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RESUMO 
 
Nas Américas, o número de casos de malária voltou a aumentar após uma década 
de redução significativa na incidência da doença. Fatores políticos, socioeconômicos 
e ambientais associados à transmissão da malária têm contribuído para este 
aumento, particularmente, na região de fronteira entre o Brasil e a Venezuela. Neste 
cenário, faz-se necessário direcionar as medidas de controle para as populações 
vulneráveis que vivem em áreas de risco. As comunidades indígenas da Amazônia 
encontram-se constantemente expostas a diversas doenças infecciosas, incluindo a 
malária. Nestes grupos semi-isolados, os dados oficiais de malária são 
subestimados devido à baixa sensibilidade dos métodos diagnósticos de rotina e da 
dificuldade do acesso, como é o caso, por exemplo, de comunidades indígenas de 
etnia Yanomami. No presente estudo, avaliou-se prospectivamente as infecções 
maláricas – microscópicas e submicroscópicas -- em quatro aldeias ianomâmis da 
comunidade Marari, a qual se situa no extremo norte da Amazônia Brasileira, 
próximo à fronteira com a Venezuela. A população estudada contemplou 981 
indivíduos, com mediana de idade de 14 anos (IQR 6-33 anos; idade mínima de 1 
ano e máxima de 79). A abordagem metodológica envolveu três cortes transversais 
com intervalos de dois meses, sendo estes realizados durante a estação seca 
(setembro/novembro de 2014) e no início da estação chuvosa (janeiro de 2015). 
Para o diagnostico molecular, diferentes protocolos de PCR em tempo real foram 
utilizados -- baseados em alvos ribossomais e não ribossomais dos plamódios – a 
fim de aumentar a sensibilidade na detecção de co-infecções e infecções 
submicroscópicas. Em conjunto, os resultados permitiram demonstrar que: (i) a 
frequência de infecções maláricas foi similar entre os sexos (masculino e feminino), 
provavelmente, refletindo os hábitos sociais e culturais das populações expostas; (ii) 
ao longo do estudo, 75% a 80% de todas as infecções maláricas foram 
submicroscópicas; consequentemente, (iii) as infecções com altas parasitemias 
(positividade pela microscopia) foram detectadas apenas em crianças e 
adolescentes (<16 anos), sendo os adultos caracterizados por infecções de baixa 
densidade parasitária, detectadas apenas por protocolos moleculares. Esse perfil de 
redução da parasitemia com aumento da idade sugere imunidade adquirida induzida 
por exposição continua a transmissão; (iv) a prevalência de infecção malárica diferiu, 
significativamente, entre as aldeias estudadas (variando entre 1% e 19%), 
demonstrando uma heterogeneidade na transmissão local; (v) o Plasmodium vivax 
foi a espécie predominantemente encontrada no estudo, seguido por P. malariae e, 
em menor extensão, o P. falciparum; (vi) a circulação da espécie  “P. vivax like ”(P. 
simium) foi descartada na região; finalmente, (vii) a avaliação consecutiva de 
parasitos circulantes na população estudada (detecção de parasitos e/ou DNA) 
permitiu demonstrar que a infecção malárica persistiu apenas em 8% dos indivíduos 
previamente positivos para a malária, sendo a maioria crianças com mediana de 
idade de 3 anos. Em resumo, os resultados aqui apresentados comprovam que os 
métodos moleculares são mais apropriados para a identificação de infecções 
maláricas nas aldeias ianomâmis estudadas, que foram caracterizadas por 
transmissão heterogênea, predominância de infecções de baixa densidade 
parasitária, circulação de várias espécies de plasmódios e maior suscetibilidade em 
crianças (mediana de idade 3 anos). Estes resultados são importantes para o 
delineamento e implementação de medidas de vigilância e controle que visam a 
eliminação da malária nas populações ameríndias da Amazônia. 
Palavras-chave: Malária submicroscópica; Yanomami; diagnóstico molecular. 



 

