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“- Os homens do seu planeta – disse o pequeno príncipe-  cultivam cinco mil rosas 
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coração” 
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RESUMO 

Uma das características da maioria dos antígenos de estágios extracelulares dos plasmódios é 

a presença de regiões repetitivas contendo epitopos imunodominantes. As duas proteínas de 

superfície de merozoítos de Plasmodium falciparum candidatas à vacina, MSP-1 e MSP-2, 

representam exemplos desses antígenos. Em regiões de elevada endemicidade, a diversidade 

genética dessas proteínas tem sido descrita como fator limitante para a rápida aquisição de 

imunidade protetora, além de ter implicações no desenvolvimento e eficiência de vacinas. 

Entretanto, este tema tem sido pouco abordado em regiões de transmissão instável como as 

áreas endêmicas brasileiras. No presente estudo, avaliou-se a distribuição de subclasses de 

IgG anti-MSP-1 e anti-MSP-2 em indivíduos provenientes de duas regiões endêmicas na 

Amazônia brasileira, correlacionando-a à diversidade genética apresentada pelos isolados 

naturais de P. falciparum. Em indivíduos provenientes de um estudo seccional conduzido no 

Garimpo Satélite (Apiacás-MT), níveis similares de subclasses de IgG que reconhecem o 

bloco 17 conservado (PfMSP-119) e o bloco 2 polimórfico (famílias alélicas MAD20, K1 e 

RO33) da MSP-1 foram observados, independente da expressão clínica da doença 

(sintomáticas ou assintomáticas). A associação entre o perfil de anticorpos anti-MSP-1 

(blocos 2 e 17) e o tempo de exposição em área endêmica não foi observada entre os grupos 

de indivíduos avaliados. Sete diferentes haplótipos relacionados ao bloco 2 foram detectados 

entre os isolados naturais de P. falciparum seqüenciados, sugerindo uma limitada diversidade 

genética entre as populações de parasito circulantes na região. O perfil da resposta de 

subclasses anti-MSP2 também foi investigado. É interessante observar que uma característica 

marcante da resposta humoral observada para antígenos que integram a porção polimórfica da 

MSP-2 (bloco 3/ famílias alélicas FC27 e 3D7) foi a polarização para IgG3, também 

observada para antígenos do bloco 2 da MSP-1. Essa polarização parece associar-se a 

características inerentes aos epitopos imunogênicos, sendo pouco influenciada pelo grau de 

exposição à malária (tempo de exposição em área endêmica), idade e presença de infecção 

patente por P. falciparum. Outra observação interessante diz respeito à ausência de associação 

entre a família alélica infectante e a resposta de subclasses específicas. Uma provável 

explicação para este fato é a ocorrência do fenômeno imunológico denominado “clonal 

imprinting” (ou impressão clonal) no qual espera-se que freqüentes reinfecções com 

populações geneticamente distintas de parasitos induzam um aumento nos níveis de 

anticorpos preexistentes, mas não a produção de anticorpos com novas especificidades. Essa 
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hipótese foi testada em um estudo longitudinal conduzido entre 35 indivíduos residentes em 

uma comunidade rural do estado do Acre (Ramal do Granada-Acrelândia) por um período de 

15 meses. A detecção dos níveis de anticorpos anti-MSP-2 antes, durante e/ou após a 

exposição de cada indivíduo aos parasitos locais foi avaliada durante o seguimento. No ponto 

inicial do estudo, 16 indivíduos não infectados mas, reportando episódios passados de 

malária, falharam em reconhecer três diferentes variantes antigênicas que integram a família 

alélica 3D7. Entretanto, durante a infecção com parasitos 3D7, seis indivíduos passaram a 

apresentar anticorpos família-específicos, o que contraria a idéia de ocorrência de impressão 

clonal. Além disso, antígenos que representam a família alélica FC27 foram 

predominantemente reconhecidos na linha de base do estudo (n=356), havendo expressiva 

reatividade cruzada de anticorpos variante-específicos que integram essa família. Ao contrário 

do observado para a família 3D7, os anticorpos anti-FC27 permaneceram estáveis durante o 

seguimento, sugerindo uma produção dependente de células T e, portanto, com indução de 

memória imunológica. Entretanto, esses anticorpos específicos não protegeram os indivíduos 

de uma nova infecção por parasitos homólogos. Nossos estudos apontam para a real 

necessidade de se pesquisar a reposta imune contra antígenos polimórficos candidatos à 

vacina antimalárica em diferentes realidades epidemiológicas.  
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INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

1.1- A Malária: um problema global de saúde pública  

A malária humana pode ser causada por quatro espécies de plasmódios: o Plasmodium 

falciparum, o Plasmodium vivax, o Plasmodium malariae e o Plasmodium ovale. Conhecida 

popularmente como maleita, febre intermitente, paludismo, impaludismo, febre terçã ou febre 

quartã, a doença ocorre de forma endêmica nas regiões tropicais e subtropicais do globo, onde 

constitui um dos maiores problemas de saúde pública. Durante o século XX, campanhas de 

controle permitiram uma redução de 50% na sua distribuição global, mas aproximadamente 3 

bilhões de pessoas (cerca da metade da população mundial) ainda habitam áreas de risco para 

a doença (Hay et al., 2004). Esse número mostra-se superior a qualquer outro período da 

história, em particular devido ao crescimento desordenado da população humana (Hay et al., 

2005).  

Segundo estimativas recentes, em 2001 ocorreram aproximadamente 400 milhões de 

casos clínicos de malária no mundo; 80% restringiram-se ao continente africano, onde cerca 

de 1,1 milhões de pessoas sucumbiram ao óbito (Hay et al., 2004). Em sua maioria, os óbitos 

ocorreram entre crianças menores de 5 anos e mulheres grávidas. Os demais casos (20%) 

foram distribuídos entre o Sudeste Asiático, a América Latina e a Oceania (Figura 1). A 

transmissão da doença não ocorre de forma homogênea, havendo regiões com menor (regiões 

hipo-mesoendêmicas) e maior (hiper-holoendêmicas) risco de infecção (Figura 1). 

Haja vista o crescente número de casos da doença registrados até meados dos anos 90, 

sobretudo nos países da África Subsaariana, em 1998 a OMS, em aliança com o Programa de 

Desenvolvimento das Nações Unidas (UNDP), com o Fundo das Nações Unidas para a 

Infância (UNICEF) e com o Banco Mundial, lançou um programa global de combate à 

malária, o Roll Back Malária (RBM). Com o objetivo ambicioso de reduzir a morbidade e a 

mortalidade causada pela malária em 50% até o ano 2010, a OMS conta com o engajamento 

sólido dos setores de saúde, entidades governamentais e não governamentais, instituições de 

pesquisa, organizações privadas e comunidades afetadas. Dessa forma, busca-se o rápido 

acesso do indivíduo ao tratamento, principalmente crianças e mulheres grávidas, além de 

estratégias que dificultem o contato entre o vetor e hospedeiro vertebrado, como o uso de 

mosquiteiros impregnados com inseticidas residuais (RBM, 2002).  

Embora em algumas regiões a negligência, por parte dos governos atuais, cause a 

deterioração das operações de prevenção e controle da doença, permitindo o reaparecimento 
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da doença em locais onde a mesma já havia sido considerada erradicada, (como na Coréia e 

no Tajiquistão), bons resultados vêm sendo alcançados desde a implantação do RBM (WHO, 

2000).   

Figura 1: Distribuição geográfica e endemicidade da malária no mundo. Fonte: WHO (2005). 

 

Considerada um dos maiores flagelos da humanidade devido, sobretudo, às alarmantes 

taxas de morbi-mortalidade, a malária constitui também um sério obstáculo para o 

desenvolvimento econômico das nações onde ocorre (Saches & Malaney, 2002). Assim, a 

elevada ocorrência de malária importada observada nos últimos anos tem posto em alerta 

autoridades governamentais em muitos países desenvolvidos (WHO, 2000).  

Dentre as espécies de plasmódios capazes de infectar o homem, o P. falciparum e o P. 

vivax são as mais comuns. Contudo, enquanto o P. vivax é raramente fatal, o P. falciparum é 

altamente virulento, sendo capaz de causar a forma grave da doença. Esta espécie é associada 

a mais de 95% dos óbitos por malária registrados anualmente em todo o mundo (WHO, 

2005). Segundo estimativas recentes, no ano de 2005 cerca de 3,5 bilhões de pessoas 

habitavam zonas de risco para essa espécie (Figura 2). Surpreendentemente, 75% deste total 

residiam em apenas dez países endêmicos (Guerra et al., 2006).  

Diante das estimativas alarmantes relativas a distribuição da malária no mundo, os 

chamados mapas de risco tornaram-se essenciais por permitirem uma melhor e mais rápida 

articulação das estratégias preconizadas para combate à doença. Até recentemente, os limites 

espaciais das áreas de risco de malária não se encontravam definidos e compreendidos, sendo 

delineados somente a partir do ano de 2002, com base em informações disponibilizadas pela 

  

  

  
  

Endemicidade
Regiões Holoendêmicas
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OMS (Hay et al., 2004). Contudo, detalhes de como esses limites foram construídos não estão 

claros. Recentemente, estudos minuciosos reunindo características epidemiológicas, 

geográficas e demográficas da malária e da população humana têm permitido traçar 

interessantes perfis da distribuição de P. falciparum e P. vivax em todo o mundo (Snow et al., 

2005; Guerra et al.; 2006). Esses estudos permitiram estimar, em 2002, cerca de 515 (300-

660) milhões de casos clínicos de malárias atribuídos ao P. falciparum em todo mundo. Além 

disso, cerca de 2,5 bilhões de pessoas encontravam-se sob risco de infecção. Essas pesquisas 

sugerem, ainda, que 70% do total dos casos distribuíram-se entre os países da África; 25% 

entre a população do leste asiático e 5% nas demais regiões endêmicas do globo (Snow et al., 

2005). Se esses dados estiverem corretos, a distribuição global dessa espécie, baseada nas 

informações cedidas pela OMS, encontra-se subestimada, sendo, pelo menos, um terço maior 

que o previamente proposto para as regiões fora do continente africano. Para o Brasil, a 

estimativa de casos é três vezes maior que aquela proposta pela OMS (Snow et al., 2005). 

Figura 2: Distribuição global do P. falciparum (Snow et al., 2005) 

 

1.2-A malária no Brasil: passado e presente  

No Brasil, a malária alcançou seu auge no início do século XX, quando todo o 

território nacional encontrava-se acometido pela doença. Nessa época, a doença se firmou 

como um dos mais importantes agravos à saúde (Camargo, 2003).  

Historicamente, grandes surtos epidêmicos da doença foram registrados na área 

endêmica brasileira. A primeira grande epidemia, ocorrida no final do século XIX, deu-se em 
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função da migração maciça de indivíduos nordestinos para a Amazônia, atraídos pelo sonho 

de riqueza imediata durante o “Império” da borracha. Naquela época, o Brasil comprometeu-

se em construir a estrada de Ferro Madeira-Mamoré (mais tarde conhecida como “Ferrovia do 

Diabo”) com a finalidade de dar vazão à estrondosa produção de látex produzido na Bolívia. 

Durante a construção dessa ferrovia que ligaria as cidades de Santo Antônio a Guajará-Mirim, 

em Rondônia, explodiu a segunda grande epidemia brasileira de malária, durante a qual 

milhares de pessoas contraíram a infecção e chegaram ao óbito (Camargo, 2003).  

Outro grande surto ocorreu nos anos 30, quando o Anopheles gambiae, principal vetor 

da malária humana no continente africano, foi introduzido no Brasil, mais precisamente no 

estado do Rio Grande do Norte. Em apenas dois anos após sua introdução, o número de casos 

de malária aumentou 12 vezes naquele estado, alcançando a dimensão de 10 mil casos em 

uma população de cerca de 12 mil habitantes. No final da década de 30, o mosquito havia 

invadido também outras regiões nordestinas. Com uma intensiva ação de controle 

proporcionada pelos serviços de saúde, baseada principalmente na eliminação de criadouros 

com aplicações de larvicidas, o An gambiae foi considerado erradicado do Brasil na década de 

40. Esse é o único exemplo de sucesso, em caráter mundial, de erradicação de um vetor 

nocivo. Cabe ressaltar, contudo, que alguns fatores contribuíram para que esse sucesso fosse 

alcançado, como o fato de se tratar de uma espécie importada ainda não adaptada e, portanto, 

vulnerável às ações de controle estabelecidas (Camargo, 2003). 

Após a segunda Guerra Mundial, com o surgimento de inseticidas de ação residual 

(DDT) e com base nos conhecimentos adquiridos sobre o comportamento dos mosquitos 

vetores, os quais apresentavam atividade no interior dos domicílios repousando sobre as 

paredes após o repasto sanguíneo, a OMS lançou, em 1957, as bases para a Campanha de 

Erradicação da Malária. Essa campanha teve como pilares o uso de inseticidas de ação 

residual, o tratamento dos indivíduos acometidos e a melhoria das condições sanitárias. Como 

conseqüência, em meados dos anos 70, observou-se um acentuado declínio no número de 

casos em muitos países da Europa e em outros países, como o Brasil, onde a malária tornou-se 

pontual, sendo sucumbida à Amazônia Legal (CENEP/FUNASA/MS, 1999; Camargo, 2003). 

Dentre as várias razões de ordem social e ambiental que podem explicar o caráter geográfico 

restrito da doença no Brasil, merecem destaque as características climático-ambientais e as 

formas de vida da população, as quais dificultam que medidas tradicionais de controle, como 

o uso de inseticidas de ação residual e de proteção individual contra o mosquito vetor, sejam 

eficazes nessas regiões (MacGreevy, 1989).  
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A partir de 1970 a prevalência de malária na Amazônia Legal voltou a aumentar, 

ultrapassando os 50.000 casos registrados naquele ano e atingindo mais de 630.000 em 1999 

(Ministério da Saúde, MS, 2000). Dentre as várias razões que contribuíram para essa tragédia 

social podem ser destacados os incentivos às atividades econômicas locais, que incluem a 

agricultura, as atividades profissionais ligadas aos desmatamentos, a construção de estradas, a 

extração de madeira e a mineração ao longo das margens da floresta, influenciando o padrão 

de migração humana. Esse aumento na prevalência da doença também pode ser atribuído à 

seleção de cepas de parasitos, principalmente de P. falciparum, resistentes a drogas 

antimaláricas. Casos de resistência à cloroquina vêm sendo verificados desde a década de 60 e 

70, na América Latina, e desde a década de 80 em várias regiões do sudeste asiático. Hoje, no 

Brasil, a resistência do P. falciparum a cloroquina é de 100% (Alecrim et al., 1982; Marques 

et al., 1993). Além disso, casos de P. vivax resistente à cloroquina e à mefloquina já foram 

relatados na região Amazônica (Alecrim et al., 1999). 

Atualmente, cerca de 80% dos casos de malária detectados anualmente no Brasil são 

atribuídos ao P. vivax. Contudo, é preocupante a ascensão dos casos de malária por P. 

falciparum, o que favorece a ocorrência da doença nas suas formas graves, podendo ocasionar 

óbitos. De 1999 a 2005, a proporção de malária falciparum aumentou de 18,6% para 25,7%, 

colocando em alerta muitos municípios (MS, 2006).  

Em virtude do alarmante número de casos registrados em 1999 (637.470), o Ministério 

da Saúde (MS) lançou, no ano 2000, um importante plano de intensificação das ações de 

controle de malária (PIACM) para a Amazônia Legal. Com o objetivo de reduzir a incidência 

da doença, evitar o surgimento de epidemias localizadas e reduzir a gravidade das infecções, 

as medidas preconizadas priorizaram municípios com índice parasitário anual (IPA) maior 

que 49,9 (responsáveis por 80% dos casos da doença na região), além daqueles com 

prevalência de malária falciparum maior que 20%. Graças a essa estratégia, baseada 

principalmente no diagnóstico e no tratamento imediato das infecções, a redução do número 

de casos de malária da Amazônia Legal em 2001 chegou a 39% (389.737) em relação ao ano 

de 1999. Em 2002 foram registrados cerca de 300 mil casos, o que representou uma redução 

de cerca de 53% em relação a 1999. Estima-se, portanto, que tenham sido evitados 1,5 

milhões de casos novos da doença entre os anos de 2000 a 2002 (FUNASA, 2003; MS, 2005). 

Apesar da redução no número de notificações ter sido mantida até 2002, uma elevação 

expressiva nesse número foi observada na maior parte dos estados que compõem a Amazônia 

Legal (exceção para os estados do Pará e Tocantins, nos quais o número de casos decresceu), 
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perfazendo um total de 459 mil notificações em 2004. Embora isso reflita a fragilidade e as 

dificuldades de manutenção das estratégias preconizadas, o perfil epidemiológico da malária 

no Brasil, após a implantação do PIACM, mostrou-se animador, havendo considerável 

redução no número de municípios com alto e médio risco de infecção (MS, 2005). De 

qualquer forma, a heterogeneidade na distribuição da doença na região amazônica, com áreas 

de alta, média e baixa endemicidade, além do acesso restrito a algumas dessas regiões, exigem 

adequações imediatas das estratégias de controle. 

Outro ponto que merece atenção é o surgimento de surtos epidêmicos na região extra-

amazônica. A ocorrência de malária em locais normalmente livres de transmissão tem se 

associado ao intenso fluxo migratório de indivíduos à região amazônica. É o caso dos surtos 

registrados recentemente em Minas Gerais, Espírito Santo, Bahia, Paraná, Rio de Janeiro e 

Mato Grosso. Como características comuns, esses estados reúnem condições favoráveis ao 

estabelecimento e manutenção da transmissão, como população susceptível e presença do 

vetor, além de boas condições ecológicas, geográficas e econômicas para o estabelecimento 

do foco malarígeno (MS, 2005).  

 

Figura. 3: Mapas de risco para a malária nos estados da Amazônia Legal nos anos de 1999 e 2003. 

