andrade, 2005). A definição de caso assintomático ainda não é bem 

determinada, pois o período de acompanhamento da ausência de sintomas tem variado 

de 72h (Andrade et al., 1995; Fontes, 2001) até 30-60 dias (Alves et al., 2002). 

Caracterizar os mecanismos imunes protetores que são induzidos pelo plasmódio em 

humanos, pode nos ajudar a desenvolver medidas de controle da doença nestas áreas 

de transmissão instável.  
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2 Justificativa 

 

A malária causada pelo P. vivax atinge milhões de pessoas no mundo, resultando 

em importantes perdas sociais e econômicas, sendo que no Brasil, esta é a espécie mais 

prevalente (SVS, 2008). Aqui, a maior parte dos casos de malária é encontrada na região 

da Amazônia Legal, onde existe uma população migrante e dispersa, ainda com pouco 

acesso ao diagnóstico e tratamento imediato. Estes fatores, associados às condições 

favoráveis de transmissão de malária na região, constituem as maiores barreiras para o 

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

aos vários antígenos do parasito são de fundamental importância para o 

desenvolvimento de uma vacina antimalárica, considerada como uma ferramenta 

adicional para a luta contra a malária. 

A PvDBP pode ser considerada uma importante candidata à vacina antimalárica, 

pois é o ligante que permite o parasito invadir os eritrócitos, garantindo o parasitismo 

humano. Entretanto, o fato desta proteína ser pouco abundante no parasito e a 

existência de limitações no cultivo do P. vivax in vitro, fazem com que estudos referentes 

a esta proteína e a resposta imune que ela é capaz de induzir ainda sejam limitados, 

tendo sido realizados, principalmente, em áreas de alta transmissão de malária (Fraser et 

al., 1997; Michon et al., 2000; Xainli et al., 2002, 2003).  

Estudos realizados em áreas de alta transmissão de malária, particularmente na 

Papua Nova Guiné, indicam que anticorpos anti-PvDBPII são capazes de bloquear a 

interação entre o ligante e seu receptor DARC presente nos eritrócitos (Michon et al., 

2000), e consequentemente, impedir a invasão (Grinberg et al., 2007). Entretanto, apesar 

desta resposta de anticorpos anti-PvDBP estar melhor caracterizada em indivíduos 

residentes em áreas de transmissão estável, nosso conhecimento a respeito da resposta 

imune anti-PvDBP em indivíduos residentes em áreas de baixa transmissão 

permanecem escassos (Cerávolo et al., 2005; Tran et al., 2005). Desta forma, é de 

fundamental importância estudar a resposta de anticorpos bloqueadores em áreas de 

transmissão instável, como é o caso da Amazônia brasileira. Além disso, a maioria dos 

estudos sobre resposta imune contra a malária tem avaliado anticorpos contra antígenos 

recombinantes, utilizando-se a sorologia convencional, sem avaliar a importância 

funcional destes anticorpos (Marsh & Kinyanjui, 2006; Persson et al., 2006).  

Em um estudo recente, realizado com crianças na Papua Nova Guiné, foi 

demonstrado que crianças que apresentavam altos títulos de anticorpos anti-PvDBP 

funcionais se infectavam com menor freqüência pelo P. vivax, sugerindo desta forma a 



                                                                                                                                                Justificativa 

Dissertação de Mestrado                                                               Flávia Alessandra de Souza Silva 26

aquisição de proteção (King et al., 2008). Assim, é de grande relevância verificar se a 

presença de anticorpos bloqueadores da interação PvDBP-DARC está relacionada com 

a imunidade clínica em indivíduos residentes na Amazônia brasileira, o que poderia ser 

feito através de um estudo de base populacional com acompanhamento longitudinal.  
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3 Objetivos 

 

3.1 Objetivo Geral   

 
Caracterizar a resposta imune anti-PvDBP, com ênfase em anticorpos bloqueadores 

da interação ligante-receptor, em populações expostas à malária na Amazônia brasileira 

e bem caracterizadas do ponto de vista epidemiológico.  