ABSTRACT 
 
A recent increase in malaria case incidence occurred in the Americas as a result of 
sociopolitical, ecological and economic factors, particularly, in the Brazilian-
Venezuelan border. In this scenario, it seems critical to target vulnerable populations 
in risk areas. In Amazon region, indigenous forest-dwelling communities suffer from a 
high burden of infectious diseases, including malaria. In these areas, official malaria 
data are underestimated due to the low sensitivity of routine diagnostic methods and 
the difficulty of access semi-isolated groups, as is the case of Yanomami ethnic 
group. In the current study, we prospectively surveyed for microscopic and 
submicroscopic malaria infections in four Yanomami villages of the Marari community 
in the northern-most region of the Brazilian Amazon, close to the border with 
Venezuela. The studied population involved 981 individuals, with a median age of 14 
years (IQR 6-33 years; range 1-79 years). The methodological approach involved 
three cross sectional surveys at two months intervals, which were carried out during 
dry season (September/November, 2014) and at the beginning of the rainy season 
(January, 2015). Different real-time PCR protocols -- ribosomal and non-ribossomal 
plasmodial targets -- were used to increase sensitivity in detection of submicroscopic 
and mixed malarial infection. Taken together, the results demonstrated that: (i) the 
frequency of malaria infection was similar between genders (male and female), 
probably reflecting social and cultural habits of exposed-populations; (ii) regardless 
the cross-sectional survey, roughly 75% to 80% of all malaria infections were 
submicroscopic; consequently, (iii) high densities parasite infections (microscopically-
detectable) were detected only in children and adolescents (>16 years), with adults 
characterized by low densities infections detected by PCR-based protocols. This 
profile of age-associated malaria suggests acquired immunity induced by successive 
malaria infections; (iv) the prevalence of malaria infection differed significantly 
between villages (from 1% to 19%), demonstrating a marked heterogeneity at micro-
scales; (v) Plasmodium vivax was the most commonly detected malaria parasite 
species, followed by P. malariae and much less frequently P. falciparum; (vi) the 
circulation of “P. vivax like” malaria (P. simium) in the studied area was discarded; 
finally, (vii) consecutive blood samples showed that malaria infection (detection of  
parasite  and/or DNA plasmodial) persisted only in 8% of the previously malaria-
positive individuals, with most of them young children (median age of 3 years). 
Overall, our results show that molecular tools are more sensitive for the identification 
of malaria infection among the Yanomami community studied, which was 
characterized by heterogeneous transmission, a predominance of low-density 
infections, circulation of multiple malaria parasite species and a higher susceptibility 
of young children. Our findings are important for the design and implementation of 
the new strategic interventions that will be required for the control and elimination of 
malaria in Amazon amerindians populations. 
Keywords: Submicroscopic malaria; Yanomami; molecular diagnosis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A malária é uma doença causada por protozoários intracelulares obrigatórios 

do gênero Plasmodium, pertencentes ao filo Apicomplexa e transmitidos através da 

picada da fêmea de mosquitos anofelinos. Dentre as mais de cem espécies 

descritas, cinco estão mais frequentemente associadas a doença nos seres 

humanos, sendo Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. 

knowlesi. Enquanto o P. falciparum e o P. vivax são as espécies mais relevantes do 

ponto de vista de saúde pública, o P. malariae é considerado amplamente 

subnotificado, particularmente, pela dificuldade de diferenciação com o P. vivax no 

diagnóstico de rotina (AUTINO et al., 2012; LALREMRUATA et al., 2015; MCKENZIE 

et al., 2001; RECHT et al., 2017). Por outro lado, o P. ovale, com distribuição restrita 

ao continente asiático e africano, tem sido pouco estudado apesar de evidências 

recentes sugerindo especiação simpátrica (P. ovale wallikeri e P. ovale curtisi) 

(GROGER et al., 2017). De interesse, o P. knowlesi, apesar de ser parasito natural 

de primatas não humanos, tem causado infecções graves em humanos, 

principalmente no sudeste asiático (ONG et al., 2009; WHITE, 2008). 

No continente africano, responsável por 93% dos casos de malária no mundo, 

a doença é ocasionada, principalmente, pelo P. falciparum, cuja gravidade está 

associada a uma inflamação sistêmica e ao sequestro dos parasitos em capilares 

venosos, sendo o cérebro, os pulmões e os rins os principais órgãos acometidos 

(CARVALHO et al., 2016; DASANNA et al., 2017; GOMES et al., 2011; QUADT et 

al., 2012). Já com relação ao P. vivax, espécie mais amplamente distribuída no 

mundo, as maiores taxas de prevalência se concentram fora do continente africano 

(GUERRA et al., 2010). Apesar disto, evidências recentes sugerem que o P. vivax 

está presente em praticamente todos os países endêmicos da África, o que reforça 

uma mudança de paradigma em relação a distribuição mundial do P. vivax, bem 

como uma mudança na postura das políticas e práticas de controle (TWOHIG et al., 

2019). Embora a malária por P. vivax possua morbidade e letalidade menor que 

aquela associada ao P. falciparum, casos graves descritos por esta espécie têm sido 

relatados, recentemente, em diferentes partes do mundo (BAIRD, 2013; GENTON et 

al., 2008), incluindo na Amazônia Brasileira (ALEXANDRE et al., 2010; ANDRADE et 

al., 2010).  
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Com relação ao P. malariae, destaca-se o fato de que esta é a única espécie 