IPA = índice parasitário anual. Fonte: Ministério da Saúde,  2005. 

 

Em decorrência da crescente resistência desenvolvida pelos plasmódios aos 

medicamentos usuais e do elevado número de casos graves e óbitos registrados anualmente, 

grandes esforços têm sido centrados no desenvolvimento de uma vacina efetiva em âmbito 

mundial. Contudo, apesar dos espetaculares avanços tecnológicos verificados durante o século 

passado, o desenvolvimento de uma vacina efetiva contra os plasmódios não foi obtido. Esse 

insucesso deve-se, pelo menos em parte, ao limitado entendimento sobre a biologia do 
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parasito, sua interação com o homem e sua capacidade de evasão das respostas imunológicas 

montadas pelo hospedeiro. Isso deixa claro que controlar ou erradicar a transmissão de 

malária, principalmente nos países em desenvolvimento, continua sendo um grande desafio e 

um projeto a longo prazo. 

 

1.3- Ciclo de vida dos plasmódios humanos no hospedeiro vertebrado  

A transmissão natural da malária humana ocorre quando fêmeas de mosquitos 

anofelinos inoculam no hospedeiro vertebrado, durante seu repasto sanguíneo, as formas 

infectantes do parasito, denominadas esporozoítos. Embora os esperozoítos possam ser 

injetados diretamente nos capilares sanguíneos do hospedeiro, a maior parte deles é inoculada 

no tecido subcutâneo (Vanderberg & Frevert, 2004; Amino et al., 2006; revisto por Prudêncio 

et al., 2006). Utilizando a técnica de microscopia intravital, um estudo recente com plasmódio 

de roedores (Plasmodium berghei) demonstrou que apenas uma proporção dos esporozoítos 

inoculados na derme invade os capilares sanguíneos, sendo os demais drenados pelos vasos 

linfáticos (Amino et al., 2006). Somente aqueles que penetram nos capilares chegam aos 

hepatócitos iniciando o ciclo exo-eritrocítico da doença (Vanderberg & Frevert, 2004; Amino 

et al., 2006). Os parasitos drenados pelos vasos linfáticos são retidos próximo ao linfonodo 

proximal, onde são fagocitados e degradados pelas células dendríticas. Alguns podem, 

contudo, desenvolver-se parcialmente em formas exoeritrocíticas semelhante àquelas 

observadas nos hepatócitos antes de serem degradados (Amino et al., 2006). 

Ainda não está claro o mecanismo através do qual os esporozoítos passam dos 

capilares sinusóides do fígado para os hepatócitos. Várias possibilidades são aventadas, 

dentre elas: (i) os esporozoítos utilizariam células fagocitárias de Kupffer ou (ii) células 

endoteliais dos vasos sanguíneos (Vanderberg et al., 1990). Recentemente foi demonstrado, 

por meio de experimentos “in vitro” e “in vivo”, que esporozoítos de P. berghei e 

Plasmodium yoelii reconhecem e invadem ativamente as células de Kupffer (CK) por um 

mecanismo de invaginação da membrana com conseqüente formação de um vacúolo 

parasitóforo (Pradel & Frevert, 2001). Essas células permitem que os esporozoítos 

ultrapassem barreiras como os sinusóides do fígado antes de infectar os hepatócitos. Já outros 

experimentos “in vitro” e “in vivo” demonstraram que os esporozoítos de P. yoelii são 

capazes de atravessar o citosol de várias células antes de invadir um hepatócito, com 

conseqüente formação do vacúolo parasitóforo e desenvolvimento em formas exoeritrocíticas 
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(FEE) (Mota et al., 2001). Embora essas membranas possam ser rapidamente reparadas, as 

sucessivas passagens dos esporozoítos pelas células hospedeiras podem causar sérios danos a 

essas células, incluindo a morte. Mesmo assim, essas passagens parecem ser fundamentais 

para o ciclo de vida dos plasmódios, induzindo a secreção de uma substância chamada fator 

de crescimento dos hepatócitos (HGF), a qual torna tais células mais susceptíveis à infecção 

(Mota et al., 2001; Carrolo et al., 2003). O reconhecimento e a invasão dos hepatócitos pelos 

esporozoítos parece envolver a participação de pelo menos duas proteínas: a proteína circun-

esporozoíto (CS) (revisto por Kappe et al., 2003) e a proteína adesiva relacionada à 

trombospondina – TRAP – (Trottein et al., 1995). A proteína CS apresenta-se de forma 

abundante na superfície dos esporozoítos, e está associada ao reconhecimento e à adesão dos 

parasitos aos proteoglicanos heparan sulfato expressos pelos hepatócitos, células estreladas e 

CK (revisto por Kappe et al., 2004; revisto por Mota et al., 2006). A TRAP, por sua vez, é 

encontrada nos micronemas e na membrana plasmática dos esporozoítos, onde se distribui de 

maneira irregular. Parece ser fundamental durante a locomoção e internalização na célula 

hospedeira, já que esporozoítos TRAP tornam-se incapazes de infectar hepatócitos (Sultan et 

al., 1997).  

Após invadir o hepatócito, os esporozoítos se multiplicam por reprodução assexuada 

(esquizogonia), originando milhares de merozoítos (30.000 a 40.000, dependendo da espécie). 

Até recentemente, a liberação dos merozoítos hepáticos para a circulação era referida como 

conseqüência da ruptura dos hepatócitos infectados, mas esse fato nunca havia sido 

demonstrado diretamente. Contrariando tal hipótese, demonstrou-se recentemente, “in vivo”, 

que os merozoítos são liberados para os sinusóides hepáticos envoltos por uma estrutura 

vesicular denominada merosoma (Sturm et al., 2006). A velocidade de deslocamento dessas 

estruturas é menor quando comparada a velocidade dos eritrócitos circulantes, sugerindo que 

a superfície do merosoma possui moléculas que interagem com o endotélio dos sinusóides 

hepáticos. Eles possuem a capacidade de não serem reconhecidos pelo sistema imune do 

hospedeiro, permanecendo intactos por pelo menos uma hora. Esse estudo revelou ainda que 

embora as células hospedeiras apresentem características apoptóticas, os níveis de 

fosfatidilserina em sua superfície não se encontraram elevados, o que sugere que os parasitos 

controlam certos mecanismos intracelulares prevenindo sua fagocitose. Sem o 

reconhecimento pelas células fagocitárias, os merozoítos, após romperem a membrana do 



 23 

merosoma, são liberados na circulação para invasão dos eritrócitos iniciando o ciclo 

sangüíneo.  

O desenvolvimento nas células do fígado requer aproximadamente uma semana para o 

P. falciparum e P. vivax e cerca de duas semanas para o P. malariae. Nas infecções por P. 

vivax e P. ovale, o mosquito inocula distintas populações de esporozoítos; algumas se 

desenvolvem rapidamente enquanto outras ficam em estado de latência no fígado 

(hipnozoítos) (Krotoski, 1985). Estes hipnozoítos são os responsáveis pelas recaídas da 

doença após períodos variáveis de incubação. 

O desenvolvimento eritrocítico do parasito segue duas vias distintas: multiplicação 

assexuada por esquizogonia e diferenciação em estágios sexuados, denominados gametócitos, 

que irão evoluir no mosquito dando origem aos esporozoítos. Da esquizogonia sangüínea são 

formados os merozoítos que invadirão novos eritrócitos. Assim, o ciclo sangüíneo se repete 

sucessivas vezes, sendo responsável pela patogenia da doença. Dependendo da espécie de 

Plasmodium, os sintomas podem se manifestar na forma não complicada, evoluindo ou não 

para a forma complicada. Nas infecções por P. vivax, P. malariae e P. ovale predomina a 

forma não complicada, caracterizada por febre intermitente e intensa debilidade física, entre 

outros sintomas. Nas infecções por P. falciparum, como dito anteriormente, manifestações 

mais graves podem ocorrer, caracterizando a forma complicada da doença, podendo levar o 

paciente ao óbito. Dentre essas, destacam-se os quadros de malária cerebral, anemia grave e 

acidose metabólica (revisto por Miller et al., 2002). 

 

1.4 – Imunidade e malária 

- A imunidade inata 

A resistência de um hospedeiro contra uma infecção depende de uma complexa 

interação entre mecanismos imunes inatos e adquiridos. O sistema imune inato atua na 

primeira linha de defesa do organismo, controlando a infecção até que a imunidade adaptativa 

ou adquirida seja estabelecida. Portanto, a indução dos mecanismos que caracterizam a 

imunidade inata independe do contato prévio do indivíduo com o patógeno, indicando que sua 

ativação é mediada por moléculas conservadas entre as diferentes espécies ou cepa do 

microorganismo (Stevenson & Riley, 2004).  

Os macrófagos, as células natural killer (NK), as células dendríticas (CDs) e as células 

T γδ são apontadas como os mais importantes componentes da imunidade inata, mas fatores 
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genéticos relacionados ao hospedeiro vertebrado (tais como anemia falciforme, deficiência da 

glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PD), talassemias e antígenos de grupo sanguíneo) 

contribuem parcial ou totalmente para a proteção do indivíduo contra a infecção. Por 

exemplo, mecanismos relacionados ao aumento do estresse oxidativo e fagocitose dos 

eritrócitos parasitados associam-se a mutações ou deleções no gene que codifica para a porção 

globina (Senock et al., 1998; Ayi et al., 2004), enquanto a deficiência de G6PD tem se 

associado à aumentada opsonização e fagocitose dos eritrócitos parasitados e redução do 

desenvolvimento parasitário (Cappadoro et al., 1998; Sodeind et al., 2003). Proteínas do 

sangue, incluindo os membros do sistema complemento e citocinas também se tornam 

essenciais para o combate à infecção. 

 Os macrófagos ou fagócitos mononucleares desempenham importante papel na 

imunidade inata contra a malária, devido, sobretudo, à sua alta capacidade em fagocitar 

eritrócitos parasitados na ausência de anticorpos citofílicos e opsonizadores (revisto por 

Serghides et al., 2003). Contudo, os macrófagos podem ser mais importantes como células 

efetoras durante a resposta adaptativa, quando atuam produzindo mediadores inflamatórios 

que ativam linfócitos T CD4+ (Good & Doolan, 1999). 

As células dendríticas (CD) são importantes células apresentadoras de antígeno 

(APC), e devido à sua elevada habilidade em capturar, processar e apresentar antígenos 

possuem papel central tanto na imunidade inata quanto na imunidade adquirida (Stevenson & 

Riley, 2004). O conhecimento detalhado sobre a interação das CD com os plasmódios ainda é 

bastante limitado e controverso, mas estudos “in vitro” e “in vivo” têm demonstrado que a 

maturação dessas células parece ser fortemente modulada pelos estágios eritrocíticos do 

parasito (Urban et al., 1999; Ocanã-Morgner et al., 2003). A ligação de eritrócitos infectados 

a CD36 e/ou CD51, expressos na superfície das CD, parece inibir a expressão de moléculas 

co-estimuladoras como CD40, CD80, CD83 e CD86, sendo observados níveis elevados de IL-

10 em relação a IL-12. Como conseqüência, CD expostas aos eritrócitos infectados tornam-se 

limitadas quanto à sua capacidade de processar e apresentar peptídeos às células T e ativar 

células T CD4+ de memória (Urban et al., 2001).  Em outros estudos, no entanto, a inibição da 

maturação e da ativação das CD por eritrócitos infectados não tem sido demonstrada (Seixas 

et al., 2001; Perry et al., 2004).  

 As células NK são ativadas em resposta aos interferons (IFN-α e β) ou às citocinas 

(IL-12, IL-18) derivadas de macrófagos e CD. Quando ativadas, essas células auxiliam na 
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contenção inicial da infecção por meio de mecanismos citotóxicos, os quais envolvem a 

participação de proteínas formadoras de poros (perforinas) e indutoras de apoptose 

(granzimas) (Lieberman, 2003). Além disso, as células NK ativadas por TNF-α e IL-12 

secretam grandes quantidades de INF-γ, uma citocina pro-inflamatória essencial para o 

controle da infecção malárica via indução de mecanismos que incluem a ativação de 

macrófagos, a diferenciação de linfócitos T CD4+ e a produção de anticorpos por linfócitos B 

(Mohan et al., 1997; de Souza et al., 1997; Boehm et al., 1997). Em contraste, níveis elevados 

de IL-4, IL-10 e TGF-β suprimem a ativação dessas células (Biron et al., 1999; Colucci et al., 

2003). Interessantemente, camundongos C57BL/6 depledados de NKs apresentam uma rápida 

progressão na parasitemia sangüínea durante a infecção por Plasmodium chabaudi chabaudi 

AS (Mohan at al., 1997). Tais animais apresentam níveis reduzidos de INF-γ e não são 

capazes de controlar a infecção por P.  yoelii não-letal (de Souza et al., 1997). Em humanos, 

as NK parecem ser as primeiras células do sangue periférico a produzir INF-γ em resposta à 

infecção por P. falciparum (revisto por Artavanis-Tsakonas & Riley, 2002).  

 As células T γδ atuam tanto na imunidade inata quanto na imunidade adquirida, 

durante as quais secretam grandes quantidades de INF-γ (Langhorn et al., 1994; Hviid et al., 

2001). A ativação dessas células durante a infecção malárica dá-se por meio de citocinas 

exógenas, sugerindo que as respostas imunes desencadeadas pelas mesmas ocorrem 

secundariamente à ativação de monócitos e NK (revisto por Stevenson & Riley, 2004). 

Durante a fase aguda de uma infecção primária pelos plasmódios, tanto em humanos quanto 

em modelos animais, tais células encontram-se em número bastante elevado na circulação, o 

que sugere sua importante participação no controle do crescimento do parasito (revisto por 

Yazdani et al., 2006).  

O impacto da resposta imune inata no estado clínico da infecção pelos plasmódios não 

é totalmente conclusivo, mas algumas inferências tornam-se pertinentes. Inicialmente, uma 

rápida e considerável produção de citocinas pró-inflamatórias pode permitir ao hospedeiro o 

controle da infecção até que a imunidade adaptativa se estabeleça. Embora seja mais relevante 

durante o primeiro episódio da infecção, a imunidade inata pode ser requerida durante re-

infecções por parasitos geneticamente distintos. Por outro lado, uma resposta imune 

exacerbada pode, diretamente ou indiretamente, culminar no desenvolvimento de quadros 

graves de malária. Nesse cenário, a imunidade adquirida parece atuar para controlar níveis 

circulantes de citocinas pró-inflamatórias de forma a favorecer o “clearence” parasitário e 
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impedir o estabelecimento das formas graves da infecção. Entretanto, os eventos que 

contribuem para esse equilíbrio ainda não são compreendidos.  Tanto em humanos quanto em 

modelos animais, IL-10 e TGF-β parecem exercer papel fundamental no controle de citocinas 

pró-inflamatórias, como INF-γ e IL-12, produzidas por células do sistema imune inato: NK, 

CD e macrófagos (revisto por Stevenson & Riley, 2004). 

 

-A imunidade naturalmente adquirida à malária:  

A imunidade adquirida contra os estágios sanguíneos do Plasmodium envolve dois 

grandes mecanismos: a resposta imune humoral e a resposta imune mediada por células. 

Após a fase exoeritrocítica do ciclo de vida dos plasmódios, a invasão dos eritrócitos é 

o passo fundamental para o prosseguimento da infecção, constituindo um dos principais alvos 

para a resposta imune protetora. Durante esse processo, é iniciada uma cascata de eventos que 

envolve uma complexa interação entre a célula hospedeira e proteínas do parasito (sobretudo 

proteínas de superfície). Considerando-se que os eritrócitos são incapazes de processar e 

apresentar antígenos, e o fato das proteínas do parasito serem expostas ao sistema imune do 

hospedeiro por um curto período de tempo, os anticorpos são considerados as principais 

moléculas responsáveis pela imunidade adquirida contra os estágios sanguíneos do 

Plasmodium (Marsh & Kinyanjui, 2006; Yazdani et al., 2006). Produzidos por linfócitos B 

ativados, tais moléculas podem atuar promovendo distintos mecanismos, como a fagocitose 

de eritrócitos infectados e o bloqueio da invasão dos eritrócitos pelos merozoítos (Bouharoun-

Tayoun et al., 1995; O’Donnell et al., 2001). Além disso, anticorpos específicos dirigidos 

contra a P. falciparum erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP-1), expressa na superfície dos 

eritrócitos infectados (knobs), podem interferir no processo de citoaderência, protegendo o 

hospedeiro contra a forma grave da infecção (Giha et al., 2000). Os anticorpos podem, ainda, 

reconhecer moléculas expressas exclusivamente na superfície de gametócitos, interferindo no 

desenvolvimento do parasito no mosquito vetor (Snewin et al., 1995). Em virtude dessas 

observações, discute-se, atualmente, a possibilidade de se sintetizar anticorpos com propósito 

terapêutico ou vacinal (revisto por Pleass & Holder, 2005).  

Apesar do essencial papel dos anticorpos na imunidade antimalárica, experimentos 

realizados com roedores depledados de células B sugerem que linfócitos T CD4+ são capazes 

de limitar o crescimento parasitário independente da presença de imunoglobulinas (Van der 

Heyde et al., 1994). Em humanos, embora não seja possível avaliar “in vivo” o papel protetor 
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dessas células atuando independentemente da participação dos anticorpos, estudos “in vitro” 

também sugerem que células T CD4+ são capazes controlar a parasitemia (Brown et al., 1986; 

Fell et al., 1994). Diante disso, uma questão intrigante é a necessidade de vários anos de 

exposição aos parasitos em áreas endêmicas para o desenvolvimento de imunidade protetora. 