 

3.2 Objetivos Específicos  

 

Avaliar a presença de anticorpos IgG anti-PvDBP bloqueadores da invasão em soros 

de indivíduos expostos a diferentes condições de transmissão de malária na Amazônia 

brasileira; 

 

Realizar um estudo de base populacional, do tipo prospectivo, para identificar as 

variáveis associadas ao desenvolvimento de uma resposta imune anti-PvDBP;  

 

Verificar se existe relação entre os níveis de anticorpos anti-PvDBP detectados no 

ELISA, e a presença de anticorpos bloqueadores da interação ligante-receptor;     

 

Relacionar a ação bloqueadora de anticorpos anti-PvDBP com a presença de 

infecção assintomática em indivíduos com história de longa exposição à malária. 
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4 Materiais e Métodos  

   

4.1 Estudo transversal e coorte 

 

O presente estudo envolveu duas abordagens epidemiológicas diferentes: um 

estudo do tipo transversal e um estudo de coorte. Inicialmente, para verificar a presença 

de anticorpos funcionais contra a PvDBP na Amazônia brasileira fez-se necessário um 

estudo de corte transversal. Em uma segunda etapa, visando caracterizar melhor a 

resposta imune identificada, foi realizado uma coorte aberta, na qual incluiu-se dois 

cortes transversais da população (linha de base e   12 meses depois). 

 

4.1.1 Estudo transversal, voluntários e coleta de sangue 

 

O estudo de corte transversal foi realizado com amostras de soros/plasmas que 

se encontravam armazenados em um banco de soros do Laboratório de Malária do 

Centro de Pesquisa René Rachou, Fundação Oswaldo Cruz (CPqRR, FIOCRUZ), 

originadas de três áreas previamente bem caracterizadas da Amazônia brasileira e 

cujos indivíduos foram expostos a diferentes níveis de transmissão de malária 

(Carvalho et al., 1997, 1999; Fontes 2001; Braga et al., 2002). O primeiro grupo era 

composto por indivíduos residentes em Belém (n = 36), capital do estado do Pará, e 

que tinham apresentado uma única infecção de malária por P. vivax após uma curta 

viagem a uma ilha localizada próxima à capital, Cotijuba, onde os níveis de transmissão 

de malária são baixos e instáveis. O segundo grupo foi composto por indivíduos que 

residiram por aproximadamente 10 anos em uma comunidade rural de Mato Grosso, 

Terra Nova do Norte (TNN) (n = 47), onde a malária é endêmica e a transmissão 

intermitente, tendo os indivíduos relatado um número variável de episódios clínicos de 

malária causada pelo P. vivax e/ou P. falciparum. O terceiro grupo foi formado por 

indivíduos que se encontravam por aproximadamente 20 anos em diferentes regiões de 

garimpo de ouro em áreas da Amazônia brasileira, onde a malária é endêmica e a 

transmissão é constante, e que, no momento da coleta de sangue, residiam em 

garimpos de Apiacás, MT (n = 37). 

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

obtido após assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido. Para a coleta 

dessas amostras, os critérios gerais de inclusão no estudo foram: (1) história de 

exposição prévia à malária; (2) ausência de sinais ou sintomas relacionados à malária 



                                                                                                                                  Materiais e Métodos 

Dissertação de Mestrado                                                               Flávia Alessandra de Souza Silva 29

grave; (3) idade > 15 anos e, em caso do sexo feminino, (4) um indicativo de ausência 

de gravidez. Por ocasião da coleta de sangue, de todos os indivíduos foram 

confeccionadas gotas espessas e esfregaços sanguíneos sendo que aqueles que 

apresentavam parasitos circulantes foram encaminhados para tratamento imediato nos 

serviços de saúde locais, onde a supervisão era feita por médicos credenciados e que 

colaboram há vários anos com a equipe do Laboratório de Malária do CPqRR (Dr. 

C.J.F. Fontes, Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiabá, MT e Dr. J.M. Souza, 

Instituto Evandro Chagas, Belém, PA). De grande relevância, em Apiacás foi observado 

que alguns indivíduos que apresentaram diagnóstico microscópico positivo para o 

plasmódio, ou seja, estavam na fase aguda da infecção, eram assintomáticos (Fontes, 

2001). Assim, foram incluídos ainda no estudo 15 indivíduos com infecção 

assintomática e 10 indivíduos com infecção sintomática, diagnosticados por gota 

espessa. 

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

Ética de Pesquisas em Seres Humanos do Centro de Pesquisa René Rachou (Protocolo 

N. 002/2002, N. 01/2006 e N. 07/2006) de acordo com a resolução do Conselho Nacional 

de Saúde 196/96, e pelo Secretariat Committee for Research Involving Human Subjects 

(SCRIHS) da Organização Mundial da Saúde.  