de plasmódio humano com ciclo intra-eritrocítico de 72 horas e a capacidade de 

induzir infecções de longa duração – geralmente assintomáticas – com níveis muito 

baixos de parasitos circulantes (BROUWER et al., 2013; COLLINS & JEFFERY, 

2007; RECHT et al., 2017; SCURACCHIO et al., 2011). A título de exemplo, Vinetz e 

colaboradores descreveram, em 1998, um relato de caso de uma infecção malárica 

assintomática por P. malariae mantida por mais de 40 anos e reativada décadas 

após a infecção inicial (VINETZ et al., 1998). Até o momento, não é conhecido por 

que o P. malariae pode causar longos períodos de latência (GRANDE et al., 2019); 

no entanto, as peculiaridades biológicas desta espécie representam um desafio para 

as medidas de controle. Além disso, o P. malariae apresenta um contexto 

epidemiológico complexo. Isto porque a espécie P. brasilianum – parasito de 

primatas não humanos, semelhante ao P. malariae, tanto em nível morfológico e 

imunológico, quanto genético – favorece a transmissão e a manutenção da malária 

em ambientes onde o habitat dos humanos e de primatas não humanos se sobrepõe 

(GRANDE et al., 2019; RAYNER, 2015; TAZI & AYALA, 2011).  

 

1.1 Malária no mundo  

 

Considerada uma das principais doenças parasitárias de importância médica, 

a malária humana tem distribuição mundial (Figura 1), sendo mais prevalente em 

regiões tropicais e subtropicais do mundo, onde as condições ambientais, 

socioeconômicas e políticas influenciam na transmissão.  
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Figura 1. Mapa da taxa de incidência de casos de malária (casos por 1.000 habitantes em áreas 

de risco) por país, 2018. Fonte: Adaptado de WHO, 2019. 

 

Dados recentes referentes a distribuição global da malária indicam que foram 

registrados, aproximadamente, 228 milhões de casos no ano de 2018. Neste mesmo 

ano, 405 mil pessoas morreram em decorrência da doença (WHO, 2019). Estes 

números, embora ainda elevados, refletem uma redução significativa da incidência 

da doença na última década; por exemplo, de 2010 a 2014 o número global de 

casos da doença caiu em 13.5% e o de mortes em 21% (WHO, 2019). Esta redução 

foi consequência das medidas de controle adotadas nos últimos anos, que se 

basearam no diagnóstico e no tratamento oportuno dos pacientes (WHO, 2019). 

Neste sentido, segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), o uso de 

mosquiteiros impregnados com inseticidas foi um dos principais responsáveis pela 

redução da mortalidade causada por P. falciparum no continente africano. 

Apesar do progresso geral, desde 2014 o número de casos de malária voltou 

a subir em algumas regiões do mundo, particularmente, na região Mediterrânea 

oriental (Somália, Sudão e Iêmen) e na América Latina (WHO, 2019). Nas Américas, 

o Brasil, a Colômbia e a Venezuela (República Bolivariana) juntos foram 

responsáveis por 84% de todos os casos notificados na região. De interesse, em 

2016 a maioria dos casos importados de malária no Brasil e na Colômbia se 

originaram na Venezuela (GRILLET et al., 2019). De fato, a atual crise humanitária, 

política e econômica que assola a Venezuela tem impactado diretamente na saúde 

da população local. Como resultado, entre 2016 e 2017, o país foi responsável pelo 
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maior aumento do número de casos de malária já registrado em todo o mundo 

(PAGE et al., 2019). Vale ressaltar que doenças como a malária e a difteria – que já 

foram consideradas controladas no país – estão aumentando de forma contínua, 

inclusive em áreas onde estas doenças já haviam sido eliminadas (FRASER, 2017). 

Sabendo que cerca de 4 bilhões de pessoas ainda vivem em áreas de risco 

de malária no mundo, muitos são os desafios que englobam o controle e a 

eliminação da doença em âmbito mundial. Neste sentido, a Assembleia Mundial da 

Saúde (World Health Assembly), liderada pela OMS, adotou, em 2015, a Estratégia 

Técnica Global para a Malária 2016-2030 (Global Technical Strategy for Malaria). 

Dentre os principais objetivos do programa até o ano de 2030, destacam-se: (i) 

redução de pelo menos 90% na taxa de mortalidade global e na incidência de casos 

de malária, em comparação aos dados de 2015; (ii) eliminação da doença em pelo 

menos 35 países com transmissão ativa de malária no ano da implementação da 

Estratégia; e (iii) prevenção do restabelecimento da malária em todos os países 

classificados como livres de transmissão (malaria-free) (WHO, 2015). 