Uma possível explicação, com base em estudos realizados em roedores, é o fato de que, 

durante a infecção, células T CD4+ parasito-específicas sofrem apoptose, sendo o INF-γ a 

principal citocina envolvida nesse processo. Conseqüentemente, a habilidade dessas células 

controlarem o desenvolvimento parasitário torna-se limitado em uma infecção subseqüente 

(Wipasa et al., 2001; Xu et al., 2002). No entanto, os mecanismos que controlam esses 

processos precisam ser melhor caracterizados. 

As citocinas envolvidas na imunidade celular são originadas, principalmente, da 

ativação de células T CD4+ e podem atuar tanto na proteção quanto em mecanismos 

patológicos. Isso sugere a necessidade de um balanço nos níveis dessas substâncias durante as 

respostas inflamatórias, de forma a propiciar o controle da infecção e a prevenção da 

patologia associada à doença. Citocinas pró-inflamatórias (tais como INF-γ, TNF-α, IL-12 e 

IL-18) mostram-se essenciais para o controle da infecção, enquanto citocinas 

antiinflamatórias (tais como IL-10 e TGF-β) são requeridas para reprimir os efeitos 

patológicos da infecção associados a quadros graves da doença, como malaria cerebral e 

anemia grave (revisto por Yazdani et al., 2006).  

É interessante observar que células T CD4+CD25+, também conhecidas como 

reguladoras (células Treg), mostram-se capazes de modular a ativação de células T CD4+ e 

CD8+, o que pode favorecer o desenvolvimento parasitário. Em roedores, a depleção de 

células Treg os protegem da morte quando desafiados com uma cepa letal de P. yoelii (Hisaeda 

et al., 2004). Em humanos, tais células são induzidas rapidamente durante a fase eritrocítica 

da infecção pelo P. falciparum e parecem estar associadas a níveis elevados de TGF-β. Em 

contraste, os níveis de citocinas pró-inflamatórias e as respostas imunes específicas para os 

antígenos encontram-se reduzidas (Walther et al., 2005). Conseqüentemente, os níveis de 

parasitos circulantes apresentam-se elevados, favorecendo o estabelecimento de formas 

graves da infecção (Walther et al., 2005). 

Diante do exposto, conclui-se que as respostas imunológicas, inata e adquirida, são 

moduladas por fatores não completamente elucidados que interagem desencadeando 

mecanismos que podem contribuir ou não para o controle da infecção. Assim, torna-se 
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evidente que o entendimento detalhado dos processos imunoreguladores da imunidade 

antimalárica podem facilitar a busca racional por estratégias de controle. 

 

1.5 – O perfil da imunidade adquirida contra os plasmódios humanos em 

áreas de transmissão intensa  

 Em regiões de transmissão intensa, onde o P. falciparum é a espécie predominante, os 

recém-nascidos são relativamente resistentes à infecção durante os seis primeiros meses de 

vida devido provavelmente à transferência passiva de anticorpos (IgG) da mãe para o feto 

(Collins et al., 1977; Sehgal et al., 1989; Chizzolini et al., 1991). Porém, após este período, as 

crianças tornam-se altamente susceptíveis à doença, sendo comuns as infecções fatais durante 

os primeiros cinco anos de vida. Este é o período em que são registrados os maiores índices 

de mortalidade naquelas regiões. 

Com o aumento progressivo da idade, o número de ataques clínicos e a intensidade 

dos sintomas, bem como as taxas de parasitos circulantes, tendem a diminuir, caracterizando o 

período de maior morbidade da doença (Mshana et al., 1993; Egan et al., 1996). Atingindo a 

idade adulta, os sintomas clínicos da doença tornam-se geralmente ausentes (imunidade 

clínica ou imunidade anti-doença), e os níveis de parasitos sangüíneos extremamente baixos 

(imunidade anti-parasito) (McGregor et al., 1964; McGregor, et al., 1988), atingindo níveis 

subpatentes. Para ser alcançada, essa imunidade, também conhecida como premunição, requer 

vários anos de exposição contínua ao vetor infectado em área endêmica (Druilhe & Pérignon, 

1994; Shi et al., 1996) e é definida como um estado de equilíbrio entre o hospedeiro e o 

parasito (Druilhe & Khusmith, 1987; Pérignon and Druilhe, 1994; Druilhe & Pérignon, 1994).  

A premunição é freqüentemente observada em populações africanas que residem em áreas 

endêmicas, mesmo durante as estações de maior transmissão de malária.  

A premunição não possui caráter esterilizante, tendendo a diminuir com o tempo caso 

os padrões de inoculações não sejam mantidos (Mercereau-Puijalon et al., 1991; Druilhe & 

Pérignon, 1994). A baixa imunogenicidade e a grande diversidade ou polimorfismo genético 

dos antígenos maláricos podem ser indicados como prováveis causas da perda dessa 

imunidade quando o indivíduo “imune” se afasta da área endêmica (Mercereau-Puijalon et al., 

1991; Theander et al., 1992; Marsh & Kinyanjui, 2006). Em áreas endêmicas, anticorpos 

protetores de alta afinidade que reconhecem epitopos invariantes de diferentes antígenos 
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polimórficos podem requerer tempo para alcançar níveis ideais que levam à proteção (Pleass 

& Holder, 2006). 

Diferentemente da idéia atualmente aceita de que são necessários muitos anos de 

exposição ininterrupta para se adquirir imunidade contra a malária, tem sido sugerido que a 

proteção clínica contra a malária causada pelo P. falciparum pode depender de fatores 

intrínsecos do hospedeiro relacionados à idade. Essa hipótese fundamenta-se no fato de que 

crianças migrando de regiões livres de malária para regiões de elevada endemicidade em Iran 

Jaya adquiriram imunidade mais lentamente quando comparadas a indivíduos adultos (Baird 

et al., 1991; Baird et al., 1993). Nesse caso, a elevada taxa de parasitos circulantes associada à 

presença de sintomas de graus variados em indivíduos jovens e crianças poderia ser explicada, 

pelo menos em parte, pela ocorrência de deficiências na regulação dos mecanismos protetores 

efetores em consequência do estado imaturo do sistema imunológico (revisto por Baird, 

1995). Se isto for verdade, a proteção contra a malária pode ser adquirida independentemente 

de uma longa exposição ao parasito, sendo, portanto, independente do polimorfismo 

antigênico.  

Realmente, a associação entre infecção e ausência de sintomatologia requer 

especulações especiais. Em modelos experimentais, por exemplo, tem-se observado que a 

testosterona associa-se ao padrão clínico das infecções por P. chabaudi (Benten et al., 1997; 

revisto por Wunderlich et al., 2002), enquanto em humanos esse hormônio parece ter ação 

sobre os níveis de parasitemia de P. falciparum (Landgraf et al., 1994). Mais recentemente, 

Kurtis et al. (2001) e Leenstra et al. (2003) observaram que altos níveis do hormônio sulfato 

dehidroepiandrosterona (DHEA-S), o qual inibe a atividade da G6PD, encontravam-se 

relacionados ao aumento da resistência antimalárica e/ou a reduzidas densidades de parasitos 

durante e após a puberdade de indivíduos do sexo masculino e feminino, respectivamente. 

Nestes estudos, a densidade média de parasitos circulantes de P. falciparum chegou a ser 92% 

menor nos indivíduos que apresentavam altos níveis desse hormônio em relação àqueles que 

apresentavam níveis reduzidos. A freqüência da parasitemia também demonstrou correlação 

inversa com os níveis de DHEA-S, sendo essa associação significativa em indivíduos adultos. 

Reforçando tais encontros, um estudo posterior, conduzido “in vitro”, demonstrou a eficiente 

ação desse hormônio, bem como de seu análogo 16-α bromoepiandrosterona (EPI), na 

indução da fagocitose de eritrócitos infectados (Ayi et al., 2002). Cabe ressaltar, ainda, que o 

uso de cloroquina associado ao DHEA-S tem permitido que cepas de P. berghei resistentes à 



 30 

cloroquina tornem-se susceptíveis ao tratamento (Safeukiu et al., 2004). Esses estudos 

reforçam a hipótese proposta por Baird e colaboradores (Baird et al., 1991; Baird et al., 1993) 

de que o longo período necessário para o desenvolvimento de imunidade natural pode ser 

fortemente dependente do amadurecimento fisiológico do indivíduo.  

 

1.5.1. A imunidade adquirida em regiões de baixa transmissão (hipo-

mesoendêmicas): Brasil  

O grau de morbidade à malária em uma região depende de muitos fatores, tais como o 

grau de imunidade apresentada pelo hospedeiro; a cepa do parasito e o grau de resistência 

deste aos medicamentos preconizados; o nível de instabilidade de transmissão na área; o custo 

e a rapidez com que se tem acesso ao sistema de saúde. 

Devido ao caráter migrante da população endêmica brasileira e dado aos critérios para 

desenvolvimento de imunidade natural, como exposição intensa e ininterrupta aos parasitos da 

malária, até pouco tempo não acreditava-se na possibilidade da ocorrência de casos 

assintomáticos da doença em regiões com baixos níveis de transmissão, como no Brasil (Prata 

et al., 1988). Contudo, em 1995, Andrade e colaboradores descreveram, entre garimpeiros da 

Amazônia brasileira, os primeiros casos de infecções onde indivíduos parasitados não 

apresentaram qualquer sintoma clínico da doença até 48 horas após a visualização do parasito 

na gota espessa (Andrade et al., 1995). Posteriormente, Camargo et al. (1999) e Alves et al. 

(2002) descreveram casos de infecções assintomáticas por P. vivax (14%) em uma população 

ribeirinha do estado de Rondônia. Neste caso, as técnicas empregadas para a detecção e 

diagnóstico dos parasitos foram o exame de gota espessa e/ou PCR. Em outro estudo 

realizado entre garimpeiros do estado de Mato Grosso também foi verificada a ocorrência de 

infecções assintomáticas por Plasmodium. Entre 527 indivíduos estudados, 58 (11%) 

apresentaram parasitemias patentes (por P. falciparum ou P. vivax) detectáveis na gota 

espessa na completa ausência de sintomas após um período de acompanhamento clínico de 72 

horas (Fontes, 2001). Mais recentemente, utilizando a PCR como ferramenta para a detecção 

e identificação dos parasitos, 497 indivíduos pertencentes àquela população foram 

reavaliados, sendo observada uma prevalência de infecções assintomáticas de 27,3% (Scopel, 

2003). Outro estudo recente sobre a epidemiologia da malária no Parque Nacional do Rio Jaú, 

no estado do Amazonas, utilizando também a gota espessa e/ou PCR para detecção dos 

parasitos, demonstrou uma prevalência de infecção assintomática por Plasmodium de 25% 
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entre ribeirinhos dessa localidade. Essa prevalência foi obtida após o acompanhamento clínico 

do paciente por 150 dias (Ladeia-Andrade, 2005; Coura et al., 2006).  

Esses resultados reforçam descobertas anteriores de que indivíduos expostos à 

transmissão de malária no Brasil estão adquirindo proteção contra as manifestações clínicas 

da doença, mesmo em condições de hipo-mesoendemicidade.  

 

1.6 – Anticorpos contra antígenos de estágios eritrocíticos dos plasmódios 

 Apesar do papel bem estabelecido da imunidade inata e mediada por células na 

proteção contra os plasmódios, muitos estudos, desde a realização de experimentos clássicos 

na década de 60 (Cohen et al., 1961; McGregor, 1964) e 90 (Sabchareon et al., 1991), têm 

buscado incessantemente a caracterização de antígenos que induzam níveis elevados de 

anticorpos protetores (Taylor et al., 1998; Conway et al., 2000; Cavanagh et al., 2001; 

Metzger et al., 2003). Tais estudos têm sugerido que a resposta imune direcionada aos 

estágios sangüíneos dos plasmódios é poli-específica, envolvendo uma longa variedade de 

antígenos e distintos perfis de imunoglobulinas.  

Experimentos realizados com macacos infectados com P. falciparum demonstraram 

que a proteção conferida pela transferência de soro imune é mediada somente por anticorpos 

opsonizantes IgG1 e IgG3 (Groux et al., 1990; Garroud et al., 1994). Embora os mecanismos 

mediadores da proteção e a especificidade de anticorpos envolvidos não sejam totalmente 

compreendidos, sabe-se, com base em sistemas “in vitro”, que as IgG podem atuar por pelo 

menos três diferentes vias: a) inibindo a invasão dos eritrócitos pelos merozoítos; b) atuando 

em cooperação com monócitos, inibindo o desenvolvimento intraeritrocítico do parasito 

(mecanismo denominado ADCI ou  "antibody-dependent cell inhibition"), ou c) inibindo a 

citoaderência de eritrócitos infectados com P. falciparum (Druilhe & Pérignon, 1994; 

Bouharoun-Tayoun et al., 1995; Giha, et al., 2000; O’Donnell et al., 2001).  

No mecanismo de ADCI, após opsonizarem os merozoítos, IgG1 e IgG3 ligam-se por 

meio de sua porção Fc a receptores Fcγ expressos na superfície de monócitos, induzindo-os a 

produzir fatores solúveis, tais como TNF-α. Esses fatores agem inibindo o desenvolvimento 

das formas intraeritrocíticas sem que haja necessidade de contato entre células efetoras e 

eritrócitos infectados (Bouharoun-Tayoun, et al., 1990; Bouharoun-Tayoun, et al.,1995). 

Embora não seja capaz de eliminar completamente os parasitos circulantes, este mecanismo 

possui fundamental relevância na manutenção dos níveis de parasitemia abaixo do limiar de 
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patogenicidade (Bouharoun-Tayoun, et al., 1990). Recentemente, demonstrou-se, “in vitro”, 

que um único merozoíto para cada monócito é suficiente para desencadear uma potente 

atividade anti-parasito. Além disso, uma única partícula antigênica complexada a anticorpos 

citofílicos mostrou-se tão eficiente para a ativação ótima da ADCI quanto combinações 

complexas de antígenos (Jafarshad et al., 2007). Antígenos solúveis também foram capazes de 

ativar eficientemente esse mecanismo (Jafarshad et al., 2007).  

Apesar do importante papel dos anticorpos adquiridos na imunidade anti-parasito, 

tem-se verificado que os níveis totais de anticorpos IgG anti-P.falciparum, direcionados 

contra antígenos específicos, podem alcançar níveis similares em pacientes com malária 

moderada e grave dentro de uma mesma área (Erunkulu et al., 1992). Isso sugere que 

características qualitativas e funcionais dos anticorpos anti-plasmódio em populações 

expostas são importantes quanto à expressão clínica da infecção (Bouharoun-Tayoun & 

Druilhe, 1992a). Considerando-se as características qualitativas dos anticorpos, os indivíduos 

protegidos poderiam ser diferenciados daqueles não protegidos pela predominância de 

anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3 (Bouharoun-Tayoun & Druilhe, 1992b). De fato, apesar 

desse perfil nem sempre ser observado (Aribot et al., 1996; Aucan et al., 2000), tais 

subclasses tendem a ser predominantes em indivíduos protegidos, enquanto isotipos não 

citofílicos tendem a predominar naqueles não imunes (revisto por Druilhe & Perigon, 1994; 

Dubois & Pereira da Silva, 1995).  

 Apesar das evidências obtidas em pesquisas soroepidemiológicas, realizadas em áreas 

de intensa transmissão de malária, de que os anticorpos citofílicos são os principais 

responsáveis pela imunidade adquirida contra a doença (Druilhe & Pérignón, 1994; Dubois & 

Pereira da Silva, 1995; Soe et al., 2004), outros estudos têm sugerido que anticorpos não 

citofílicos (sobretudo IgG2) também podem atuar como protetores (Aucan et al., 2000; 

Oeuvray et al., 2000). Em recém-nascidos com até seis meses de idade, uma associação 

positiva entre altos níveis de IgG2 e baixo risco de adquirir infecção por P. falciparum foi 

observada (Deleron et al., 1997).  

 Embora seja eficiente quanto à capacidade de opsonização, IgG2 é predominantemente 

descrita como incompetente na habilidade de se ligar a receptores FcγRIIa expressos na 

superfície de monócitos (Bouharoun-Tayoun et al., 1995; Jafarshad et al., 2007). Este fato 

implica que somente IgG1 e IgG3 seriam importantes quanto à ativação de mecanismos como 

a ADCI. No entanto, uma única alteração nucleotídica, de arginina-R para histidina-H (ou 
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vice-versa), na posição 131 do receptor FcγRIIa, tem possibilitado que certas subclasses de 

IgG se liguem a algum destes receptores (Warmerdam et al., 1991). Está claro, por exemplo, 

que ambos os alótipos (FcγRIIa-H131 e R131) ligam IgG1 e IgG3 complexados, mas somente 

FcγRIIA-H131 interage eficientemente com IgG2 permitindo a degradação de imunocomplexos 

contendo esta imunoglobulina (Parren et al., 1992a,b; Salmon et al., 1996). Em sistemas “in 

vitro”, a fagocitose de microorganismos intracelulares complexados a IgG2 parece ser 

potencializada na presença de monócitos expressando o receptor FcγRIIa-H131 (Sander et al., 

1995, Tebo et al., 2002). Uma questão que permanece por ser esclarecida é se níveis elevados 

de IgG2 associados à ocorrência do polimorfismo no aminoácido 131 do receptor FcγRIIa (de 

R para H) são mediadores e/ou potencializadores de proteção na malária. Dada a carência de 

estudos que envolvem, simultaneamente, a caracterização do perfil de anticorpos e a presença 

de polimorfismo no receptor Fcγ (Aucan et al., 2000), a maioria das especulações realizadas 

até o momento são provenientes de estudos com populações africanas, expressando diferentes 

formas clínicas da doença. Contudo, a relação positiva entre receptores FcγRIIa-H131 e 

proteção não tem sido observada nesses estudos (Shi et al., 2001; Cook et al., 2003; Brower et 

al., 2004). 

 

1.7– Proteínas de superfície de merozoítos de P. falciparum (MSP-1 e MSP-

2): diversidade genética e reconhecimento imune  

A invasão dos eritrócitos pelos merozoítos é fundamental para o estabelecimento e 

manutenção da infecção malárica em um indivíduo (Cowman & Crabb, 2006), tornando esse 

evento um potencial alvo para a ação de uma vacina.  