 

4. 1. 2 Estudo de coorte 

 

Para realização de um estudo de base populacional do tipo prospectivo foi 

escolhida uma comunidade rural do estado do Acre, denominada Ramal do Granada, 

localizada no assentamento Pedro Peixoto, município de Acrelândia (Figura 2). O perfil 

de transmissão de malária nesta área, caracterizada como de baixa transmissão de 

malária, foi recentemente descrita pelo grupo de pesquisa do Dr. Marcelo Urbano 

Ferreira (USP), que vem trabalhando na área há cerca de 8 anos (Silva-Nunes et al., 

2006, 2008). A maioria dos indivíduos era migrante de área livre de malária, 

principalmente do Sul e Sudeste do Brasil, se infectado em locais desmatados 

utilizados para a agricultura; principal atividade desenvolvida por esta população. 
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Figura 2: Mapa da América do Sul, mostrando a região Amazônica, o Estado do Acre, a 

localização do município de Acrelândia e o assentamento Pedro Peixoto. O ramal do Granada, 

onde foram coletadas as amostras de soro, localiza-se dentro de Pedro Peixoto. 

 

4. 1.2.1 Voluntários e coleta de sangue 

 

Durante a coorte foram realizados dois cortes transversais da população. No 

primeiro (linha de base) os indivíduos foram convidados a participar do estudo e 

aqueles que deram consentimento por escrito foram entrevistados por questionário 

para obtenção de dados demográficos, epidemiológicos e clínicos (Silva-Nunes et al., 

2008). Em todas as visitas, ao longo dos 12 meses (demanda ativa e passiva), os 

indivíduos foram examinados por médicos da equipe, sendo os sintomas classificados 

de acordo com Karunaweera e colaboradores (1998) como: assintomático, leve, 

moderado e severo; no momento do exame o diagnóstico foi realizado através da 

confecção de gotas espessas e, mais tarde, pela nested PCR (Kimura et al., 1997).  

Diante disso, foram selecionados para o primeiro corte (linha de base) 366 indivíduos 

com idade entre 5-90 anos (mediana = 24,5 anos) e tempo de exposição à transmissão 

de malária variando de 0 a 72 anos (mediana = 14 anos). Dos 366 participantes do 

primeiro corte, 287 foram incluídos no segundo corte, o que possibilitou a obtenção de 
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amostras pareadas. Em cada visita cerca de 5 mL de sangue foi coletado, sendo esta 

coleta realizada tanto de forma passiva, na qual o indivíduo procurava o centro de 

saúde, quanto de forma ativa, na qual o grupo de pesquisa visitou as residências 

(segundo corte transversal).   

Os aspectos éticos e metodológicos deste estudo foram aprovados pelo Comitê 

de Ética de Pesquisas em Seres Humanos do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo (USP), (318/CEP, 19 de julho de 2002 e 538/CEP, 7 de 

janeiro de 2004) acordo com a resolução do Conselho Nacional de Saúde 196/96.  

 

4. 2 Obtenção de plasma e DNA                             

                                          

Para a obtenção das amostras, o sangue total dos indivíduos a serem testados 

foi coletado em tubos a vácuo contendo EDTA (Becton Dickinson, Rutherford, NJ), e 

após centrifugação (150 x g por 10min a 4C), os soros/plasmas foram aliquotados e 

conservados a -20C até o uso.  O DNA das amostras foi extraído com um kit para 

purificação de DNA genômico (Puregene DNA Purification System, Gentra Systems, 

Minneapolis, MN), sendo os procedimentos realizados segundo instruções 

recomendadas pelo fabricante. As amostras de DNA extraídas também foram 

estocadas a -20°C até que fossem utilizadas. 

 

4. 3 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) 

 

Os ensaios de ELISA foram realizados segundo protocolo padrão, sendo a 

concentração do antígeno recombinante (PvDBP) e a diluição dos anticorpos primários e 

secundários determinados previamente por titulação (Cerávolo et al.,2005). Os 96 poços 

das placas de ELISA (Maxysorp, Nunc, Denmark) foram sensibilizados por 12h a 4ºC 

com 100μL dos antígenos PvDBP (5μg/mL) e controle, glutationa S-transferase de 

Schistosoma japonicum (GST) (5μg/mL). Posteriormente, as placas foram lavadas com 

tampão de lavagem [(0,05% tween 20 em PBS, (PBS-T)] e a cada poço foram 

adicionados 200μL de tampão de bloqueio [5% de leite em pó (Molico) diluído em PBS-

T]. Após 1h de bloqueio a 37ºC, as placas foram lavadas três vezes com PBS-T, e 100μL 

dos soros testes foram adicionados aos poços, em duplicatas, na diluição de 1:100 (PBS-