Neste contexto, dentre os principais obstáculos para a redução definitiva do 

número de casos e sucesso na implementação da Estratégia Técnica Global para a 

Malária, incluem-se: (i) recursos financeiros descontínuos para o controle; (ii) 

conflitos políticos em zonas endêmicas; (iii) padrões climáticos anômalos; (iv) 

elevada resistência dos plasmódios aos antimaláricos disponíveis; e (v) resistência 

dos vetores aos inseticidas (WHO, 2017a). 

 

1.2 Malária no Brasil 

 

Tratando-se do domínio nacional, três são as principais espécies circulantes -- 

P. vivax, P. falciparum e P. malariae -- sendo o P. vivax responsável por mais de 

80% do número de casos notificados (SVS/MS, 2019). 

Segundo dados da OMS, no ano de 2018 foram notificados, 

aproximadamente, 194 mil casos de malária, o que correspondeu a um aumento de 

50% em comparação ao ano de 2016 (WHO, 2019). Acredita-se que este cenário 

esteja associado a crise econômica desencadeada no país, a qual motivou cortes no 
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orçamento governamental em setores relacionados ao programa de controle e 

vigilância de doenças infecto-parasitárias (DIP). A título de exemplo, o financiamento 

público para as ações de controle da malária no Brasil apresentou uma redução de 

40% no ano de 2016 quando comparado ao ano de 2014 (GIBNEY, 2015; WHO, 

2017a). Mais recentemente, a tríplice epidemia de dengue, zika e chikungunya 

contribuiu para a perda de importância da malária na administração pública, em 

âmbito federal, acarretando na fusão do tradicional departamento de controle e 

prevenção de malária com outros departamentos de DIPs do Ministério da Saúde 

(BENELLI & MEHLHORN, 2016). Tais medidas têm impactado negativamente no 

programa de malária, tanto na redução de recursos humanos disponíveis, quanto na 

disponibilidade de medicamentos e mosquiteiros impregnados com inseticidas.  

Em âmbito nacional, aproximadamente 99% dos casos de malária derivam da 

região da Amazônia Legal, área que corresponde a 59% do território brasileiro e 

engloba a totalidade de nove estados (Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato 

Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins) (SNOW et al., 2005). A presença de 

locais apropriados para a criação dos mosquitos vetores (grandes reservatórios de 

água, limpa, sombreada e sem correnteza), bem como as baixas condições 

socioeconômicas da população local, contribuem para a transmissão e manutenção 

da doença (WHO, 2017a). Além disso, a ocupação intensa e desordenada da 

população nas periferias das grandes cidades, associada ao crescente 

desmatamento, tem favorecido a criação de criadouros do mosquito vetor 

(MARQUES, 1987). 

Com relação a região Amazônica, Arruda e colaboradores, em 1989, 

demonstraram que em populações isoladas, como é o caso das comunidades 

indígenas, primatas não humanos mantidos como animais de estimação podem 

atuar como reservatórios naturais para infecções humanas decorrentes do P. 

malariae/P. brasilianum (DE ARRUDA et al., 1989). Trabalhos atuais, corroborando 

com estes achados, enfatizam que os protozoários P. malariae e P. brasilianum 

podem ser variantes de uma mesma espécie submetidas a um processo de 

especiação em diferentes hospedeiros, uma vez que não possuem diferenças 

morfológicas ou genéticas descritas entre si (GUIMARÃES et al., 2012; TAZI & 

AYALA, 2011). Neste contexto, Lalremruata e colaboradores (2015) sugerem que o 

P. malariae e o P. brasilianum não são espécies distintas, mas sim a mesma espécie 
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de plasmódio, capaz de circular livremente entre humanos e primatas não humanos, 

assumindo, assim, um caráter antropozoonótico (LALREMRUATA et al., 2015). Este 

perfil de transmissão também é observado em regiões extra Amazônicas, 

particularmente em regiões de Mata Atlântica (DEANE et al., 1970; OLIVEIRA-

FERREIRA et al., 2010). 

Historicamente, casos de transmissão autóctone de malária vêm sendo 

relatados na Mata Atlântica, os quais são transmitidos, principalmente, pelo 

Anopheles (Kerteszia) cruzii, com um padrão de transmissão diferente das áreas 

endêmicas brasileiras (FEACHEM, 2009). Mais recentemente, surtos têm sido 

descritos, particularmente, nas regiões serranas do Rio de Janeiro (BRASIL et al., 

2017). Neste cenário, os vetores têm como habitat natural as plantas da família das 

bromélias, e, por esta razão, os indivíduos com estreito contato com as florestas 

tropicais são os mais sujeitos à transmissão. As infecções decorrentes desta 

exposição encontram-se, frequentemente, associadas ao P. simium, parasito 

comumente encontrado em macacos do Novo Mundo. Embora o P. simium seja 

geneticamente e morfologicamente similar ao P. vivax, estudos recentes 

identificaram dois polimorfismos de base única (single nucleotide polymorphisms - 

SNP) que permitem distinguir estas espécies através de recursos moleculares 

(BRASIL et al., 2017; DE ALVARENGA et al., 2018).  