Mecanismos essenciais ao processo de invasão das células sanguíneas, tais como o 

reconhecimento da célula hospedeira, parecem envolver variadas proteínas do parasito. Entre 

essas, encontram-se duas proteínas de superfície de merozoítos [merozoite surface proteins 

(MSPs)]: a MSP-1 e a MSP-2 (Howard & Pasloske, 1993; Holder, 1996). Ambas são 

glicoproteínas acopladas à superfície dos merozoítos através de âncoras 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) e compreendem motivos repetitivos que variam em seqüência e 

número de repetições. A ocorrência de polimorfismos nesses motivos, os quais apresentam 

epitopos imunodominantes para células T e B, ou a simples variação no número de repetições, 

parece contribuir para o escape imune do parasito (Anders et al., 1993). Realmente, 

anticorpos naturalmente adquiridos são capazes de distinguir entre motivos repetitivos 
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distintos de antígenos pertencentes à mesma família alélica (Ranford-Cartwright, et al., 1996; 

Da Silveira et al., 1999; Tonhosolo et al., 2001), mesmo se a diferença entre eles residir 

somente no número de vezes em que um mesmo motivo se repete (Tonhosolo et al., 2001). 

Acredita-se que parte da variabilidade antigênica verificada dentro dos motivos 

repetitivos de uma proteína se origina de inserções e deleções resultantes de diversos 

mecanismos de recombinações intra e entre fitas de DNA (Rich et al., 2000). Considerando-se 

que os genes que codificam a MSP-1 e a MSP-2 dos plasmódios encontram-se em cópia única 

no genoma haplóide, cada clone expressa somente uma das seqüências-tipo encontradas na 

natureza. Novas variantes desses genes são geradas, predominantemente, por meio de 

recombinação intragênica durante a meiose, nos casos em que os zigotos resultantes da fusão 

de gametócitos carregam alelos geneticamente diferentes (Kemp, 1992). 

Considerando-se que a aquisição de imunidade contra os plasmódios humanos em 

áreas altamente endêmicas tem sido fortemente atribuída à ocorrência de elevado 

polimorfismo nos antígenos maláricos (Day & Marsh, 1991), a caracterização genética de 

isolados de parasitos que circulam em regiões de transmissão instável torna-se necessária. 

Embora alguns estudos com tal finalidade venham sendo conduzidos no Brasil (Sallenave-

Sales et al., 2000; Hoffmann et al., 2001; Sallenave-Sales et al., 2003), até o momento  

nenhum deles abordou parasitos provenientes de indivíduos naturalmente imunes. 

 

1.7.1. Diversidade genética e reconhecimento imune da MSP-1 

A MSP-1 é uma molécula de alto peso molecular (185 a 210 kDa), sintetizada durante 

a esquizogonia e depositada na superfície dos parasitos intracelulares (Holder & Freeman, 

l984; Blackman et al., 1990, 1993). O gene que a codifica foi clonado e seqüenciado a partir 

de várias cepas de P. falciparum, sendo dividido em 17 blocos: sete altamente variáveis são 

flanqueados por dez blocos conservados ou semiconservados (Holder, 1988). Variações no 

gene msp-1 são essencialmente dimórficas, isto é, há duas versões básicas para cada bloco 

representadas pelas seqüências do tipo alélico K1 e MAD20 (Tanabe et al., 1987; Tanabe et 

al., 1989; Miller et al., 1993;). A única exceção conhecida ao dimorfismo alélico ocorre no 

bloco 2, que apresenta uma terceira versão, a RO33 (Certa et al., 1987; Peterson et al., 1988). 

O gene msp-1 possui cópia única e, dessa forma, cada parasito haplóide no seu estágio 

sangüíneo apresenta um único alelo (MAD20; K1 ou RO33 no caso do bloco 2) em cada uma 

de suas variações (Kaneko et al., 1997). A diversidade alélica é gerada pela recombinação 
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próxima à extremidade 5’ do gene, sendo freqüente a ocorrência de polimorfismos nas 

seqüências repetitivas das versões MAD20 e K1 do bloco 2 (Miller et al., 1993; Tanabe et al., 

1987). Com base na seqüência variável de nucleotídeos e no número de cópias de motivos 

repetitivos, vários alelos MSP-1 podem ser agrupados em uma das três famílias que integram 

o bloco 2. Genes que codificam a MSP-1 de outras espécies de plasmódios também já foram 

clonados e seqüenciados. É o caso da MSP-1 do P. vivax (PvMSP-1) que codifica um 

polipeptídeo de 172 aminoácidos (Del Portillo et al., 1991; Gibson et al., 1992), do P. 

chabaudi (PcMSP-1) (Dellersnijder et al., 1990; McKean et al., 1993) e do P. yoelii (PyMSP-

1) (Lewis et al., 1990).  

A função da MSP-1 não é totalmente conhecida (Holder et al., 1994). Contudo, 

diversos estudos têm demonstrado que anticorpos monoclonais contra distintas porções desta 

proteína são capazes de bloquear a invasão de células sangüíneas “in vitro”, enquanto “in 

vivo” primatas não humanos imunizados com a MSP-1 nativa ou recombinante de P. 

falciparum foram parcial ou completamente protegidos contra desafios com parasitos 

homólogos (Perrin et al., 1984; Holder et al., 1988; Blackman et al., 1990; Etlingler et al., 

1991; Darko et al, 2005). Em humanos, anticorpos anti-PfMSP-1 têm sido detectados nas 

populações residentes em áreas de transmissão de malária (Gabra et al., 1986; Kramer & 

Oberst, 1992; Riley et al., 1993). Entretanto, a associação entre esses anticorpos e a proteção 

antimalárica ainda é controversa; alguns autores apontam uma nítida relação (Riley et al., 

1992; Tolle et al., 1993; Al-Yaman et al., 1996; Egan et al., 1996), enquanto outros, não 

(Chizzolini et al., 1989; Muller et al., 1989; Dodoo et al., 1999). Uma possível explicação 

para essas discrepâncias é o fato de alguns anticorpos poderem atuar bloqueando mecanismos 

que permitem a morte dos parasitos (Guevara-Patino et al., 1997; Uthaipibull et al., 2001). 

Embora a MSP-1 seja processada em fragmentos menores de 83, 42, 38, 28-30 e 19 

kDa (este último resultante de uma segunda clivagem do fragmento de 42kDa) durante a 

esquizogonia (Holder et al., 1987; Blackman, et al., 1990; Blackman, 1993), apenas o último, 

pertencente à porção C-terminal da molécula, permanece ancorado à superfície do merozoíto 

durante a invasão de um novo eritrócito (Holder et al., 1987; Blackman et al., 1990). Essa 

fração de 19 kDa (PfMSP-119) tem sido a mais bem caracterizada em relação à resposta 

imune. Ela é altamente conservada, apresentando apenas quatro resíduos de aminoácidos 

sujeitos a substituições (Miller et al., 1993; Egan et al., 1995) dentro das duas famílias 

alélicas que a constitui (MAD20 e Wellcome). A MSP-119 exibe dois motivos semelhantes 

aos fatores de crescimento epidermal (EGF) ricos em cisteínas (Cooper, 1993). Estes motivos 
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“EGF-like” estão, provavelmente, envolvidos em interações célula-célula, mostrando-se bons 

alvos para ação de anticorpos em estudos realizados em modelo experimental e também na 

infecção humana (Good et al., 1998). 

“In vitro”, anticorpos monoclonais e policlonais reconhecem o fragmento de 19 kDa 

do P. falciparum inibindo a invasão de eritrócitos e o desenvolvimento de parasitos (Chang et 

al., 1992; Cooper et al., 1992; Chappel et al., 1993). Macacos Aotus nancymai imunizados 

com a essa proteína foram protegidos contra o desafio com parasitos viáveis (Kumar et al., 

1995; Apio et al., 2000; Kumar et al., 2000; Wipasa et al., 2002). Da mesma forma, roedores 

imunizados com MSP-119 de P. yoelii estiveram protegidos contra a infecção (Daly et al., 

1993; Tian et al., 1996; Hirunpetcharat et al., 1997; Hirunpetcharat et al., 1998). Em 

humanos, pesquisas soroepidemiológicas em populações africanas têm demonstrado 

associação positiva entre anticorpos anti-PfMSP-1-19 naturalmente adquiridos e proteção 

antimalárica, que se torna ainda mais evidente com o aumento da idade (Egan et al., 1996; Shi 

et al., 1996; Tongren et al., 2006). Em um estudo recente realizado com indivíduos residentes 

em uma área endêmica brasileira, nosso grupo demonstrou que as médias de anticorpos IgG 

anti-PfMSP-1-19 foram estatisticamente maiores entre garimpeiros com infecções 

assintomáticas quando comparados àqueles com sintomas clínicos (Braga et al., 2002).  

Embora a maioria dos estudos aponte a região C-terminal da MSP-1 de P. falciparum 

como o mais importante alvo da resposta imune adquirida contra os plasmódios, há evidências 

de que anticorpos adquiridos naturalmente reconhecem mais freqüentemente antígenos que 

integram blocos variáveis quando comparados a antígenos que representam blocos 

conservados (Fruh et al., 1991; Tolle et al., 1993). O perfil de anticorpos IgG dirigidos a 

antígenos do bloco 2 polimórfico da MSP-1, por exemplo, já esteve associado à proteção 

clínica ou a um reduzido risco de infecção em indivíduos africanos adultos residentes em 

áreas de intensa transmissão de malária (Conway et al., 2000; Jouin et al., 2001; Polley et al., 

2003). Contudo, um estudo mais recente sugere que a resposta humoral dirigida a distintas 

variantes alélicas do bloco 2 da MSP-1 é mais indicativa de infecção corrente do que de 

proteção, visto que não houve diferença no perfil de resposta de IgG no soro de indivíduos 

sintomáticos e assintomáticos (Ekala et al., 2002). No Brasil, um estudo conduzido na 

Amazônia brasileira demonstrou que anticorpos IgG3 anti-bloco 2 tenderam a aumentar em 

indivíduos com infecção aguda e freqüentemente expostos aos parasitos. Além disso, 

observou-se que os níveis desse anticorpo, dirigidos somente contra as porções conservadas e 
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dimórficas da MSP-1, tenderam a decrescer após a fase aguda da doença (da Silveira et al., 

1999).  

Esses estudos demonstram que a caracterização da resposta imune anti-MSP-1 de P. 

falciparum em populações expostas à infecção ainda fazem-se necessários, sobretudo em 

regiões com reduzidos níveis de transmissão. 

 

1.7.2. Diversidade genética e reconhecimento imune da MSP-2 

Outro antígeno de superfície de merozoítos de P. falciparum bem caracterizado é a 

MSP-2. Essa molécula é uma glicoproteína integral de membrana de função desconhecida e 

de massa molecular entre 35 e 56 kDa. Como muitos outros antígenos maláricos, essa 

proteína exibe um alto grau de diversidade de seqüência que se traduz em diversidade 

antigênica entre diferentes isolados de P. falciparum. Além disso, o predomínio de 

substituições não-sinônimas em blocos desta molécula sugere que este antígeno esteja sob 

pressão seletiva, provavelmente de natureza imunológica (Hughes & Hughes, 1995). 

 O gene que codifica a MSP-2 apresenta um único exon e compreende duas regiões 

(carboxi e amino-terminal) altamente conservadas (blocos 1 e 5), duas regiões não-repetitivas, 

porém, variáveis (blocos 2 e 4) e um bloco central repetitivo polimórfico (bloco 3). Suas 

seqüências agrupam-se em duas famílias alélicas conhecidas pelo nome dos isolados em que 

foram descritas, FC27 e 3D7, sendo esta última também designada como IC1 ou CAMP 

(Smythe et al., 1990; Smythe et al., 1991; Thomas et al., 1990; Prescott et al., 1994). Isolados 

agrupados em famílias alélicas distintas se diferem: (a) quanto à seqüência das regiões 

variáveis não-repetitivas (blocos 2 e 4) que, no entanto, são bem conservadas entre os 

membros de uma mesma família alélica, e (b) quanto ao bloco central repetitivo polimórfico 

(bloco 3). Os blocos repetitivos que integram a família alélica FC27 são geralmente formados 

por uma a quatro cópias do motivo 32-mer, seguido por nenhuma a cinco cópias de um 

motivo 12-mer. Esses blocos repetitivos apresentam seqüências relativamente conservadas 

nessa família, ainda que freqüentemente sejam encontradas mutações pontuais. Com poucas 

exceções (Kanunfre et al., 2003) em isolados brasileiros, essa família tem apresentado uma 

cópia do motivo 32-mer e duas a três cópias do motivo 12-mer (Sallenave-Sales et al., 2003; 

Tonon et al., 2004). Em contraste, os alelos pertencentes à família 3D7 apresentam maior 

grau de diversidade nos motivos repetitivos ricos em GSA, os quais são altamente variáveis 

em extensão (2-10 aminoácidos), seqüências e número de cópias (Ferreira et al., 2007). 
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Existem, portanto, no interior de uma mesma família alélica, heterogeneidade de 

seqüência e variações no número de vezes em que os motivos se repetem no gene, o que 

contribui para uma extensiva diversidade gênica de alelos e, conseqüentemente, para o escape 

imunológico do parasito. Realmente, isolados africanos que deixam de apresentar o motivo 

repetitivo de 32-mer, característico da família FC27, são pouco reconhecidos por anticorpos 

provenientes de crianças africanas naturalmente expostas à malária, sugerindo que a deleção 

deste segmento pode ser um mecanismo de escape imune do parasito (Ranford-Cartwright et 

al., 1996). Contudo, estudos relacionados à avaliação da diversidade alélica dessa proteína e 

ao status clínico da infecção indicam resultados conflitantes. Em algumas áreas de 

transmissão intensa na África e Papua Nova Guiné, os alelos FC27 estiveram associados com 

o intenso risco de malária sintomática (Engelbrecht et al., 1995; Ofosu-Okyere et al., 2001), 

enquanto em outras, não (Ntoumi et al., 1995; Ntoumi et al., 2000; Cortés et al., 2004). Em 

populações brasileiras expostas a reduzidos níveis de transmissão, têm-se observado uma 

limitada diversidade no gene msp-2 (Sallenave-Sales et al., 2000; Hoffmann et al., 2001; 

Sallenave-Sales et al., 2003; Tonon et al., 2004), mas poucas especulações sobre tipo alelo e 

status clínico da infecção têm sido realizadas. De qualquer forma, a limitada variação no 

número de seqüências repetitivas desse gene parece afetar o reconhecimento de peptídeos 

MSP-2 por anticorpos adquiridos naturalmente (Kanufre et al., 2003), o que pode representar 

um eficiente mecanismo para evasão imune do parasito.  

Anticorpos monoclonais que reconhecem epitopos situados no bloco central repetitivo 

da MSP-2 mostram-se capazes de inibir a invasão dos eritrócitos pelos merozoítos, impedindo 

o crescimento do P. falciparum in vitro (Epping et al., 1988; Ramasamy et al., 1990; Fenton 

et al., 1991). “In vivo”, anticorpos IgG anti-PfMSP-2, naturalmente adquiridos por indivíduos 

expostos à malária em áreas holoendêmicas, são descritos como sendo potencialmente 

protetores e predominantemente específicos para cada família alélica (Al-Yaman et al., 1994; 

Taylor et al., 1998). Estudos epidemiológicos também mostram associações positivas entre a 

presença de anticorpos anti-MSP-2 (porções repetitivas) e o desenvolvimento de imunidade 

em áreas hiperendêmicas de Papua Nova Guiné (Al-Yaman et al., 1994 e 1995) e da África 

(Metzger et al., 2003; Polley et al., 2006; Sarr et al., 2006).  

Uma das características marcantes da resposta imune contra a MSP-2, em populações 

que habitam áreas de alta endemicidade de malária na África e na Papua Nova Guiné, é o 

amplo predomínio de anticorpos IgG3 entre as quatro subclasses de IgG (Taylor et al., 1995 e 

1998; Ferrante & Rzepczyk, 1997; Aucan et al., 2000; Metzger et al., 2003; Polley et al., 
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2006, Sarr et al., 2006; Tongren et al., 2006). Nessas regiões, alterações no perfil de 

anticorpos anti-MSP-2 de IgG1 para IgG3 têm sido correlacionadas com o tempo de exposição 

à malária e com o aumento de idade (Taylor et al., 1998). Uma possível explicação para os 

níveis elevados de IgG3 observado para antígenos que representam essa proteína é que certos 

epitopos de células B parecem ser conservados entre as famílias alélicas, determinando uma 

ampla rede de reatividade cruzada entre as variantes que integram essas famílias (Felger et al., 

2003; Franks et al., 2003; Fluck et al., 2004). Contudo, essa polarização para IgG3 parece 

também ser modulada, de forma independente, pela natureza do antígeno, idade e grau de 

exposição do indivíduo ao antígeno (Tongren et al., 2006).  

No Brasil, país de baixa endemicidade, estudos prévios não demonstraram tendência 

nítida ao predomínio de IgG3 o que torna clara a necessidade de novas pesquisas que tentem 

esclarecer os fatores que determinam a distribuição das subclasses de IgG em população com 

diferentes graus de exposição. 
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

Atuando por mecanismos distintos, os anticorpos mostram-se fundamentais para o 

combate à infecção malárica, justificando a importância de seu estudo dentro de uma 

abordagem terapêutica e/ou vacinal (Pleass & Holder, 2005). Assim, torna-se necessária a 

definição de partículas antigênicas do parasito capazes de induzir a produção de anticorpos 

potencialmente protetores quando empregadas em protótipos vacinais (Good et al., 1998). 