T adicionado de 1,5% de leite em pó). Após incubação por 1h a 37ºC, as placas foram 

lavadas com PBS-T por 10 vezes e incubadas novamente, nas mesmas condições, com 

100μL/poço do anticorpo anti-IgG conjugado a peroxidase, diluído a 1:1.000 (PBS-T com 
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1,5% de leite). Após lavagem, a reação foi revelada com a adição do substrato OPD (o-

phenylenediamine dihydrochloride substrate - Sigma-Aldrich, USA). A reatividade dos 

anticorpos anti-PvDBP foi determinada pelo valor obtido da absorbância de 492nm 

(OD492), a partir da leitura das placas em um leitor de ELISA (Stat Fax-2.100, Awareness 

Tecnology, Palm City, FL). Para cada soro, as absorbâncias foram corrigidas do valor 

obtido para a proteína controle, GST. O limite de positividade entre os resultados 

positivos e negativos foi estabelecido entre a média observada pelos soros de 20 

indivíduos nunca expostos à malária, acrescida de dois desvios-padrão, resultando em 

um limite de positividade variando de 0,1 a 0,2 (cut-off) dependendo do lote da proteína 

utilizada. 

 

4.4 Reação em Cadeia da Polimerase para Amplificação da PvDBPII e 

Sequenciamento 

 

Reações em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas para a amplificação 

de um fragmento correspondente aos nucleotídeos 870-1545 (aminoácidos 290-515) 

dentro do domínio II da proteína Duffy Binding Protein de P. vivax (PvDBPII). As reações 

de PCR foram realizadas utilizando a enzima platinum Taq DNA polimerase high fidelity 

(Invitrogen, California, USA). As amplificações foram conduzidas em termocicladores 

automáticos Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) e PTC100TM 

Programmable Thermal Controler (MJ Research Inc., Massachusetts, USA). Após a 

amplificação dos fragmentos, os amplicons foram tratados com o sistema de purificação 

de PCR GFX-96 (Amersham Biosciences), seguindo as recomendações do fabricante. 

Seguindo a purificação, as amostras foram amplificadas com iniciadores e marcadores 

e, posteriormente, a reação foi precipitada para o sequenciamento. 

As reações de sequenciamento das amostras foram realizadas no sequenciador 

automático de DNA MegaBACE 500 (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK). O 

produto das reações de sequenciamento foram analisadas utilizando o programa Bioedit 

(Biological Sequence Alignment Editor for Windows, Ibs Therapeutics, Carlsbad, CA) e 

alinhadas pelo programa ClustalW (EMBL-EBI, European Bioinformatics Institute, 

Cambridge, UK) identificando os polimorfismos da PvDBPII relativas à sequência da 

variante de referência Sal-1 (Fang et al., 1991). 
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4.5 Plasmídeos  

 

Como a região do ligante da PvDBP (região II, DBPII ) é polimórfica foram utilizadas 

quatro construções para transfectar as células COS-7: Sal-1 (Fang et al., 1991), PNG 

7.18, PNG 27.16 (Vanbuskirk et al., 2004a) – gentilmente cedidas pelo Dr. John Adams 

(Notre Dame University, USA) - e Acre-1. A primeira construção codifica a região II da 

cepa de referência Sal-1, as construções PNG 7.18 e PNG 27.16 codificam para a região 

II de isolados da Papua Nova Guiné e Acre 1 codifica a região II de isolados do estado 

do Acre (AC), identificados no presente trabalho. Para a obtenção do plasmídeo Acre 1, 

um fragmento correspondente aos aminoácidos 198-522 da região II da DBP (DBP
II
) da 

cepa de referência de laboratório Sal 1 de P. vivax (Fang et al., 1991), foi subclonado em 

um plasmídeo pEGFP-N1 (Clontech, Mountain View, CA), que codifica uma proteína de 

fluorescência verde (Greeen fluorescent protein - GFP) utilizada como marcador de 

transfecção, associada a glicoproteína D1 do vírus herpes simples (HSVgD1) (Michon et 

al., 2000).  

Para a clonagem foram usados um par de iniciadores para amplificar a região II da 

DBP além dos sítios para as enzimas de restrição ApaI e EcoRI, por PCR. Os iniciadores 

utilizados foram: 5’-ACTAGTGGGCCCTGTCACAACTTCCTGAGT -3’ e 5’- 

GCGGAATTCACGATCTCTAGTGCTATT -3’, para ApaI e EcoRI, respectivamente   

(Chitnis & Miller, 1994). Após a reação de PCR, os amplicons e o vetor foram digeridos 

com as endonucleases EcoRI e ApaI. Os insertos digeridos e os vetores pEGFP-

HSVgD1 foram unidos através de ligases. Os plasmídeos recombinantes foram 

purificados a partir da utilização de um kit de purificação livre de endotoxina (Qiagen, 

Valencia, CA), conforme sugerido pelo fabricante. 