Na região extra Amazônica, no ano de 2018, cerca de 70% dos casos de 

malária registrados foram importados de estados da região Amazônica Brasileira, de 

países da América do Sul e do continente Africano e Asiático; sendo os demais 

casos oriundos de infecções autóctones (PINA-COSTA et al., 2014; RECHT et al., 

2017; SIQUEIRA et al., 2016). A título de exemplo, segundo a Secretaria de Estado 

de Saúde de Minas Gerais, em 2018, cerca de 80% dos casos de malária notificados 

no estado foram importados de estados brasileiros da Amazônia Legal, como 

Rondônia e Amazonas; sendo os demais casos notificados (20%) provenientes de 

países endêmicos, principalmente, do continente africano (SVS/MS, 2019). Neste 

sentido, apesar de serem áreas consideradas não endêmicas, a região extra 

Amazônica detêm elevada importância epidemiológica, uma vez que possui 

potencial para transmissão autóctone da doença, em função: (i) da presença de 

mosquitos vetores; (ii) do constante fluxo migratório dentro do país; e (iii) do atraso 

no diagnóstico e tratamento específico (LORENZ et al., 2015). Historicamente surtos 
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de transmissão autóctone têm sido descritos em vários estados brasileiros (LORENZ 

et al., 2015), incluindo Minas Gerais (CERAVOLO et al., 2009; CHAVES et al., 1995; 

FONTES et al., 1991; LIMONGI et al., 2008), Espírito Santo (BUERY et al., 2018; 

CERUTTI et al., 2007), Piauí (DO NASCIMENTO et al., 2016) e Santa Catarina 

(MACHADO et al., 2003). 

Tem sido demonstrado que apenas 19% dos casos notificados de malária na 

região extra Amazônica são diagnosticados e tratados precocemente, isto é, nas 

primeiras 48 horas após o início dos sintomas (PINA-COSTA et al., 2014). Por outro 

lado, os mesmos estudos demonstram que na região Amazônica, 60% dos casos 

são tratados de forma oportuna. Em conjunto estes dados explicam a alta letalidade 

entre os casos de malária diagnosticados fora da área endêmica (LORENZ et al., 

2015; PINA-COSTA et al., 2014; SIQUEIRA et al., 2016). De fato, em 2013, o 

coeficiente de letalidade na região extra Amazônica foi aproximadamente 60 vezes 

superior ao registrado na região Amazônica (PINA-COSTA et al., 2014). Logo, a falta 

de conhecimento sobre a doença, associada a experiência limitada dos profissionais 

de saúde com a abordagem diagnóstica e terapêutica, tem impactado diretamente 

no agravo das infecções maláricas em regiões não endêmicas do Brasil. 

 

1.2.1 Desafios no controle e eliminação da malária no Brasil 

 

Objetivando o manejo eficaz do número de casos de malária no Brasil, faz-se 

necessário direcionar e intensificar as medidas de controle, estratificando áreas de 

risco e populações vulneráveis, como, por exemplo, as comunidades indígenas da 

Amazônia Brasileira, onde a redução do número de casos foi pouco expressiva na 

última década (LEANDRO-REGUILLO et al., 2015). A título de exemplo, segundo a 

Secretaria de Vigilância em Saúde (SVS/MS), a doença aumentou cerca de 3% em 

algumas populações vulneráveis da Amazônia Brasileira, como, por exemplo, em 

áreas de garimpo. Neste mesmo período (2017-2018) foi relatado um aumento de 

30% em reservas indígenas. Neste sentido, o governo brasileiro instituiu em 2003, o 

Programa Nacional de Controle da Malária (PNCM), responsável por traçar metas 

para a eliminação do número de casos (SVS/MS, 2003). Com este intuito foram 

estabelecidos grupos de estratégias e adequações, dada a heterogeneidade da 
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situação epidemiológica dos municípios brasileiros, a fim de direcionar e intensificar 

estratégias de acordo com cada cenário (SANTELLI et al., 2016).  

Dentre as diretrizes do PNCM, destacam-se a detecção oportuna dos casos e 

o diagnóstico assertivo, seguido de tratamento imediato e acompanhamento dos 

pacientes. Associadas a estas intervenções, o PNCM enfatiza a importância do 

controle vetorial para a redução da transmissão, e o incentivo a Educação em Saúde 

(SANTELLI et al., 2016). Assim, é de suma importância detectar infecções 

submicroscópicas e assintomáticas – mediante diagnóstico precoce – uma vez que 

indivíduos pauciparasitados constituem reservatórios potenciais da doença, mesmo 

sem as manifestações clínicas, podendo, desta forma, infectar mosquitos vetores e 

disseminar a doença (TAUIL, 2011).  