Apesar de existirem vários antígenos candidatos à vacina, os alvos precisos da imunidade 

contra os plasmódios ainda não são conhecidos, já que nenhuma das moléculas utilizadas em 

protocolos de vacinação foi capaz de induzir níveis satisfatórios de proteção.  

Parte do insucesso observado em triagens vacinais tem sido atribuída à ocorrência de 

elevado polimorfismo nos antígenos utilizados. As duas principais proteínas de superfície de 

merozoítos de P. falciparum, MSP-1 e MSP-2, ambas consideradas potenciais alvos da 

reposta imunológica contra os estágios sanguíneos do parasito (Good et al., 1998), 

representam consideráveis exemplos de antígenos polimórficos. Embora possuam motivos 

conservados, ambas as proteínas contêm regiões repetitivas, responsáveis pela geração de 

maior parte do polimorfismo. As regiões polimórficas são geralmente imunodominantes e 

proporcionam ao parasito um excelente mecanismo de evasão imune (revisto por Ferreira et 

al., 2004). O reconhecimento variante-específico de regiões polimórficas da MSP-1 e da 

MSP-2 por anticorpos naturalmente adquiridos parece corroborar tal afirmação (revisto por 

Ferreira et al., 2004). Um dos mecanismos propostos para explicar a contribuição das 

repetições polimórficas para o escape imune do parasito, é a capacidade desses motivos 

estimularem respostas de anticorpos, independente do auxílio de células T (Schofield et al., 

1991). Esse fato explica, pelo menos em parte, a necessidade da exposição contínua do 

indivíduo a um amplo espectro de parasitos geneticamente distintos para a aquisição de 

imunidade (Day & Marsh, 1991). Torna-se evidente, portanto, a necessidade de se ampliar os 

estudos que caracterizam geneticamente as populações de parasitos circulantes em diferentes 

áreas geográficas, bem como o perfil e a função dos anticorpos naturalmente adquiridos.  

De maneira geral, os fatores que determinam a ocorrência de imunidade em regiões de 

transmissão instável e sazonal, como as que ocorrem no Brasil, permanecem por serem 

caracterizados. Nas áreas endêmicas brasileiras, apesar de existirem evidências de 

estabilidade genética nas populações de Plasmodium circulantes (Hoffmann et al., 2001; 

Sallenave-Sales, 2003), pouco se sabe sobre o seu papel na determinação de mecanismos 
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associados à proteção antimalárica. A expressiva ocorrência de casos assintomáticos da 

infecção malárica em variadas áreas endêmicas do país apontam para a importância de se 

estudar a estrutura genética das populações de plasmódios circulantes nessas regiões.  

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar os padrões de diversidade genética 

das proteínas MSP-1 e MSP-2 em isolados naturais de P. falciparum provenientes de duas 

regiões endêmicas brasileiras com distintos perfis de endemicidade (hipo e 

mesoendêmicidade). Além disso, avaliou-se a resposta de anticorpos IgG naturalmente 

adquiridos e a expressão clínica da doença. Os objetivos específicos deste estudo foram:  

a) Investigar a ocorrência de diversidade genética das proteínas MSP-1 e 

MSP-2 em isolados de P. falciparum, e estabelecer inferências sobre a 

estrutura genética da população local de parasitos; 

 

b) Avaliar a resposta de anticorpos IgG e/ou de seus isotipos específicos 

dirigidos contra antígenos recombinantes que integram porções 

conservadas e/ou polimórficas de duas proteínas do P. falciparum:  blocos 

2 (polimórfico) e 17 (conservado) da MSP-1, e bloco 3 repetitivo da MSP-

2; 

 

c) Determinar a influência do grau de exposição à infecção sobre a modulação 

dos padrões de resposta de subclasses anti-MSP-1 e/ou anti-MSP-2; 

 

d) Correlacionar a ocorrência de anticorpos variante-específicos anti-MSP-1 e 

anti-MSP-2 de P. falciparum sobre a resposta de anticorpos e a expressão 

clínica da doença; 

 

e) Investigar a influência de variáveis (idade, tempo de exposição em área 

endêmica, infecção atual e polimorfismos no receptor FcγRIIa) na 

distribuição de anticorpos IgG e seus isotipos anti-MSP-1 e anti-MSP-2. 

 

f) testar, em um estudo longitudinal,  a hipótese de clonal imprinting, ou seja, 

se a exposição a novas variantes antigênicas de MSP-2 induzem uma 

resposta de anticorpos com novas especificidades. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 – Áreas e populações de estudo  

 Neste estudo foram avaliados indivíduos provenientes de duas regiões endêmicas de 

malária localizadas em dois estados que integram a Amazônia Legal: Apiacás, no estado de 

Mato Grosso (Figura 4) e Acrelândia, no estado do Acre (Figura 5). 

 

3.1.1. População de indivíduos provenientes de Apiacás-MT 

A população de indivíduos de Apiacás é proveniente de um estudo epidemiológico do 

tipo corte transversal, conduzido em 1996 pelo Dr. Cor Jésus Fernandes Fontes (Universidade 

Federal do Mato Grosso) em uma população de 527 indivíduos. Apiacás é uma região de 

garimpo localizada no extremo norte do estado de Mato Grosso, a aproximadamente 1000 km 

da capital, Cuiabá. Esse município faz divisa com os estados do Pará e do Amazonas, sendo 

parte da Bacia Amazônica (Figura 4).  

Em 1996, a população de Apiacás constava de 7.598 habitantes, sendo constituída, 

principalmente, por migrantes das regiões nordeste, sudeste e sul do país. A extração manual 

de ouro (garimpo), uma das bases da economia deste município, era feita em duas localidades: 

Garimpo Satélite e Garimpo Planeta. Nessa época, o Garimpo Satélite concentrava o maior 

número de casos e de lâminas positivas para malária, sendo o Anopheles darlingi o principal 

vetor associado à transmissão da doença. No ano de coleta do estudo, uma prevalência de 

malária de 17,3%, detectada pelo exame microscópico de gotas espessas somada a outras 

características clínicas dos indivíduos, permitiu classificar Apiacás como uma região 

mesoendêmica para a transmissão da doença no país. O acompanhamento clínico dos 

indivíduos parasitados por um período mínimo de 72 horas permitiu, ainda, a rara observação 

de casos sintomáticos e assintomáticos. Casos sintomáticos foram caracterizados, 

principalmente, pela presença de febre intermitente, dor de cabeça, anorexia e calafrios 

(Fontes, 2001). 

Em 2003, uma reavaliação parasitológica realizada em 497 indivíduos dessa 

população, usando-se a PCR para detecção e identificação dos parasitos, permitiu que fosse 

redefinida a epidemiologia da malária em Apiacás, sendo observada uma prevalência de 

infecção malárica de 43,5%. Entre os casos diagnosticados, o P. falciparum foi a espécie 

predominante, estando associado a 66% das infecções. De modo preocupante, 60% dos 
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indivíduos infectados com essa espécie permaneceram assintomáticos após o período de 

acompanhamento clínico (Scopel, 2003; Scopel et al., 2004a). 

Neste estudo, foi avaliada, dentre outros fatores, a ocorrência da diversidade genética 

de duas proteínas de superfície de merozoítos (MSP-1 e MSP-2) em isolados de P. 

falciparum. Além disso, foi avaliada a resposta de anticorpos anti-MSP-1 e anti-MSP-2 em 

indivíduos que expressavam diferentes formas clínica da infecção (sintomáticos e 

assintomáticos).  

 

Figura 4: Mapa do estado de Mato Grosso focalizando a localização do município de Apiacás na 

área endêmica brasileira. Em detalhe as precárias condições de moradia e trabalho dos garimpeiros 

na região. 

 

3.1.2-População de indivíduos provenientes de Acrelândia-Ac 

Características inerentes à área e à população amostral proveniente o estado do Acre 

encontram-se descritas em da Silva-Nunes et al., (2006) e Scopel et al., (no prelo). 

A população de indivíduos avaliados nesta pesquisa é proveniente de um estudo 

epidemiológico longitudinal conduzido pelo Dr. Marcelo U. Ferreira (Universidade de São 

Paulo) no Ramal do Gramada, extensão rural pertencente ao município de Acrelândia, entre 

março de 2004 e maio de 2005. Acrelândia localiza-se a 112 km de Rio Branco e faz divisa 

com os estados do Amazonas e de Rondônia. É uma região com elevada transmissão de 
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malária, segundo IPAs provenientes dos anos de 2002 (IPA=104.2)  (Costa et al., 2004) e 

2004 (IPA~58.0) (Ministério da Saúde, 2005). O principal vetor da doença nessa região é o 

An  darlingi. 

Segundo o IBGE, em 2003 Acrelândia contava com uma população de 8,697 

habitantes, sendo constituída, principalmente, por migrantes das regiões nordeste, sudeste e 

sul do país. Ao contrário de Apiacás, cuja economia baseava-se, principalmente no 

extrativismo mineral, a atividade agropecuária e o extrativismo vegetal constituem a principal 

economia da região de Acrelândia (Figura 5).   

Durante o período de estudo na área (março de 2004 a maio de 2005), 466 indivíduos, 

com idade entre 1 dia e 90 anos, foram entrevistados com o auxílio de um questionário 

clínico-epidemiológico previamente elaborado e testado. Esse questionário continha 

informações sobre dados demográficos, socioeconômicos, migração, exposição à malária, 

bem como história pregressa e intensidade de sintomas relacionados à malária. Desse total, 

399 indivíduos com idade ≥ 5 anos foram considerados aptos a participarem do estudo; 356 

tiveram amostras de sangue coletadas na linha de base da coorte. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Mapa do estado do Acre focalizando a localização do município de Acrelândia. Em 

detalhe as condições de moradia e trabalho (atividade agropecuária) da população na região.   

 

Para estudo, aproximadamente 5 ml de sangue foram colhidos por punção venosa, em 

tubos do tipo “Vacutainer” contendo anticoagulante (EDTA), para posterior realização de 



 45 

gotas espessas, extração de DNA e obtenção de plasma. As gotas espessas foram 

confeccionadas utilizando-se cerca de 10 µl de sangue. Os esfregaços, após serem corados 

com Giemsa e secos ao ar, foram examinados por dois microscopistas experientes da 

FUNASA-Acre. Para caráter de diagnóstico e para determinação da parasitemia, pelo menos 

200 campos microscópicos em objetiva imersão (100X) foram analisados.   

Dos indivíduos avaliados por microscopia e/ou PCR, 168 mostraram-se positivos para 

P. falciparum ou P. vivax. Um terço desse total estiveram infectados por ambas as espécies de 

plasmódios. As manifestações clínicas comumente observadas no caso de infecções 

sintomáticas foram: febre, mialgia, vômitos, dor de cabeça, dor abdominal, náuseas, calafrios, 

sudorese e artralgia. Com base na intensidade, tais sintomas (com exceção da febre) foram 

classificados como fracos, moderados ou intensos. Febre foi classificada como ausente, fraca 

ou grave. A classificação quanto à intensidade dos sintomas seguiu os critérios previamente 

de estabelecidos por Karunaweera et al., (1998). 

O tratamento, quando realizado, seguiu as recomendações impostas pelo Ministério da 

Saúde, sendo: (a) cloroquina e primaquina nos casos de infecção por P. vivax e (b) mefloquina 

ou quinina-doxiciclina (e primaquina nos casos de presença de gametócitos) para P. 

falciparum (Ministério da Saúde, 1995). 

Somente infecções (simples ou mistas) envolvendo o P. falciparum foram 

selecionadas para o presente estudo. 

 

3.2- Antígenos utilizados nos ensaios imunoenzimáticos 

3.2.1- Antígenos derivados da MSP-1 

Antígenos que representam a região C-terminal (bloco 17 conservado) e região N-

terminal (bloco 2 polimórfico) da MSP-1 do P. falciparum foram utilizados no presente 

estudo para a realização dos ensaios imunoenzimáticos. Como representante do bloco 

conservado foi utilizado o antígeno recombinante PfMSP-1-19 expresso em levedura 

Saccharomyces cerevisae. Essa proteína representa a família alélica Wellcome da cepa FVO 

do parasito. Esta proteína nos foi gentilmente cedida pelo Dr David C. Kaslow (USDA). 

 Para a determinação do perfil de reposta dos isotipos de imunoglobulinas G dirigidos 

ao bloco 2 polimórfico da PfMSP-1 foram utilizados os antígenos recombinantes MAD20, 

3D7 e RO33 pertencentes, respectivamente, às famílias alélicas MAD20, K1 e RO33. Estas 

proteínas foram expressas em Escherichia coli em fusão com o gene da glutationa S-
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transferase de Schistosoma japonicum (GST) e por esta razão, fez-se necessário a utilização 

da GST como controle dos ensaios imunoenzimáticos. Estas proteínas nos foram gentilmente 

cedidas pelo Dr. David R. Cavanagh (University of Edinburg, Londres). 

 

3.2.2- Antígenos derivados da MSP-2 

Antígenos recombinantes que representam as famílias alélicas FC27 e 3D7 da MSP-2 do 

P. falciparum foram utilizados para avaliação da resposta imune nas duas populações de 

estudo.  

Como representantes da família alélica FC27 foram utilizados os antígenos variantes 

FC27 e S20, enquanto as variantes FUP/CP, 3D7, 25 e AM85 representaram a família alélica 

3D7. Essas proteínas foram expressas em Escherichia coli em fusão com o gene da glutationa 

S-transferase de Schistosoma japonicum (GST) e por isso foi utilizado o antígeno GST como 

controle dos ensaios imunoenzimáticos. Esses antígenos foram produzidos e gentilmente 

cedidos pelo Dr. Marcelo U. Ferreira (USP). 

 

3.3-  ELISA para detecção de IgG e seus isotipos (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4)  

As concentrações dos diferentes antígenos recombinantes que representam a MSP-1 e 

a MSP-2 do P. falciparum foram utilizados conforme padronização prévia (Silveira et al., 

1999; Tonhosolo et al., 2004; Braga et al., 2002). Todas as amostras de soros foram testadas 

em duplicata. 

 Placas de ELISA de fundo chato (Nunc Maxisorp, Denmark) foram sensibilizadas a 

4oC por 18 horas com 50µL/poço dos antígenos diluídos em tampão carbonato bicarbonato-

pH9.6 (0,05 e 0,1µg/poço para os antígenos derivados da MSP-1/GST e MSP-2/GST, 

respectivamente). A seguir, as placas foram bloqueadas com leite desnatado diluído em PBS-

Tween 0,05% por 60 minutos a 37oC. Após serem lavadas quatro vezes, os soros testes 

(diluição: 1:50 para MSP-119 e 1:100 para os demais antígenos) foram adicionados às placas, 

seguindo-se nova incubação por 60 minutos a 37oC. Para a detecção de IgG total, após quatro 

lavagens sucessivas, as placas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-IgG humana 

ligado a peroxidase (Sigma Chemical Company, St Louis, USA) na diluição de 1:2000.  A 

seguir, um substrato apropriado (OPD 0,1M em tampão citrato pH 5,0) foi adicionado às 

placas seguindo-se nova incubação a 37oC durante 20 minutos. A reação foi interrompida 

através da adição de 30µl/poço de ácido sulfúrico (H2SO4 1:20) seguindo-se, então, leitura a 
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490nm em leitor automático de ELISA (Biorad, USA) para determinação da densidade óptica 

(DO). 

 Para determinação dos isotipos específicos, após incubação com soros testes, 

anticorpos monoclonais (IgG α isotipos humanos – SIGMA Chemical Company, USA, 

produzido em camundongos) foram adicionados às placas nas seguintes diluições: 0,14µL/mL 

para o clone SG-16 (anti-IgG1); 0,1µL/mL para o clone HP-6014 (anti-IgG2); 0,5µL/mL para 

o clone HP-6050 (anti-IgG3) e 0,1µL/mL para o clone HP-6025 (anti-IgG4). Após incubação 

as placas foram lavadas quatro vezes e um segundo anticorpo monoclonal anti-IgG ligado a 

peroxidase (Life Tecnologies, GIBCO, BRL) diluído 1:2000 foi adicionado às mesmas. 

Segui-se então, adição do substrato e leitura conforme descrito anteriormente.  

Para os antígenos que representam o bloco 2 da MSP-1 e o bloco repetitivo da MSP-2 

as absorbâncias obtidas para cada amostra teste foram subtraídas das leituras com o antígeno 

controle (GST). A seguir, os valores médios de absorbâncias foram ajustados para índice de 

reatividade (IR) dividindo-se a absorbância obtida pelo valor de “cut-off” para cada antígeno 

testado. Amostras com IR>1 foram consideradas positivas. 

Soros controles de indivíduos não expostos à malária foram utilizados para 

determinação do limite de positividade para cada subclasse (“cut-off”), definido como a 

média das absorbâncias acrescida de três desvios padrão (Χ+3dp).  

 

3.4- Obtenção de DNA para determinação do genótipo do receptor humano de 

imunoglobulinas FcγγγγRIIa e para ensaios de tipagem molecular dos genes 

msp-1 e msp-2 de P. falciparum 

A determinação do genótipo do receptor humano de imunoglobulinas FcγRIIa e da 

diversidade genética dos isolados de P. falciparum provenientes de Apiacás foi realizada 

utilizando-se amostras de DNA obtidas de sangue conservado em papéis filtro conforme 

previamente descrito (Scopel et al., 2004b). Para os estudos de tipagem molecular de isolados 

de parasitos provenientes de Acrelândia, amostras de DNA foram obtidas diretamente de 

sangue total utilizando-se kit comercial para purificação de DNA genômico (Wizard® 

Genomic DNA Purification-Promega Corporation, Madson, WI, USA).  
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3.4.1- Obtenção de DNA genômico a partir de sangue coletado em papel 

filtro 

Brevemente, papéis filtro contendo as amostras de sangue foram picotados e colocados 

em tubos de microcentrífuga devidamente identificados. A cada tubo foi adicionado 250µL de 

tampão de lise (NaCl 50mM, Tri-HCl 50mM pH 7.4, EDTA 10mM, Triton X-100 1% (V/V) 

e 200µg/mL de proteinase K) sendo o mesmo mantido em banho-maria a 60oC por 18h. As 

amostras foram, então, submetidas a extração fenol-clorofórmio/clorofórmio-álcool 

isoamílico, precipitadas com etanol e suspendidas em 30µL de água estéril (Sigma Chemical 

Company, St Louis, USA). A seguir, as amostras de DNA foram estocadas a –20oC até o 

momento de uso. 