 

4.6 Culturas Celulares 

 

Para realização dos ensaios de citoaderência foi utilizada uma linhagem de células 

de mamíferos permissíveis a transfecção, COS-7, originalmente isolada a partir de 

células de rim de primata africano, e modificada pelo vírus SV 40 (American Type Culture 

Collection - ATCC, Manassas, VA). Para realização dos ensaios de citoaderência, células 

COS-7 foram mantidas em garrafas de cultura de 75cm2 (Corning Incorporatioted, EUA) 

contendo 10mL do meio de cultura Dulbecco’s Minimal Eagle Medium (DMEM) (Gibco, 

Invitrogen Corporation Rockville, MD, EUA). O meio para manutenção das células (meio 

DMEM completo) continha 5% de soro bovino fetal (SBF) inativado (Invitrogen Life 
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Technologies, Rockville, MD, EUA), 25mM de bicarbonato de sódio, 2mM de L-glutamina 

(Gibco, Invitrogen Corporation Rockville, MD, EUA), 100UI/mL de penicilina (Gibco, 

Invitrogen Corporation Rockville, MD, EUA), 100g/mL de estreptomicina (Gibco, 

Invitrogen Corporation Rockville, MD, EUA), 25mM de Hepes (Sigma). As culturas foram 

mantidas em estufa a 37ºC com 5% de CO2 e 95% de umidade, sendo os repiques 

realizados a cada dois dias utilizando-se solução de tripsina e EDTA a 0,25% (Gibco), 

conforme protocolo padrão (Phelan, 2003).  

 

4.7 Transfecção de células COS-7 e ensaio funcional 

 

           A transfecção de células COS-7 foi realizada utilizando-se lipofectamina e 

reagente Plus (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA), nas concentrações e 

protocolos indicados pelo fabricante. Resumidamente, as células COS-7 foram 

adicionadas às placas de cultura de seis poços (Nunc, Denmark) (1,5 x 105 

células/poço) e então transfectadas com 0,5µg/poço de DNA plasmidial e complexos de 

lipossomos (5% de reagente Plus e 3% de lipofectamina) em meio de cultura DMEM 

(Gibco-BRL Life Technologies, Rockville, MD) sem soro bovino fetal (SBF) (meio 

DMEM incompleto). Este meio incompleto continha 25mM de bicarbonato de sódio, 

2mM de L-glutamina (Gibco, Invitrogen Corporation Rockville, MD, EUA) e 25mM de 

Hepes (Sigma). Após 6h de incubação do complexo lipossoma-DNA (37°C, 5% de CO2 

e 95% de umidade), o meio de transfecção foi substituído por meio DMEM contendo 

10% SBF (Gibco), 2mM de L-glutamina (Gibco), 25mM de Hepes (Sigma-Aldrich), 

25mM de bicarbonato de sódio (Merck, Darmstadt, Germany), 100UI/mL de penicilina e 

100μg/mL de estreptomicina (Gibco), sendo as placas incubadas a 37° C. Após 24 h, o 

meio de cultura foi novamente substituído por meio DMEM completo, e a eficiência da 

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

fluorescência.  Quarenta e oito horas após a transfecção, as placas foram lavadas com 

meio DMEM incompleto, e as células incubadas com os soros/plasmas-testes (37ºC, 

1h, 5% de CO2) diluídos em meio DMEM incompleto. A diluição inicial utilizada foi de 

1:40, pois em ensaios prévios, essa diluição apresentou a melhor inibição interação 

ligante-receptor quando diferentes soros foram testados. Posteriormente foram 

realizadas diluições sucessivas para cada amostra que apresentava anticorpos anti-

PvDBP no ELISA. Em seguida, foram adicionados 200µL/poço de uma solução a 10% 

de eritrócitos humanos O/DARC positivos em meio DMEM completo e as placas 

incubadas à temperatura ambiente por 2h. Ao final da incubação as placas foram 
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lavadas, três vezes com meio DMEM incompleto, para que os eritrócitos não aderentes 

fossem retirados.  