Diferenças na dinâmica e biologia do P. vivax – espécie predominante no 

Brasil – incluindo sua habilidade em causar recaídas pela ativação de formas 

latentes no fígado (hipnozoítos) (KROTOSKI, 1989), influenciam na epidemiologia e 

no controle da malária, contribuindo para a persistência dos focos de transmissão. 

Neste sentido, achados recentes sugerem que a maior parte das infecções 

causadas pelo P. vivax são resultantes de recaídas e não da infecção pelo mosquito 

vetor (BETUELA et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2016), podendo caracterizar de 30 a 

80% dos episódios maláricos dependendo da abordagem do estudo 

(KATSURAGAWA et al., 2010; ROSS et al., 2016; WHITE et al., 2018). 

Além das recaídas, outros fatores podem contribuir para a maior plasticidade 

do P. vivax, incluindo: (i) grande potencial para a transmissão, com circulação 

precoce de gametócitos a partir da primeira geração de formas sanguíneas (HOWES 

et al., 2016; JOSLING & LLINÁS, 2015); (ii) elevada frequência de infecções com 

baixas parasitemias, geralmente não detectadas pelo diagnóstico de rotina; contribui 

para isto a invasão exclusiva de reticulócitos -- correspondente a cerca de 1% do 

número total de eritrócitos do sangue -- (ADAMS & MUELLER, 2017; HOWES et al., 

2016; MAYOR & ALANO, 2015); (iii) imunidade adquirida precocemente, mesmo 

após poucas picadas infectantes (RECHT et al., 2017), o que pode resultar em 

infecções assintomáticas. Em conjunto, todos estes fatores favorecem a 

manutenção da transmissão em diferentes situações epidemiológicas. 
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Com relação ao P. malariae, os dados oficiais sugerem que este agente 

etiológico seja pouco prevalente no Brasil (MCKENZIE et al., 2001). Contudo, 

estudos com limites de detecção otimizados correlacionam a presença deste 

parasito em várias regiões endêmicas de malária no mundo, incluindo no território 

brasileiro (AUTINO et al., 2012; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; RECHT et al., 

2017). De relevância, estudos anteriores demonstraram que, em regiões de 

populações nativas da Amazônia, o P. malariae encontra-se presente em altas 

frequências (DE ARRUDA et al., 1989; DE BARROS et al., 2007; METZGER et al., 

2008). Portanto, novos estudos são necessários para determinar a real prevalência 

do P. malariae em tribos indígenas Amazônicas, bem como para conhecer o impacto 

desta infecção sobre a saúde destas populações. 

 

1.3  Ciclo biológico dos plasmódios humanos  

 

O ciclo biológico dos plasmódios humanos integra uma série de interações 

específicas entre os diferentes estágios evolutivos do parasito e suas respectivas 

células hospedeiras, responsáveis pelo sucesso da infecção e transmissão da 

doença, conforme demonstrado na Figura 2 (representativa do ciclo do P. vivax). 

Os plasmódios possuem um ciclo heteroxênico, necessitando, 

obrigatoriamente, de um hospedeiro vertebrado (homem), no qual ocorre a fase 

assexuada, e outro invertebrado (mosquito), responsável pela fase sexuada da 

doença (MUELLER et al., 2009). 

A forma infectante ao hospedeiro vertebrado é o esporozoíto, inoculado 

através da proboscíde da fêmea do vetor anofelino, durante o repasto sanguíneo. Os 

esporozoítos não atingem a circulação sanguínea logo que são introduzidos pelo 

vetor, podendo permanecer por horas ou dias na derme e, inclusive, iniciar o seu 

desenvolvimento em regiões como as células da epiderme, derme ou associados 

aos folículos pilosos (AMINO et al., 2006; MOTA & RODRIGUEZ, 2004; SINNIS & 

ZAVALA, 2012). Embora estas formas não possuam importância para a continuação 

do ciclo, estes parasitos podem iniciar a resposta imune, induzindo a destruição de 

grande parte dos parasitos (SINNIS & ZAVALA, 2012). Os esporozoítos que 

conseguem escapar da resposta imunológica desencadeada pelo hospedeiro, 
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atingem a circulação sanguínea e migram para o fígado, dando continuidade ao ciclo 

pré-eritrocítico. 