 

3.4.2. Obtenção  de DNA genômico a partir de sangue total 

    A extração de DNA a partir de sangue total foi realizada utilizando-se o kit GFX 

genomic blood DNA purification (Amersham Pharmacia Biotech, Piscatway, NJ). 

Rapidamente, tubos de microcentrifuga contendo 200 a 300µL de sangue foram incubados 

com 300µL de uma solução de lise celular e 1,5µL de solução de Rnase A (4mg/ml) a 37°C 

em banho–maria por 15 minutos. A seguir, 100µL de solução de precipitação de proteína 

foram acrescentados a cada tubo sendo os mesmos homogeneizados e centrifugados a 

13.000g- 16.000g por 3 minutos. 

Após o sobrenadante ter sido coletado em tudos devidamente identificados, adicionou-

se 300µL de isopropanol. Os tubos foram invertidos cerca de 30 vezes e centrifugados por 1 

minuto a 13.000g-16.000g. A seguir, o isopropanol foi removido por inversão em papel 

absorvente acrescentando-se aos mesmos 300µL de etanol 70% para a lavagem do sedimento 

e remoção de traços de sal. As amostras foram, então, novamente centrifugados por mais 1 

minuto a 13.000g-16.000g. Cerca de 15 a 30 minutos após o etanol ter sido desprezado, o 

DNA foi ressuspenso em uma solução de rehidratação (10 mM Tris-HCl, pH 7,4; 1 mM 

EDTA, pH 8,0) e mantidos a –20oC até o momento de uso. 

 

3.5 - Determinação do polimorfismo no receptor FcγγγγRIIa  

O polimorfismo no receptor FcγRIIa foi determinado usando-se o método de digestão 

por enzima de restrição alelo-específica como descrito por Jiang et al. (1996).  
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Os oligonucleotídeos utilizados para esse estudo amplificam especificamente o gene 

que codifica o receptor FcγRIIa e não os genes altamente homólogos FcγRIIb e FcγRIIc. 

Foram eles: 5’- GGG AAA TCC CAG AAA TTC TCG C-3’ (direto) e 5’- CAA CAG CCT 

GAC TAC CTA TTA CGC GGG-3’ (reverso). O iniciador direto vem do exon que codifica o 

segundo domínio extracelular do códon 131 e termina imediatamente na extremidade 5’ do 

sítio polimórfico. Ele contém uma única substituição nucleotídica (sublinhado) na qual 

introduz um sítio da enzima de restrição BstUI (5’-CGCG-3’) dentro do produto da PCR 

quando o próximo nucleotídeo é G, mas não quando o próximo nucleotídeo é A. O iniciador 

reverso está localizado no íntron (5’-3’) e contém duas substituições nucleotídicas 

(sublinhado) na qual introduz um sítio obrigatório de BstUI dentro de todo produto da PCR 

que usa este iniciador. Isto serve para introduzir um controle interno para o sucesso da 

digestão por BstUI. 

 

3.5.1- Amplificação por PCR 

A amplificação por PCR foi realizada em uma mistura de reação de 100 µL contendo: 

5µL de DNA genômico, 200 pmoles de cada iniciador, 100 µM de cada dNTP, 150 mM de 

MgCl2, 50 mM de KCl, 10 mM de tris-HCl (pH 9.0), 0,1% Triton X-100 e 1,7 U de taq 

polimerase. A mistura de reação foi incubada por 5 minutos a 960C, seguido de 30 ciclos de 

94o C por 15 segundos, 55o C por 30 segundos, 72o C por 40 segundos, e um ciclo de 72o C 

por 10 minutos. As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 3% (p/v) na 

presença de brometo de etídeo. O resultado é um produto de 366pb que contém um sítio 

introduzido de BstUI na região 3’ e um potencial sítio de BstUI na região 5’ dependendo do 

polimorfismo do gene.  

 

3.5.2- Digestão do produto da PCR com enzima de restrição 

O produto amplificado foi digerido em uma mistura de reação contendo 10 µL do 

produto da PCR, 10 U da enzima de restrição BstUI (Promega Corporation, Madson, WI, 

USA) e tampão de reação correspondente. As amostras foram incubadas overnight a 60o C e 

analisadas por eletroforese em gel de agarose 3% (p/v) corados com brometo de etídeo. O 

padrão dos fragmentos de DNA observados após a digestão é definido da seguinte forma: um 

fragmento de ~322pb para o genótipo FcγRIIa-R/R131; um fragmento de ~343pb para o 

FcγRIIA-H/H131 e ambos os fragmentos para o genótipo FcγRIIa-H/R131. 



 50 

3.6 – Tipagem molecular do bloco 2 da MSP-1 

As seqüências dos iniciadores e o protocolo da PCR utilizado para a tipagem do bloco 

2 variável são aqueles descritos por Ferreira et al. (1998b) e Kaneko et al. (1997).  

O procedimento de tipagem do bloco 2 utilizando a amplificação pela PCR dupla pode 

ser resumido como se segue. O protocolo baseia-se em duas reações seqüenciais de 

amplificação (PCR dupla). A primeira empregou os iniciadores comuns C1F: 5’-AAC TAG 

AAG CTT TAG AAG ATG CAG-3’ (direto) e C3R: 5’-ACA TAT GAT TGG TTA AAT 

CAA AGA G-3’) (reverso), enquanto a segunda amplificação foi realizada em três tubos de 

reações individuais contendo o iniciador reverso comum, C3R, e um dos iniciadores diretos 

tipo-específico, M2F: 5’- GGT TCA GGT AAT TCA AGA CGT AC -3’ (para o alelo 

MAD20), K2F: 5’- TCT TAA ATG AAG AAG AAA TTA CTA CAA A -3’ (para o alelo 

K1), ou R2F: 5’- TAA AGG ATG GAG CAA ATA CTC AAG T -3’ (para o alelo RO33). 

A maior vantagem desta estratégia é a possibilidade de tipar diferentes populações de 

parasitos presentes em infecções mistas (Kaneko et al., 1996). 

O DNA molde (5 µL de DNA extraído ou 1 µL do produto da primeira reação diluído 

40X em água miliq estéril) foi amplificado em um volume final de 25 µL na presença de 100 

µM de cada dNTP (Pharmacia Biotech), 10 pmoles de cada iniciador (0,4 µM), 0,8 unidades 

de Taq polimerase (Pharmacia) e tampão 10X suplementado pelo fabricante. 

Todas as reações foram realizadas em termociclador Techne Genius (Techne, 

Cambride, England). A mistura de reação foi incubada por 5 minutos a 95o C, seguido, na 

primeira reação, por 3 ciclos de 94o C por 30 segundos, 56o C por um minuto e 72o C por um 

minuto, então foram 40 ciclos (1a reação) e 18 ciclos (2a reação) de 94o C por um minuto, 56o 

C por um minuto e 72o C por um minuto, seguidos de um ciclo final de 72o C por 10 minutos. 

Uma amostra de 10µL do produto da segunda reação de PCR foi submetida a eletroforese em 

gel de agarose 1% (Gilbco BRL, Gaithersburg, MD) na presença de brometo de etídeo (0,5 

mg/ml – Gilbco BRL).Nas tabelas abaixo encontram-se descritas as seqüências dos 

iniciadores empregados para a tipagem molecular do gene msp-1 e o tamanho dos fragmentos 

obtidos: 

Iniciador Seqüência (5’-3’) Especificidade 

C1F AAC TAG AAG CTT TAG AAG ATG CAG Comum 

C3R ACA TAT GAT TGG TTA AAT CAA AGA G Comum 

K2F TCT TAA ATG AAG AAG AAA TTA CTA CAA A Tipo K1 

M2F GGT TCA GGT AAT TCA AGA CGT AC Tipo MAD20 
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R2F TAA AGG ATG GAG CAA ATA CTC AAG T Tipo RO33 

 

Bloco Iniciador direto Iniciador reverso Tipo Alélico Tamanho (pb) 

K2F C3R Tipo K1 264-390 

M2F C3R Tipo MAD20 154 

 

2-3 

R2F C3R Tipo RO33 270 

 

3.7- Sequenciamento direto do bloco 2 da MSP-1 

O fragmento de cerca de 300pb do gene da PfMSP-1, compreendendo o final 3’ do 

bloco 1, toda a extenção do bloco 2 e o final 5’ do bloco 3 desta proteína, foi amplificado por 

meio de uma PCR usando os iniciadores C1F e C3R como descrito (Ferreira et al., 1998b). 

Produtos da PCR foram seqüenciados diretamente com o iniciador C1F usando o kit 

de seqüenciamento ThermoSequenase Cy5.5 Dye Terminator (Amersham Pharmacia 

Biotech). Os produtos da reação de seqüenciamento foram analisados no SEQ 4X4 Personal 

Sequencing System (Amersham Pharmacia Biotech). As seqüências obtidas foram então 

comparadas com aquelas encontradas no GenBank database. 

 

3.8 – Tipagem molecular do bloco central repetitivo da MSP-2 

O protocolo para tipagem molecular do gene msp-2 nos isolados de P. falciparum 

provenientes de Acrelândia foi realizado conforme descrito previamente por Felger et al. 

(1999). O protocolo utilizado baseou-se na amplificação do DNA por PCR dupla e digestão 

com enzima de restrição. 

 

3.8.1- Amplificação da MSP-2 por meio de PCR dupla  

O protocolo de PCR para amplificação do gene msp-2 baseou-se em duas reações 

seqüenciais. Na primeira reação foram utilizados os iniciadores O3: 5’-GAA GGT AAT TAA 

AAC ATT GTC-3’ (direto) e O2: 5’-GAG GGA TGT TGC TGC TCC ACA G-3’ (reverso), 

enquanto na segunda utilizou-se os iniciadores P3: 5’-GAG TAT AAG GAG AAG TAT G-3’ 

(direto) e P4: 5’-CTA GAA CCA TGC ATA TGT CC-3’(reverso). Ambos os pares de 

iniciadores têm como alvo seqüências conservadas nos blocos 1 a 5. A mistura para a PCR 

(volume final de 50µL) incluiu 5µL do DNA extraído ou 3µL do produto da primeira reação, 

0,5µM  de cada iniciador (primeira e segunda reação), 250µM de cada dNTP (Amersham 

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), 0,8 unidades de Taq polimerase e tampão taq 1X 
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(Phoneutria, BH) e 0,5mM de MgCl2 . Tanto para a primeira quanto para a segunda reação a  

amplificação do DNA constou de um ciclo a 940C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos a 

940C por 30 segundos, 550C por 2 minutos e 700C por 2 minutos, e uma extensão final a 720C 

por 7 minutos. Dez microlitros do produto proveniente da segunda reação foi submetido a 

eletroforese em gel de agarose 1,5% (Gilbco BRL, Gaithersburg, MD) corado com brometo 

de etídeo (0,5mg/mL- Gilbco BRL, Gaithersburg, MD). O fragmento de DNA proveniente 

dessa amplificação apresentou ~380 a 740 pb. 

 

3.8.2- Digestão do produto de PCR com enzima de restrição  

Para a definição da família alélica (FC27 ou 3D7) presente nos isolados avaliados,  

10µL do produto amplificado foi digerido em uma mistura contendo 10U da enzima de 

restrição HinfI (Promega Corporation, Madson, WI, USA), tampão de reação correspondente 

(2µL) e BSA (0,2µL). As amostras foram incubadas a 37oC em banho-maria por duas horas e 

analisadas em gel de poliacrilamida 10% corado com brometo de etídeo (0,5mg/mL- Gilbco 

BRL, Gaithersburg, MD). Os isolados pertencentes à família alélica FC27 apresentaram dois 

fragmentos: um de 137 e outro de 115bp, respectivamente. Em contraste, isolados tipo 3D7 

apresentaram dois fragmentos com 70 e 108pb, respectivamente. Infecções múltiplas com 

parasitos portando as duas famílias alélicas foram identificadas pela presença de ambos os 

padrões de restrição (Felger et al., 1999).  

 

3.9 - Análise dos Dados  

 Para análise dos dados foram utilizados os programas estatísticos Epi-Info versão 

6.03d (Centro de Controle e Prevenção a Doenças, Atlanta, GA) e SPSS versão 13.0 (SPSS 

Inc, Chicago, IL).  

O teste do χ2 e o  teste de McNemar foram utilizados para comparar prevalências 

enquanto, a Análise de Variância (ANOVA), Wilkoxon ou Mann-Whitney foram  utilizados 

para comparar índices de reatividade de anticorpos obtidos para cada antígeno (PfMSP-1 e 

PfMSP-2) dentro e entre determinados grupos.  

O modelo de regressão linear múltipla foi utilizado para avaliar o efeito independente 

de determinadas variáveis na polarização de IgG.  

Os coeficientes de Pearson’s e Spearman’s foram utilizados para checar a correlação 

entre anticorpos IgG anti-PfMSP-2 obtidos para os antígenos testados. Escores relativos à 
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intensidade de sintomas foram comparados entre os diferentes grupos de indivíduos 

utilizando-se o teste não paramétrico Mann-Whitney U. O teste de Somer’s d foi utilizado 

para avaliar a relação entre intensidade de sintomas e variáveis tais como, níveis de 

parasitemia, idade, tempo de residência em área endêmica. 

Para todos os testes utilizados definiu-se um nível de significância de 5%. 
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RESULTADOS 

 Os resultados encontram-se descritos em artigos publicados ou aceitos para 

publicação em revistas indexadas, os quais estão disponíveis em arquivos tipo pdf 

enumerados conforme abaixo:  

 

1- SCOPEL, K. K. G., FONTES, C. J. F., FERREIRA, M. U., BRAGA, E. M. 

Plasmodium falciparum: IgG subclasses antibody response to merozoite 

surface protein-1 among Amazonian gold miners, in relation to infection status 

and disiase expression. Experimental Parasitology, 109:124-134, 2005. 

 

2- SCOPEL, K. K. G., FONTES, C. J. F., FERREIRA, M. U., BRAGA, E. M. 

Factors associated with immunoglobulin G subclass polarization in naturally 

acquired antibodies to Plasmodium falciparum merozoite proteins: a cross-

sectional survey in Brazilian Amazonia. Clinical and Vaccine Immunology, 

13:1-4, 2006. 

 

3- SCOPEL, K. K. G., da SILVA-NUNES, M., MALAFRONTE, R. L., BRAGA, E. 

M., FERREIRA, M. U. Variant-specific antibodies to merozoite surface protein 

2 (MSP-2) and clinical expression of Plasmodium falciparum malaria in rural 

Amazonians. The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 2007;  

no prelo 

 

4- BRAGA, E. M., SCOPEL, K. K. G., KOMATSU, N. T., da SILVA-NUNES, M., 

FERREIRA, M. U. Polymorphism of the Fcγ receptor IIA and malaria morbity. 

Journal of Molecular and Genetic Medicine, 1:5-10, 2005. 
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DISCUSSÃO E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

As estratégias de controle de malária atualmente utilizadas não têm se mostrado 

eficazes em locais que apresentam condições ambientais, econômicas e sociais favoráveis à 

propagação da doença, haja vista as elevadas taxas de morbidade e mortalidade atribuídas, 

anualmente, à malária falciparum. Além disso, a constante emergência de cepas de 

plasmódios resistentes aos antimaláricos convencionais, aliada à crescente descrição de 

linhagens de anofelinos resistentes aos inseticidas, tem justificado a incessante busca por uma 

vacina antimalárica eficaz. Com tal propósito, vários protótipos envolvendo diferentes 

moléculas imunogênicas de vários estágios evolutivos dos plasmódios já foram testados 

(Doolan et al., 2003), em sua maioria, em regiões de elevada endemicidade de onde, também, 

provêm a base dos conhecimentos adquiridos sobre a história natural da doença. Entretanto, 

os resultados obtidos até o momento demonstram uma baixa eficácia dessas moléculas na 

indução de proteção, o que constitui um dos principais obstáculos ao desenvolvimento de 

vacinas.  

As explicações para os insatisfatórios resultados vacinais se devem, em parte, à 

ocorrência de polimorfismos nos genes que codificam as diferentes proteínas utilizadas como 

imunógenos (Miller et al., 1993). A imunidade induzida por proteínas de superfície de 

merozoítos, MSP-1 e MSP-2, por exemplo, tem sido mais eficiente contra a reinfecção por 

parasitos homólogos (Darko et al., 2005; Genton et al., 2002). Além disso, estudos soro-

epidemiológicos têm evidenciado que anticorpos anti-MSP-1 e anti-MSP-2 são capazes de 

discriminar entre variantes antigênicas que integram famílias alélicas distintas (Cavanagh et 

al., 1998; Cavanagh & McBride, 1997; Ekala et al., 2002).  

Reconhecendo a importância do polimorfismo antigênico na determinação da resposta 

imune protetora, além da escassez de dados sobre a imunidade naturalmente adquirida em 

áreas de transmissão reduzida e instável, no presente estudo investigou-se a diversidade 

genética nos genes que codificam regiões conservadas e/ou polimórficas de duas proteínas de 

P. falciparum candidatas à vacina: MSP-1 e MSP-2. Além disso, foram avaliadas as respostas 

de anticorpos anti-MSP-1 e anti-MSP-2 e sua contribuição na expressão clínica da infecção 

em indivíduos provenientes de duas regiões endêmicas na Amazônia brasileira. Apesar das 

duas regiões geográficas apresentarem características populacionais, demográficas e de 

endemicidade distintas, casos assintomáticos da infecção pelo P. falciparum foram 

observados em ambas. O estudo dessas duas populações constituiu, portanto, uma excelente 



 56 

oportunidade para se avaliar os fatores e possíveis mecanismos humorais associados à 

aquisição de imunidade em regiões de baixa a moderada transmissão com caráter instável e 

sazonal. 