As rosetas formadas a partir da interação ligante-receptor (Figura 3) foram 

quantificadas (20 campos/poço) em um microscópio estereoscópio de fluorescência 

invertido e com contraste de fase (200x) (Nikon, Melville, NY, USA). As rosetas só 

foram quantificadas quando eritrócitos aderentes cobriram mais que 50% de sua 

superfície celular (Michon et al., 2000). Para cada ensaio um pool de soros de 

indivíduos da área sem anticorpos anti-PvDBP (avaliados através do método de ELISA) 

foi utilizado como controle negativo. Adicionalmente um pool de soros de indivíduos 

expostos a um longo período de transmissão de malária na Amazônia e que 

apresentavam anticorpos inibitórios previamente testados nos ensaios funcionais, foi 

incluído nos ensaios, funcionando como um controle positivo. A porcentagem de 

inibição foi calculada de acordo com a fórmula 100 x (Rc - Rt)/Rc, onde Rc é a média 

do número de rosetas presente no controle e Rt  a média do número de rosetas 

presentes nos soros-testes.  

 

(+) 

 

 

 

 

            (-) 

 

 

 

 

Figura 3: Resultado do ensaio funcional in vitro mostrando a presença (+) ou ausência 

(-) de rosetas após a incubação com soro contendo anticorpos não inibitórios e 

inibitórios, respectivamente. 

 

4.8 Análise estatística 

 

As análises estatísticas do estudo de corte transversal foram realizadas no 

programa Epi-Info 2002 (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, 

USA) ou no Mini-Tab versão 13.1 (MiniTab Inc., State College, PA). Como se tratavam 
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de dados não paramétricos, ou seja, que não apresentavam distribuição normal foram 

utilizados testes não-paramétricos incluindo: 1) Wilcoxon Rank Sum test (Mamm-

Whitney) para análises de comparação de medianas dos resultados obtidos em 

diferentes diluições de soros de indivíduos; 2)  coeficiente de correlação de Spearman 

(ρ) para verificar a força da associação entre as variáveis. Em todos os testes 

realizados foi considerado um nível de 5% de significância.  

Para as análises estatísticas do estudo de coorte foi criado um banco de dados 

pelos nossos colaboradores (grupo de pesquisa do Dr. Marcelo Urbano – USP) 

utilizando-se o programa SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). As proporções foram 

comparadas em tabelas 2X2, utilizando-se o teste qui-quadrado (X2) com correção de 

continuidade de Yates, ou teste Exato de Fisher quando necessário. Para avaliar a 

correlação entre as amostras pareadas utilizou-se o coeficiente de correlação de 

Spearman (ρ). Modelos de regressão Logística múltipla foram construídos para 

descrever associações independentes entre as covariáveis (idade, gênero, tempo de 

residência na área, setor de residência e infecção aguda ou recente) e a presença de 

anticorpos anti-PvDBP durante o estudo de coorte. Foram utilizados dois níveis de 

modelo logístico, o primeiro correspondente a cada observação por indivíduo e o 

segundo correspondente a cada indivíduo. 

A transmissão de malária em Granada não é homogênea, pois a utilização da 

terra e a taxa de desmatamento são desiguais ao longo do seu território. Desta forma, 

para evitar que este fator interferisse no modelo logístico, a área de estudo foi dividida 

em quatro setores relativamente homogêneos com relação à incidência de malária. Os 

setores foram divididos da seguinte forma: 1) setor A (92 indivíduos, 0,46 episódios por 

P. vivax/100 pessoas por mês sobre o risco de infecção); 2) setor B (97 indivíduos, 0,79 

episódios por P. vivax/100 pessoas por mês sobre risco de infecção); 3) setor C (130 

indivíduos, 3,44 episódios /100 pessoas sobre risco de infecção); e 4) setor D (47 

indivíduos, 9,71 episódios por P. vivax/100 pessoas por mês sobre risco de infecção).  

O programa HML (versão 6.03, Scientific Software International, Lincolnwood, IL) foi 

utilizado para as análises com mais de um nível. Em todos os testes realizados foi 

considerado um nível de 5% de significância. As análises referentes ao estudo de 

coorte foram realizadas pelo nosso colaborador Dr. Marcelo Urbano da Universidade 

de São Paulo (USP). 
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5 Resultados 

5.1 Artigo 1 
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5.2 Artigo 2 
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6 Considerações finais 

 

Neste estudo, foi caracterizada a resposta de anticorpos anti-PvDBPII em 

áreas da Amazônia brasileira, onde os indivíduos estavam expostos a diferentes 

níveis de transmissão de malária.  