A partir dai, algumas vias têm sido sugeridas para a invasão do parasito no 

parênquima hepático: (i) direta entre as células endoteliais dos capilares sinusóides; 

e (ii) por intermédio das células de Kupffer (AMINO et al., 2006; YAMAUCHI et al., 

2007). Logo, os parasitos passam a migrar através de vários hepatócitos antes de se 

desenvolverem em um hepatócito específico (MOTA et al., 2001). Acredita-se que 

esta migração transcelular seja fundamental para a ativação de componentes 

presentes nas organelas apicais, tornando-os aptos a se desenvolver dentro do 

vacúolo parasitóforo dos hepatócitos (MOTA & RODRIGUEZ, 2004).  

Uma vez estabelecidos nos hepatócitos, os esporozoítos iniciam um processo 

de maturação e divisão celular, denominado esquizogonia tecidual (o qual varia de 

seis a 12 dias, dependendo da espécie de Plasmodium), sendo o desenvolvimento 

dos parasitos completamente dependente do vacúolo parasitóforo (STURM et al., 

2006; SVS/MS, 2009). Neste processo são formados os esquizontes hepáticos, 

repletos de merozoítos teciduais. Durante esta etapa, a infecção não possui cunho 

sintomático.  

No caso do P. vivax e P. ovale, os esporozoítos podem se desenvolver em 

formas latentes no interior dos hepatócitos (hipnozoítos), os quais são responsáveis 

pelas recaídas da doença meses ou até anos após a infecção incial, sendo o 

processo de reativação ainda desconhecido (KROTOSKI, 1989; KROTOSKI, 1985; 

SILVINO et al., 2016).  

Após a esquizogonia, os esquizontes maduros liberam os merozoítos 

teciduais, gradativamente, por intermédio do brotamento de vesículas, denominadas 

merossomas (STURM et al., 2006). Os merozoítos, recém liberados, atingem a 

circulação sanguínea e invadem os eritrócitos, iniciando o segundo ciclo de 

reprodução assexuada (eritrocítico).  

A invasão dos merozoítos aos eritrócitos ocorre mediante interações 

específicas entre a membrana do parasito e receptores específicos da superfície das 

células, variando de acordo com a espécie infectante (COWMAN et al., 2017). Vale 

ressaltar que o ciclo eritrocítico é responsável pelos sintomas clínicos clássicos da 

doença, incluindo febre intermitente, calafrios, dores de cabeça, vômito, entre outros 
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(PHILLIPS et al., 2017; WHITE et al., 2014). 

Dentro dos eritrócitos, os merozoítos se diferenciam em trofozoítos jovens, 

maduros e esquizontes, com consequente formação de novos merozoítos que 

invadirão outros eritrócitos após um período que varia de 48 a 72 horas, conforme a 

espécie de Plasmodium, reiniciando o ciclo sanguíneo (MIDEO et al., 2013). Esta 

fase eritrocítica é correspondente ao período onde é possível realizar o diagnóstico 

parasitológico, uma vez que os parasitos e seus produtos podem ser detectados na 

corrente sanguínea (WHITE et al., 2014). 

Em geral, após sucessivas replicações assexuadas nos eritrócitos, alguns 

merozoítos se diferenciam em estágios sexuados infectantes para a fêmea do 

mosquito vetor (gametócitos masculinos e femininos). Estas formas são ingeridas 

pelo anofelino durante um novo repasto sanguíneo, iniciando o ciclo sexuado 

(esporogônico). O aparecimento dos gametócitos no sangue periférico acontece em 

tempos distintos, que variam de acordo com a espécie. No P. falciparum, os 

gametócitos aparecem cerca de oito a dez dias após o início do ciclo sanguíneo, 

enquanto no P. vivax esse aparecimento é precoce (em torno de três dias) (HOWES 

et al., 2016; JOSLING & LLINÁS, 2015). 

Recentemente, foi demonstrado que o sequestro dos parasitos da malária 

humana não é um fenômeno exclusivo do P. falciparum, podendo ocorrer também 

com o P. vivax, particularmente, no pulmão (ANSTEY et al., 2007), baço e medula 

óssea (MALLERE et al., 2015; MAYOR & ALANO, 2015). Sendo assim, as formas 

sanguíneas do P. vivax parecem invadir, preferencialmente, os reticulócitos imaturos 

(CD71+) que predominam na medula óssea e não na circulação periférica (MAYOR 

& ALANO, 2015). Estes achados sugerem que o P. vivax pode migrar do sangue 

para a medula óssea e vice-versa. Já com relação ao P. falciparum, espécie de 

plasmódio historicamente associada ao sequestro em capilares profundos 

(BELACHEW, 2018; NEVEU & LAVAZEC, 2019; WAHLGREN et al., 2017), tanto os 

esquizontes quando os gametócitos imaturos podem ser encontrados na medula 

óssea -- onde finalizam o processo de maturação -- sendo apenas o estágio final do 

gametócito desta espécie, encontrado na circulação sanguínea periférica (MALLERE 

et al., 2015; MAYOR & ALANO, 2015). Estas diferenças na biologia dos parasitos 

influenciam não só na patogenia, mas também, na capacidade de infectar com 

sucesso os mosquitos vetores. 
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Já o ciclo no mosquito vetor se inicia com a exflagelação do microgametócito, 

formando oito microgametas, e a diferenciação do gametócito feminino em 

macrogameta, os quais se fecundam e originam o zigoto (GUTTERY et al., 2012; 