 

5.1 – Diversidade genética da MSP-1 e MSP-2 de P. falciparum  

A história natural da malária é bem caracterizada em áreas hiperendêmicas com 

predomínio de infecções por P. falciparum. Nesses locais, a imunidade clínica adquirida é 

geralmente observada entre indivíduos adultos, mas raramente entre crianças e jovens. A 

extensiva diversidade observada nos antígenos plasmodiais constitui uma explicação aceitável 

para a lenta aquisição de imunidade clínica contra a malária naquelas regiões (Day & Marsh, 

1991). Além disso, deve-se considerar que em locais de transmissão elevada e estável, o 

intenso fluxo e a rápida flutuação temporal de parasitos geneticamente distintos são fatores 

que interferem na aquisição de imunidade (Daubersies et al., 1994; 1996; Eisen et al., 1998). 

Em contraste, em locais com instabilidade de transmissão, a baixa prevalência da doença 

parece constituir um fator limitante para o desenvolvimento de imunidade (Vinetz et al., 

2002). Entretanto, a ocorrência de casos de infecções assintomáticas entre indivíduos 

residentes em áreas endêmicas brasileiras tem sido recentemente descrita (revisto por Coura et 

al, 2006), inclusive, por nosso grupo (Fontes, 2001; Scopel, 2004; Scopel et al., 2004).  

Considerando o perfil epidemiológico da malária no Brasil, e sabendo que a 

variabilidade genética de populações de Plasmodium tende a assumir papel central nos 

mecanismos de evasão imune, uma provável explicação para a aquisição de imunidade em 

regiões de transmissão instável seria a restrita diversidade e/ou estabilidade no repertório de 

variantes genéticas em populações locais de parasitos.  

Neste trabalho, essa hipótese pôde ser testada entre indivíduos residentes em duas 

áreas distintas da Amazônia com infecções por P. falciparum apresentando ausência ou 

reduzida intensidade de sintomas clínicos. Este estudo se baseou, sobretudo, na tipagem 

molecular e/ou seqüenciamento de genes do parasito que codificam a MSP-1 (bloco 2) e a 

MSP-2 (bloco 3). Em Apiacás, onde casos de infecções assintomáticas foram previamente 

descritos (Fontes, 2001; Scopel, 2004), foi observada a distribuição similar das famílias 

alélicas de MSP-1 (MAD20, K1 e RO33). Entre os isolados seqüenciados, sete diferentes 

haplótipos foram detectados, sendo dois exclusivos do estado de Mato Grosso em comparação 

àqueles previamente caracterizados no estado de Rondônia (Ferreira et al., 2003). Cabe 
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ressaltar, ainda, que nenhuma associação foi estabelecida entre família alélica, haplótipo, 

presença ou ausência de sintomas clínicos. Além disso, entre os isolados seqüenciados não se 

observou a ocorrência de haplótipos híbridos. Haplótipos híbridos resultam da fertilização 

cruzada e da recombinação meiótica entre gametas pertencentes a famílias alélicas distintas, e 

somente ocorrem no mosquito vetor (Snewin et al., 1991; Irion et al., 1997). Contudo, apesar 

da elevada freqüência de genótipos mistos em algumas regiões endêmicas (Daubersies et al., 

1996; Babiker et al., 1997; Sallenave-Sales et al., 2003), formas alélicas híbridas têm sido 

raras na natureza correspondendo, por exemplo, a aproximadamente 7% das seqüências de 

MSP-2 depositadas no GenBank (Hoffmann et al., 2001). 

Semelhante ao observado em outra região com reduzida transmissão de malária na 

América Latina (Tami et al., 2002), baixa diversidade genética também foi verificada para o 

bloco 3 da MSP-2 no estudo longitudinal conduzido em Acrelândia-Ac. Entre os isolados 

avaliados, nenhuma diferença significativa foi observada na distribuição das famílias alélicas 

FC27 e 3D7. Além disso, tais alelos parecem não interferir na presença ou intensidade dos 

sintomas apresentados pelos indivíduos infectados. Os resultados obtidos nesta pesquisa 

corroboram as observações de Córtes e colaboradores (2004) na Papua Nova Guiné (Córtes et 

al., 2004) mas, contradizem estudos realizados em outras regiões, como Senegal (Scherf et 

al., 1991), Gabão (Ekala et al., 2002; Kun et al., 1998), Papua Nova Guiné (Engelbrecht et 

al., 1995) e Tanzânia (Magesa et al., 2002), onde determinadas famílias alélicas estiveram 

associadas à doença clínica. O elevado grau de polimorfismo evidenciado nos motivos 

repetitivos de determinadas famílias alélicas, tais como 3D7, pode explicar esses achados, 

como sugerido por Ferreira & Hartl, 2006.  

Vários outros fatores também podem estar relacionados à reduzida diversidade 

genética observada nos isolados de parasitos avaliados. A limitada flutuação e/ou introdução 

de cepas de parasitos geneticamente distintos, interferindo na ocorrência de recombinação 

meiótica no mosquito vetor, têm sido sugeridas (Sakihama et al., 2007). Muitos estudos 

indicam que a diversidade genética e a extensão dos eventos de recombinação meiótica no 

gene msp-1 sejam mais pronunciadas em áreas de transmissão intensa (Scherf et al., 1991; 

Felger et al., 1994; apud Tanabe et al.,). Contudo, estudos conduzidos em áreas com 

reduzidos níveis de transmissão demonstraram elevada diversidade tanto do gene msp-1 

quanto do gene msp-2 (Babiker et al., 1991; Ferreira et al., 1998b; Paul et al., 1998; 

Zwetyenga et al., 1998; Sakihama et al., 2006). Se for considerado, então, que os eventos de 

recombinação meiótica ocorrem menos freqüentemente em regiões com reduzida 
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endemicidade, pode-se pressupor que outros mecanismos sejam responsáveis pela elevada 

variabilidade genética em populações de plasmódios que circulam em determinadas regiões 

de transmissão reduzida. 

A ocorrência de diversidade em populações naturais de P. falciparum também é 

favorecida pela presença de alelos distintos pertencentes a uma mesma família infectando um 

mesmo indivíduo (Babiker et al., 1994; Sakihama et al., 2001). Embora essa questão não 

tenha sido abordada neste estudo, em outras regiões endêmicas brasileiras, como Ariquemes e 

Porto Velho, o número médio de alelos/isolado foi reduzido, variando de 1,1 a 1,3 para o 

bloco 2 da MSP-1 e para o bloco 3 da MSP-2 (Sallenave-Sales et al., 2000; Sallenave-Sales et 

al., 2003). Em outras regiões com perfil epidemiológico semelhante, como a Guiana Francesa, 

o número médio de alelos/indivíduo foi cerca de 1,0, tanto para a MSP-1 quanto para MSP-2 

(Ariey et al., 1999). Em contraste, em regiões de elevada endemicidade, tais como Vietnã e 

Panguí, na Colômbia, o número médio de alelos MSP-1 e MSP-2 foi relativamente maior, 

variando de 1,8 a 2,4 por indivíduo (Weisman et al., 2001; Gómez et al., 2002, 

respectivamente).  

No Senegal, área mesoendêmica, o número médio de alelos MSP-1 e MSP-2 foi 

menor entre isolados de indivíduos assintomáticos (1,5 alelos/isolado) quando comparado aos 

isolados provenientes de pacientes sintomáticos (2,3 alelos/isolado) (Zwetyenga et al., 1998). 

Em um estudo semelhante na Tanzânia, o número médio de alelos observados entre 

indivíduos assintomáticos e sintomáticos foi de 2,4 e 3,4, respectivamente (Bereczky et al., 

2007). É interessante observar que indivíduos assintomáticos que possuem somente um clone 

de parasitos apresentaram maior risco de tornarem-se sintomáticos quando comparados 

àqueles que possuem infecções alélicas mistas (2-3 clones) (Bereczky et al., 2007). A redução 

no número de alelos em indivíduos assintomáticos também tem demonstrado correlação 

inversa com o fator idade (Ntoumi et al., 1995). Esses dados corroboram a hipótese de que a 

reduzida proporção de alelos por indivíduo pode contribuir para o desenvolvimento de 

imunidade em regiões de baixa transmissão por limitarem a geração de novas variantes 

antigênicas. Contudo, outros estudos tornam-se necessários, já que uma maior freqüência de 

alelos geneticamente distintos tem sido descrita em indivíduos assintomáticos em outras 

regiões (Daubersies et al., 1996; Babiker et al., 1997; Farnert et al., 1999; Ekala et al., 2002).  

Um ponto que merece discussão refere-se à intensa migração de populações humanas, 

característica de áreas de garimpo e de mineração, que pode ser considerada um fator gerador 

de diversidade por permitir a introdução de novos alelos em uma dada região. Dado o restrito 
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repertório de variantes alélicas na região de Apiacás, a intensa flutuação populacional pode ter 

propiciado a maior exposição dos indivíduos às variantes locais, contribuindo, assim, para a 

determinação do status imune verificado entre os garimpeiros que fizeram parte deste estudo.   

Em suma, os dados apresentados nesta pesquisa contribuem para o maior 

conhecimento da estrutura genética das populações de plasmódios circulantes no Brasil, 

confirmando a ocorrência de um repertório restrito de variantes antigênicas nas áreas 

endêmicas brasileiras (Da Silveira et al., 1999; Sallenave-Sales et al., 2003), o que pode 

justificar os casos de infecções assintomáticas descritos neste e em outros estudos prévios. 

 

5.2 – Reconhecimento imune de MSP-1 e MSP-2 de P. falciparum  

A distribuição de subclasses de IgG específicas contra diferentes antígenos de formas 

assexuadas de Plasmodium e suas implicações na aquisição de imunidade anti-doença em 

áreas de transmissão instável de malária não se encontram definidas. Sugerida a restrição 

gênica das populações de plasmódios no Brasil, foi definida como meta à determinação dos 

perfis de respostas de anticorpos contra antígenos de blocos polimórficos (bloco 2/3D7, 

MAD20 e RO33) e conservados (PfMSP-119) da MSP-1 de P. falciparum. Além disso, 

pretendeu-se correlacionar esses perfis ao status clínico da infecção apresentada pelos 

indivíduos de Apiacás. Nenhuma correlação pôde ser estabelecida entre níveis de anticorpos 

citofílicos, IgG1 e IgG3, e os grupos de indivíduos categorizados de acordo com a presença ou 

ausência de infecção patente (infectados e não-infectados) e presença ou ausência de sintomas 

clínicos (assintomáticos e sintomáticos). Além disso, a distribuição das subclasses de IgG 

específicas, independente do antígeno avaliado, não se apresentou associada ao grau de 

exposição à malária. Esses dados contrariam um estudo anterior conduzido por nosso grupo 

nessa mesma área (Braga et al., 2002), onde níveis elevados de anticorpos IgG1 anti-PfMSP-

119 estiveram associados à ausência de sintomas. Um aspecto que diferencia os dois estudos é 

que, no primeiro, o critério para se determinar infecção por P. falciparum foi a presença do 

parasito exclusivamente pelo método de gota espessa, enquanto no segundo caso foi utilizada 

a detecção do parasito por PCR (Scopel et al., 2004) em adição ao exame microscópico. 

Assim, no primeiro estudo, somente indivíduos com moderadas ou altas parasitemias foram 

analisados, enquanto no segundo, indivíduos com parasitemias muito baixas foram incluídos 

na categoria de assintomáticos. Tal fato sugere que os mecanismos humorais podem ser 

modulados pelos níveis de parasitos circulantes. Deve-se destacar que em regiões africanas 
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como Gana e Gabão, associações positivas entre anticorpos anti-MSP-119 e proteção anti-

doença também não foram relatadas entre os grupos de indivíduos avaliados, crianças em sua 

maioria, apresentando parasitemias consideráveis (Dodoo et al., 1999; Riley et al., 2000).  

Nessa mesma população de garimpeiros, avaliou-se a resposta de anticorpos dirigidos 

contra seis variantes antigênicas que integram a região repetitiva da MSP-2 (bloco 3/25, 

AM89, FUP/CP, 3D7, S20 e FC27). De modo similar ao observado para o bloco 2 da MSP-1, 

tanto a freqüência como os níveis de IgG3 foram expressivos quando comparados às demais 

subclasses.  

Embora nenhuma associação positiva entre anticorpos e proteção tenha sido observada 

em nossos estudos, não é possível concluir que os anticorpos anti-MSP-1 e anti-MSP-2 não 

participem dos mecanismos imunológicos que promovem proteção. A técnica de ELISA é 

amplamente útil para determinação dos níveis de anticorpos antígeno-específicos. Contudo, 

ela não é capaz de discriminar anticorpos protetores daqueles potencialmente bloqueadores 

(isto é, aqueles capazes de competir por epitopos comuns na molécula antigênica) e/ou 

neutros (não afetam a invasão) (Patiño et al., 1997; Dekker et al., 2004). Portanto, torna-se 

fundamental o desenvolvimento e a validação de técnicas que permitam avaliar “in vitro” o 

papel funcional dos anticorpos naturalmente adquiridos. 

Evidências da importância do uso de testes funcionais para avaliação da atividade 

biológica de anticorpos detectados pela técnica imunoenzimática foram previamente descritas 

por Jonh et al. (2004). Neste estudo, níveis elevados de anticorpos IgG anti-PfMSP-119 não 

estiveram associados à proteção antimalárica. Contudo, esses anticorpos, em ensaios de 

inibição de invasão utilizando-se duas linhagens de P. falciparum, uma “selvagem” e outra 

expressando a MSP-119 de P. chabaudi, foram capazes de opsonizar parasitos expressando 

MSP-119 homóloga, bloqueando, assim, a invasão (Jonh et al., 2004). Estudos semelhantes 

aos realizados por Jonh e colaboradores (2004) já haviam sido conduzidos previamente com o 

objetivo de se especular sobre a importância funcional dos anticorpos anti-MSP-119 espécie-

específicos na imunidade antiparasito (O’Donnell et al., 2001; Koning-Ward et al., 2003). 

Tais estudos também demonstraram que anticorpos IgG que reconhecem essa proteína são 

significativamente eficientes no bloqueio da invasão de eritrócitos por parasitos expressando a 

MSP-119 homóloga.  

Uma característica da resposta imune humoral observada neste e em outros estudos 

(Cavanagh et al., 2001; Jouin et al., 2001; Tongren et al., 2006) é a tendência de alguns 

antígenos de estágios sanguíneos de P. falciparum estimularem uma produção polarizada de 
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anticorpos de determinada subclasse. Como observado nesta e em outras pesquisas, antígenos 

conservados (PfMSP-119) têm sido freqüentemente associados à presença de IgG1 ou IgG1 e 

IgG3 combinadas (Egan et al., 1995; Nguer et al., 1997; Cavanagh et al., 2001; Garraud et al, 

2002; Tongren et al., 2006). Por outro lado, antígenos polimórficos, tais como aqueles que 

representam o bloco 2 da MSP-1 e o bloco 3 repetitivo da MSP-2, induzem preferencialmente 

níveis elevados de IgG3 (Taylor et al., 1995; da Silveira et al., 1999; Cavanagh et al., 2001; 

Cavanagh , et al., 2004;  Jouin et al., 2001; Polley et al., 2005; Tongren et al., 2006).  

Apesar de fatores como idade, tempo de exposição em áreas altamente endêmicas e 

infecção atual possam modular o balanço entre as subclasses de IgG induzindo uma forte 

polarização para IgG1 ou IgG3 (Taylor et al., 1998; Diallo et al., 2002; Metzger et al., 2003; 

Polley et al., 2004), essas variáveis pouco influenciaram a distribuição das imunoglobulinas 

anti-MSP-1 e anti-MSP-2 entre os garimpeiros de Apiacás. Os dados apresentados nesta 

pesquisa são, contudo, condizentes com a hipótese de que propriedades intrínsecas de 

imunógenos possam modular o perfil de IgG durante a infecção, como já proposto (Cavanagh 

et al., 2001) e recentemente corroborado (Tongren et al., 2006). Essa hipótese é suportada por 

um estudo prévio conduzido “in vitro” através do qual se verificou que células mononucleares 

de indivíduos freqüentemente expostos ao P. falciparum produziram as quatro subclasses de 

IgG após estimulação por antígenos totais (Garraud et al., 2002). Por outro lado, somente uma 

ou duas subclasses foram observadas quando as células foram estimuladas por um antígeno 

definido. Nesse caso, os perfis de anticorpos anti-MSP-119 e anti-MSP-2 produzidos “in vitro” 

correlacionaram-se com as subclasses detectadas no plasma (IgG1/IgG3 e IgG3, 

respectivamente) (Garraud et al., 2002). Em um estudo semelhante, foi demonstrado que 

diferentes domínios antigênicos da MSP-1 de P. chabaudi foram reconhecidos por distintas 

subclasses de IgG. Além disso, a resposta proliferativa de células T CD4+ e o perfil de 

citocinas proinflamátórias (IFN-γ) observadas “in vitro” em resposta a tais domínios foram 

marcadamente distintos (Quin & Langhorne, 2001). Embora tais observações possam ter 

importantes implicações no desenvolvimento de vacinas, ainda não está claro como as 

propriedades estruturais de determinados antígenos podem modular a resposta de anticorpos. 

Sabe-se que motivos repetitivos de determinados antígenos podem auxiliar na indução 

diferenciada de determinada subclasse de IgG. Contudo, em nossos estudos, o fato de 

anticorpos dirigidos contra o domínio não repetitivo do bloco 2 da MSP-1 (RO33) terem sido 
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predominantemente da subclasse IgG3, sugere que as repetições encontradas em determinados 

antígenos não são requeridas para a indução de polarização da resposta de subclasses.   