Em uma etapa inicial, os resultados obtidos permitiram demonstrar que 

indivíduos com história de longa exposição à malária na Amazônia brasileira 

desenvolvem anticorpos inibitórios, isto é, aqueles capazes de inibir a interação entre 

o ligante do parasito (DBPII) e seu receptor presente na superfície da célula 

hospedeira (Artigo 1). Este dado foi relevante, já que estes anticorpos haviam sido 

demonstrados apenas em áreas hiperendêmicas da Papua Nova guiné (Michon et 

al., 2000; King et al., 2008), onde as crianças na idade escolar já desenvolveram 

imunidade adquirida contra a malária. Com a realização deste estudo inicial foi 

possível ainda observar dois pontos importantes: 1) a presença de anticorpos 

inibitórios dependia de uma longa exposição à malária, e 2) os níveis de anticorpos 

inibitórios eram, aparentemente, mais altos no grupo de assintomáticos do que nos 

sintomáticos.  

Os achados preliminares - que a resposta anti-PvDBP incluía anticorpos 

inibitórios – estimulou o nosso grupo de pesquisa a dar continuidade ao estudo 

visando com isto descrever melhor esta resposta imune através de um estudo 

prospectivo de base populacional (Artigo 2). Para isso, foi escolhida uma área (ramal 

do Granada) cujo perfil epidemiológico tinha sido recentemente descrito pelo grupo 

de pesquisa do Dr. Marcelo Urbano, USP, São Paulo (Silva-Nunes et al., 2006, 

2008). Nesta área, as medianas do tempo de exposição e idade dos indivíduos era 

de 14 e 24,5 anos, respectivamente. 

O estudo realizado no ramal Granada permitiu observar que na linha de base 

apenas cerca de 20% da população apresentava anticorpos anti-PvDBP, detectados 

pelo ensaio de ELISA, e que os níveis destes anticorpos diminuíram por ocasião do 

segundo corte ( 12 meses depois). Para verificar se fatores individuais tais como, 

idade, sexo, tempo de residência na área e infecção malárica (aguda ou recente) 

estavam relacionados com a presença de anticorpos anti-PvDBP, fez-se necessário a 

construção de modelos de regressão logística múltipla. Através desta análise foi 

possível observar que o fator mais fortemente relacionado com a presença desses 

anticorpos foi o tempo de residência do indivíduo na região amazônica (em média 19 

anos). Mais especificamente, foi possível determinar que a cada ano de exposição à 
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malária aumentava em 2% a chance do indivíduo apresentar anticorpos anti-PvDBP. 

Nesta área, a idade não se correlacionou com a presença de anticorpos anti-PvDBP; 

entretanto este achado já era esperado, pois a população exposta consistia, 

principalmente, de migrantes originados de áreas do Brasil onde a malária não é 

endêmica (Camargo et al., 1994).  

Com a realização dos ensaios funcionais foi possível observar que apenas um 

terço dos indivíduos com anticorpos anti-PvDBP (ELISA), apresentou anticorpos 

inibitórios. Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo realizado com 

crianças assintomáticas em áreas hiperendêmicas de malária na Papua Nova Guiné 

(King et al., 2008), onde cerca de 30% das crianças desenvolveram anticorpos 

inibitórios. Os resultados aqui descritos permitiram concluir que o perfil da resposta 

de anticorpos inibitórios é semelhante em áreas de transmissão instável, como é o 

caso da Amazônia brasileira, e áreas de transmissão estável (PNG). Portanto, uma 

baixa resposta à PvDBP deve ser esperada em populações naturalmente expostas à 

malária. 

Embora os mecanismos pelos quais a PvDBP induz uma baixa resposta de 

anticorpos ainda sejam desconhecidos, é possível especular fatores que poderiam 

influenciar nesta resposta. Um dos fatores que provavelmente dificulta a aquisição de 

uma resposta imune funcional contra a PvDBP é a baixa imunogenicidade da 

proteína e/ou sua limitada exposição ao sistema imune. Isto porque a PvDPB está 

localizada nos micronemas do merozoíto, sendo liberada somente no momento da 

invasão (teoria do “Just in time”) (Singh et al., 2006). Desta forma, o P. vivax 

minimizaria a exposição direta do ligante funcional aos anticorpos inibitórios, servindo 

como um mecanismo de escape deste parasito ao sistema imune do hospedeiro. 