Outro ponto que merece discussão diz respeito ao processamento e à apresentação de 

antígenos pelo sistema imunológico. A MSP-1 e a MSP-2, por exemplo, são expressas pelo 

mesmo estágio evolutivo do parasito e disponibilizadas simultaneamente à ação de células 

efetoras. No entanto, enquanto o processamento do fragmento conservado de 19-kDa da 

MSP-1 (PfMSP-119) parece ocorrer predominantemente via macrófagos após a fagocitose do 

merozoíto ou do eritrócito parasitado, os antígenos correspondentes aos domínios N-terminal 

da MSP-1 e da  MSP-2 são processados por células apresentadoras de antígenos (Cavanagh et 

al., 2001). A diferença na captação e no processamento desses domínios associa-se ao fato do 

fragmento de 19-kDa permanecer ancorado na superfície do merozoíto após a clivagem de seu 

precursor, enquanto os demais fragmentos são liberados como antígenos solúveis. Embora 

não seja totalmente compreendida a influência da captação, do processamento e da 

apresentação dos antígenos plasmodiais na modulação da resposta imune antimalárica, tais 

especulações são de fundamental relevância sobre a ótica do desenvolvimento de vacinas.   

Considerando que IgG3 foi consideravelmente detectada em resposta a antígenos 

polimórficos, não estando, contudo, associada à presença ou ausência de sintomas, é 

importante definir seu papel durante as infecções maláricas. Embora IgG3 esteja, não 

raramente, associada à proteção antimalárica em distintas regiões endêmicas (Nguer et al., 

1997; Taylor et al., 1998; Cavanagh et al., 2001; Metzger et al., 2003), sabe-se que essa 

imunoglobulina possui meia vida curta na circulação, geralmente entre 8 a 10 dias. Isso faz 

com que o predomínio dessa subclasse possa ser interpretado como um mecanismo de evasão 

imune, já que freqüentes re-exposições aos parasitos seriam necessárias para manter os níveis 

elevados dessa imunoglobulina (Ferrante & Rzepczyk, 1997). Considerando-se que neste 

estudo a polarização para IgG3 não foi claramente influenciada pela idade, pela exposição 

cumulativa aos parasitos, pela infecção atual e pelos polimorfismos do receptor de 

imunoglobulinas (FcγRIIa), a hipótese aventada para explicar a presença dessa 

imunoglobulina é que os níveis de IgG3 podem ser preferencialmente modulados pela 

natureza da molécula.   

Outra observação interessante, decorrente de nossos estudos refere-se à expressiva 

presença de IgG2 entre as subclasses de anticorpos pesquisadas, independente do antígeno 

e/ou do grupo de indivíduos avaliado. Este constituiu um dado intrigante, já que em áreas 
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altamente endêmicas observa-se que enquanto os anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3 parecem 

predominar nos soros de indivíduos imunes, os não citofílicos IgG2 e IgG4 parecem 

predominar em indivíduos não imunes (Druilhe & Pérignon, 1994; Ferreira et al., 1996). 

Acredita-se que anticorpos não citofílicos, quando induzidos por uma infecção, competem 

com IgG1 e IgG3 pela ligação a epitopos antigênicos, inibindo a ativação de mecanismos 

como fagocitose e ADCI (Bouharoun-Tayoun & Druilhe, 1992). Contudo, altos níveis de 

IgG2 têm sido associados ao reduzido risco de infecção por P. falciparum em crianças e 

adultos africanos. A proteção mediada por IgG2 parece, contudo, depender da presença de 

receptores FcγRIIa expressando o aminoácido histidina131 (H131) (Deleron et al., 1997; Aucan 

et al., 2000). Neste estudo, apesar de IgG2 ter sido uma subclasse freqüentemente detectada 

em resposta a todos os antígenos estudados, e de cerca de 70% dos indivíduos de Apiacás 

possuírem seu ligante (o receptor FcγRIIA-H131) (Braga et al., 2005), nenhuma associação foi 

observada entre essa subclasse e a proteção anti-doença. Além disso, os polimorfismos no 

receptor FcγRIIa não afetaram a distribuição de anticorpos anti-MSP-1 e anti-MSP-2 nos 

indivíduos avaliados. Os dados apresentados nesta pesquisa são divergentes daqueles 

publicados por Ntoumi et al. (2005), em que crianças africanas possuindo o genótipo FcγRIIa-

R131 apresentaram, de modo significante, menores níveis de anticorpos IgG2 anti-MSP-2 

quando comparados às crianças com o genótipo FcγRIIa-H131. Neste estudo, níveis reduzidos 

de IgG2 anti-MSP-2 estiveram fortemente associados à ocorrência do traço falciforme, mas 

nenhuma relação foi estabelecida entre a distribuição dos genótipos FcγRIIa e a ocorrência de 

HbAS (Ntoumi et al., 2005).  

Diante das várias especulações sobre a interação de IgG2 com receptores Fcγ 

mediando a ativação de mecanismos imunes como ADCI, algumas questões merecem ser 

discutidas. Primeiro, apesar da boa evidência sobre a participação de IgG2 no reduzido risco 

de infecção por P. falciparum, descrita por Aucan et al. (2000), entre adultos africanos, um 

estudo atual realizado “in vitro” demonstra claramente a incapacidade de essa subclasse ativar 

ADCI (Jafarshad et al., 2007). Neste estudo, somente IgG1 e IgG3 mostraram-se potentes 

indutores desse mecanismo com destacada eficiência para IgG3 (~60% mais ativo que IgG1). 

Uma das prováveis explicações para maior eficiência de IgG3 em relação à IgG1 relaciona-se 

à maior extensão da região dobrável de IgG3, permitindo sua maior interação com o antígeno e 

receptores Fcγ (Redpath et al., 1998). Essas observações podem, portanto, abortar a hipótese 

de que altos níveis de IgG3 possam constituir um mecanismo de evasão imune do parasito, 
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conforme discutido anteriormente. Outro dado relevante obtido por Jafarshad e colaboradores 

(2007) diz respeito ao fato da ativação do mecanismo de ADCI revelar-se dependente da 

ativação sinérgica de ambos os receptores FcγRIIa e FcγRIIIa. Essa conclusão apóia-se no 

fato da atividade anti-parasito proporcionada pela ativação de monócitos ter sido 

completamente inibida quando qualquer um desses receptores foi bloqueado com anticorpos 

monoclonais específicos. As conseqüências clínicas dos polimorfismos observados nesses 

receptores e a influência dos mesmos na susceptibilidade à infecção pelos plasmódios, no 

entanto, necessitam ser investigadas. 

 

5.3 – Anticorpos variante-específicos e malária clínica  

Um importante aspecto a ser considerado durante o desenvolvimento e a avaliação de 

vacinas antimaláricas é sua capacidade de induzir respostas de anticorpos que atuem sobre 

cepas heterólogas de parasitos. Sabe-se que vacinas que contêm somente uma forma alélica de 

antígenos polimórficos podem induzir respostas imunes alelo-dirigidas e, portanto, podem 

selecionar parasitos que expressam alelos heterólogos. A vacinação de crianças, por exemplo, 

com o antígeno 3D7 (MSP-2), favoreceu a infecção por parasitos, expressando a família 

alélica FC27 em uma área endêmica da Papua Nova Guiné (Genton et al., 2002). No Brasil, 

com exceção de nossos estudos, a influência de determinada família alélica na definição do 

caráter clínico da infecção malárica, bem como sobre a intensidade dos sintomas referentes à 

doença, não têm sido investigada. Além disso, também não há especulações sobre o papel de 

anticorpos alelo-específicos na modulação da expressão clínica da infecção. 

Entre os garimpeiros de Apiacás, a expressão clínica da infecção não foi modulada por 

anticorpos que reconhecem especificamente a família alélica expressa pelo parasito causador 

da infecção. Além disso, foi observada a falta de associação entre a especificidade de 

anticorpos circulantes e as variantes detectadas em isolados de parasitos. Esses dados 

corroboram estudos prévios conduzidos em outras áreas de transmissão de malária no Brasil 

(Da Silveira et al., 1999).  

Anticorpos específicos para as variantes alélicas K1 e MAD20 (Bloco 2) têm sido 

significantemente associados ao baixo risco prospectivo de crianças africanas contraírem 

malária (Conway et al., 2000). Além disso, indivíduos que apresentam, simultaneamente, 

anticorpos anti-K1 e anti-MAD20, estiveram mais protegidos que aqueles apresentando 

anticorpos para uma única família (Conway et al., 2000). A forte associação entre anticorpos 
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anti-bloco 2 da MSP-1 e o baixo risco de malária clínica sugere que os motivos repetitivos 

dessas moléculas contêm epitopos específicos e imunodominantes que modulam as respostas 

de células B, induzindo a produção de anticorpos protetores (Polly et al., 2003). Contudo, a 

presença de anticorpos reconhecendo um epitopo específico não exclui a possibilidade de uma 

infecção subseqüente por parasitos expressando epitopos homólogos (Fruh et al., 1991; Jouin 

et al., 2001). 

Nesta pesquisa, não foram encontradas evidências de que a presença de anticorpos 

específicos para determinada família alélica possa determinar a ausência ou a ocorrência de 

infecções com sintomas (febre, dor de cabeça, calafrios, sudorese, mialgia, artralgia, dor 

abdominal, náuseas e vômitos) menos pronunciados. A taxa de parasitos determinada no 

momento do diagnóstico mostrou-se melhor preditor da expressão clínica da infecção quando 

comparada ao nível de exposição cumulativa à malária e aos níveis de anticorpos anti-MSP-2. 

Esses dados são consistentes com a interpretação de que a imunidade adquirida reduz a 

densidade de parasitos, mas sugere que outras moléculas imunogênicas do parasito e/ou 

fatores intrínsecos ao hospedeiro podem ser responsáveis pela proteção apresentada por 

alguns indivíduos. Considerando o fato de que as populações avaliadas nesta pesquisa são 

compostas majoritariamente por adultos, discute-se a possibilidade de que fatores hormonais 

possam estar envolvidos na aquisição de proteção clínica, como previamente proposto (Kurtis 

et al., 2001; Leenstra et al., 2003). Essa é, portanto, uma questão que merece ser melhor 

averiguada. 

 Em crianças africanas, os episódios clínicos de malária têm sido associados à 

ocorrência de gaps no repertório de variantes antigênicas reconhecidas por anticorpos (revisto 

por Bull and Marsh, 2002). No Sudão, por exemplo, indivíduos que apresentam anticorpos 

contra um extenso painel de variantes da PfEMP-1 foram protegidos contra a malária clínica 

quando desafiados com parasitos expressando antígenos homólogos (Giha et al., 2000). A 

ocorrência de gaps no repertório de variantes antigênicas tem sido extensivamente testada em 

relação aos antígenos variantes de superfície de eritrócitos infectados, mas pouco é conhecido 

em relação a antígenos de superfície de merozoítos. Apesar de nossos estudos sugerirem a 

ocorrência de gaps no reconhecimento imunológico das famílias alélicas de blocos 

polímorficos da MSP-1, esses não determinaram o caráter sintomático ou assintomático da 

infecção.  

Dentre os fatores propostos para explicar as observações referentes à falta de 

associação entre família alélica e respostas de anticorpos, destacam-se: (i) a presença de 
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parasitos geneticamente distintos, mas que não foram identificados durante a tipagem (Farnert 

et al., 1997); (ii) a falta de associação entre a composição genética estrutural das proteínas 

recombinantes utilizadas e aquelas apresentadas pelos parasitos durante a infecção; (iii) a 

presença de anticorpos com diferentes especificidades induzida por infecções prévias e (iv) a 

ocorrência do mecanismo de impressão clonal ou original antigenic sin (Taylor et al., 1996).  

A ocorrência do fenômeno chamado impressão clonal (clonal imprinting) foi proposta 

para explicar o não reconhecimento de variantes de MSP-2 em diferentes estudos conduzidos 

em populações africanas (Taylor et al., 1996; Franks et al., 2003). Assim, espera-se que 

freqüentes reinfecções com populações de parasitos geneticamente distintas induzam um 

booster no perfil de anticorpos preexistentes, mas não a produção de anticorpos com novas 

especificidades. Mais detalhadamente, durante uma primeira infecção, ocorreriam expansão e 

maturação de células T e B que se tornariam células de memória, expressando receptores de 

superfície para antígenos e moléculas co-estimulatórias. As interações entre células B e T 

permitiriam a produção de anticorpos com especificidades definidas. Em uma resposta 

secundária a outras variantes antigênicas, ocorreria a competição de células B de memória 

(apresentando alta densidade de receptores antigênicos de superfície) e células B não 

primadas. Neste caso, as células B de memória apresentariam os antígenos diretamente para 

células T de memória, originando uma resposta de anticorpos dirigida contra epitopos 

relativos à primeira infecção (Riley, 1996).  

Para testar a hipótese de impressão clonal, foi utilizada a coorte conduzida entre 

indivíduos de uma comunidade rural no estado do Acre com base na resposta de anticorpos 

contra cinco variantes antigênicas que integram as duas famílias alélicas da MSP-2 (bloco 3 

repetitivo). Os resultados obtidos apontam, mesmo que de forma não concreta, evidências 

sobre a ocorrência deste fenômeno. As evidências se baseiam no fato de que a maioria dos 

indivíduos infectados com parasitos expressando o alelo 3D7 falhou em reconhecer antígenos 

que integram essa família, mas mantiveram as respostas de anticorpos previamente 

observadas contra antígenos heterólogos. Entretanto, alguns indivíduos infectados com 

parasitos expressando o alelo 3D7 soroconverteram durante a infecção, mantendo os níveis de 

anticorpos anti-FC27 previamente detectados.  Esse fato contraria a idéia esperada de uma 

resposta exclusiva contra epitopos prefixados. Além disso, anticorpos gerados em resposta às 

variantes 3D7 foram rapidamente consumidos da circulação, sugerindo que tais respostas 

foram geradas independente da ativação de células T (Mond et al., 1995). Entretanto, não se 

pode definir se os baixos padrões de reconhecimento imunológico observados para as 
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variantes 3D7 representam a extensiva diversidade alélica ou a baixa imunogenicidade dos 

antígenos que integram essa família.  

Cabe ressaltar que respostas de anticorpos anti-MSP-1 em um estudo de coorte no 

Sudão não demonstram evidências reais sobre a ocorrência do fenômeno de impressão clonal 

(Cavanagh et al., 1998). Neste estudo, os indivíduos avaliados não apresentaram uma resposta 

de anticorpos compatível com a hipótese de fixação de epitopos para qualquer antígeno do 

bloco 2 polimórfico. Visto que a maioria das respostas de anticorpos observadas para o bloco 

2 coincidiu com a família alélica detectada no isolado de parasito, os autores sugerem que tais 

especificidades podem indicar somente infecção recente e não respostas fixadas a variantes 

para as quais o indivíduo foi previamente exposto (Cavanagh et al., 1998). Portanto, estudos 

ainda são necessários sobre confirmar a ocorrência do evento de impressão clonal entre 

indivíduos expostos à malária. 

Dada a ausência de associações entre o status clínico das infecções maláricas e os 

parâmetros genéticos e imunológicos abordados nesta pesquisa, torna-se evidente que sobre a 

ótica do desenvolvimento de vacinas, as observações provenientes de estudos conduzidos em 

regiões com elevada endemicidade não devem ser extrapoladas para áreas com perfis 

endêmicos variados. Nossos resultados representam contribuições significativas quanto ao 

conhecimento das relações parasito-hospedeiro, estabelecidas em regiões de reduzida 

endemicidade. 
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CONCLUSÕES 
 

Nossos estudos nos permitem concluir que: 

- o repertório de haplótipos que representam o bloco 2 polimórfico da MSP-1 de P. 

falciparum apresentou-se restrito em Apiacás;  

 
- o perfil de anticorpos naturalmente adquiridos e a expressão clínica da doença não 

foram influenciados pelas variantes alélicas presentes nos isolados infectantes; 

 

- diferentes blocos de uma mesma molécula induzem diferentes perfis de subclasses 

de IgG em indivíduos naturalmente expostos à infecção por P. falciparum: níveis 

similares de IgG1 e IgG3 são observados para bloco 17 conservado da MSP-1, 

enquanto anticorpos IgG3 predominam contra o bloco 2 polimórfico desta mesma 

proteína; 

 

- a exposição cumulativa à malária não se correlacionou à distribuição de subclasses 

de IgG anti-MSP-1, independente do status clínico da infecção;   

 

- os níveis de IgG2 anti-MSP-1, bem como a freqüência de receptores FcγRIIA-H131, 

não se associaram à proteção antimalárica em regiões de transmissão instável; 

 

- variáveis como tempo de exposição em área endêmica, infecção atual, idade e 

polimorfismos nos receptores FcγRIIA pouco afetaram a polarização para  IgG3 

verificada para antígenos que integram os blocos polimórficos da MSP-1 e MSP-2 

de P. falciparum; 

 

- as respostas de anticorpos anti-MSP-2 observadas em indivíduos com expressões 

clínicas variadas na Amazônia Brasileira são predominantemente família alélica-

específica; 
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- antígenos pertencentes à família alélica FC27 da MSP-2, mas não 3D7, induzem 

uma longa memória imunológica mesmo na ausência de re-exposições à variantes 

homólogas;  

 

- anticorpos gerados contra as variantes FC27 e 3D7 não impedem infecções 

subseqüentes por parasitos expressando alelos homólogos; 

 

- anticorpos anti-MSP-1 e anti-MSP-2 variante-específicos não influenciaram a 

determinação do caráter clínico da infecção,  

 

- em áreas de transmissão instável no Brasil, os níveis de parasitos circulantes são 

bons preditores de prevalência e intensidade de sintomas clínicos. 
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Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
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Baixar livros de Trabalho
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