Este mecanismo de evasão poderia explicar, parcialmente, o motivo pelo qual a 

população estudada no Acre necessita estar exposta por um longo período à 

transmissão de malária antes de adquirir anticorpos anti-PvDBP. Corroborando com 

esta hipótese, um estudo realizado anteriormente na área da Amazônia brasileira 

demonstrou que altos níveis de anticorpos anti-PvDBP foram adquiridos por 

trabalhadores de garimpo de ouro (garimpeiros) (Cerávolo et al., 2005), cuja atividade 

profissional os coloca altamente expostos à infecção malárica (Carvalho et al., 1999; 

Barbieri & Sawyer, 2007). De fato a prevalência de malária no ramal Granada (3,6%) 

(Silva-Nunes et al., 2006) foi muito mais baixa do que aquela encontrada em áreas de 

mineração (14 – 35%) (Barbieri & Sawyer, 2007; Santos et al., 1992;  Silbergeld  et 

al., 2002). 
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É possível que o alto polimorfismo presente na região do ligante possa 

também influenciar na baixa resposta imune contra a PvDBP (McHenry & Adams, 

2006; Vanbuskirk et al., 2004a). A primeira evidência de que os polimorfismos 

comumente observados na PvDBPII podem alterar o seu caráter antigênico, 

interferindo assim no bloqueio da ligação PvDBP-DARC por anticorpos inibitórios, foi 

demonstrado por Vanbuskirk e colaboradores (2004). Os autores demonstraram que 

soros de coelhos experimentalmente imunizados inibiam a interação ligante-receptor 

de uma maneira dependente da cepa do parasito.  Mais recentemente, nosso grupo 

demonstrou que indivíduos residentes em área não-endêmica de malária - em um 

pequeno foco de transmissão autóctone de P. vivax em Minas Gerais - desenvolvem 

anticorpos inibitórios que são cepa-específicos (Cerávolo et al., 2009). Visando 

reduzir influência do polimorfismo na capacidade do soro em inibir a interação 

PvDBP-DARC, no presente trabalho utilizou-se duas variantes comumente 

encontradas na população de estudo (Sal-1 e Acre-1). Entretanto, foi observada uma 

resposta inibitória muito semelhante para as duas variantes utilizadas, sugerindo a 

interferência de outros fatores na resposta de anticorpos inibitórios anti-PvDBP. 

Os resultados também nos permitiram verificar, uma correlação, ainda que 

moderada, entre os níveis de anticorpos detectados no ELISA e a porcentagem 

relativa de inibição, como já descrito por outros pesquisadores (Michon et al., 2000; 

Cerávolo et al., 2009). Apesar disso, é importante destacar que um número 

considerável de indivíduos, cujos soros mantiveram alta capacidade inibitória da 

interação ligante-receptor, perderam seus anticorpos convencionais, detectados no 

ELISA, ao longo dos 12 meses de estudo. Isso corrobora a hipótese de que os 

ensaios sorológicos não permitem avaliar a capacidade funcional destes anticorpos. 

Isto pode ser explicado pelo fato de que a conformação da PvDBP é de grande 

importância para avaliar a sua atividade funcional, o que não pode ser detectado nos 

ensaios de ELISA.  

Embora tenha sido observado que os anticorpos inibitórios da interação 

ligante-receptor se mantiveram estáveis ao longo dos 12 meses, a associação entre a 

presença desses anticorpos e a proteção - como sugerido por um estudo recente 

com crianças da Papua Nova Guiné (King et al., 2008) - não pôde ser avaliada no 

presente trabalho. Isto ocorreu devido ao pequeno número de indivíduos que 

apresentaram anticorpos inibitórios, impedindo, desta forma, a análise estatística. 

Diante disso, novos estudos devem ser conduzidos para avaliar o papel protetor e 

para que se possa entender porque apenas poucos indivíduos expostos à infecção 
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pela malária desenvolvem anticorpos inibitórios. Entretanto, apesar de essenciais, 

estudos como estes encontram grandes desafios, como a diversidade genética entre 

os indivíduos e o fato de que a resposta imune não parece ser direcionada apenas 

para um antígeno específico (Richie, 2006; Gray et al., 2007; Langhorne et al., 2008).  
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7 Conclusões 
 
1) A maioria dos indivíduos expostos ao P. vivax na Amazônia brasileira não é 

capaz de desenvolver anticorpos capazes de inibir a interação entre o ligante do 

parasito (DBPII) e seu receptor presente na superfície da célula hospedeira;  

 

2) Quando os anticorpos anti-PvDBP funcionais são adquiridos, os mesmos 

tendem a se manter estáveis; 

 

3) A presença de anticorpos anti-PvDBP está relacionada com o tempo de 

exposição dos indivíduos à malária; 

 

4) O perfil de resposta de anticorpos inibitórios em áreas de transmissão 

instável é semelhante ao perfil descrito em áreas de transmissão estável. 
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