MEIS et al., 1992). Posteriormente, o zigoto se torna alongado e móvel sendo 

denominado oocineto, o qual atravessa a membrana do intestino e se aloja entre o 

intestino médio e a lâmina basal do hospedeiro invertebrado, se tornando séssil 

(oocisto) (BATON & RANFORD-CARTWRIGHT, 2004; VLACHOU et al., 2006; 

ZIELER & DVORAK, 2000). Em cada oocisto são ativadas as maquinarias de 

replicação do DNA e de síntese protéica, gerando milhares de novos esporozoítos. 

Finalmente, os esporozoítos são liberados na hemolinfa e migram pela cavidade 

torácica do mosquito, sendo, parte deles, estabelecidos no interior das glândulas 

salivares. Uma vez instalados, tornam-se aptos para inocular as formas infectantes 

no hospedeiro vertebrado em um próximo repasto sanguíneo.  

 

Figura 2. Representação esquemática do ciclo biológico do P. vivax no hospedeiro humano e 

no mosquito vetor. Fonte: Modificado de (MUELLER et al., 2009). 
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1.4 Diagnóstico laboratorial de malária 

 

O desenvolvimento de um método de diagnóstico para malária que seja 

eficiente, rápido e de fácil execução tem motivado pesquisas em todo o mundo; isto 

é relevante, já que o tratamento adequado da doença está diretamente relacionado 

à identificação precoce e correta da espécie de plasmódio. Desta forma, é ideal que 

o método de detecção atenda alguns parâmetros, como por exemplo: (i) elevada 

sensibilidade, especificidade e acurácia; (ii) relação custo benefício adequada; e (iii) 

fácil manuseio e execução em condições de campo. No caso da malária, os 

métodos atualmente disponíveis não atendem estas exigências, sendo necessário o 

desenvolvimento de novos métodos e abordagens diagnósticas. Isto é relevante 

uma vez que o diagnóstico oportuno é um dos pilares dos atuais programas de 

prevenção e controle da malária em âmbito mundial (WHO, 2019). Apesar desta 

relevância, o diagnóstico individual de rotina continua sendo realizado com técnicas 

pouco sensíveis (diagnóstico parasitológico), sendo os protocolos mais sensíveis 

utilizados, principalmente, para a prática de inquéritos epidemiológicos (CHIODINI, 

2014; HÄNSCHEID, 1999). 

 

1.4.1 Diagnóstico parasitológico 

 

O diagnóstico de rotina para a malária humana é baseado na detecção direta 

do parasito no sangue, possibilitando, assim, a identificação das espécies e dos 

estágios biológicos dos plasmódios (ERDMAN & KAIN, 2008). Estabelecido como 

método de referência, a técnica parasitológica de rotina consiste na análise pela 

microscopia ótica de gotas espessas coradas com Giemsa (GONZALES, 2016). Em 

virtude do baixo custo associado ao ensaio, bem como da capacidade de 

semiquantificação da densidade parasitária e do monitoramento da resposta 

quimioterápica, este diagnóstico continua sendo o método de referência na maior 

parte dos países endêmicos para a doença. Contudo, apesar de ocupar posição de 

destaque dentre as outras metodologias, estudos têm demonstrado que o exame 

microscópico possui diversas limitações, incluindo sensibilidade reduzida em casos 
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de indivíduos com baixas parasitemias (AMARAL et al., 2019; KAMAU et al., 2011; 

TADESSE et al., 2017). Além da exigência de material adequado para leitura e 

interpretação dos resultados, a técnica requer microscopistas experientes, 

microscópios ópticos apropriados e energia elétrica (BAILEY et al., 2013). 

Estudos prévios demonstram, ainda, que mesmo em diagnósticos realizados 

por microscopistas capacitados, há ocorrência de erros ou resultados inconclusivos, 

causados, principalmente, pela semelhança morfológica entre as espécies, baixo 

número de parasitos circulantes, ou ainda, infecções mistas, o que dificulta a 

precisão no diagnóstico (HÄNSCHEID, 2003; PROUX et al., 2011).  

Apesar das limitações do exame microscópico de rotina, algumas 

metodologias têm buscado aprimorar este protocolo, particularmente, visando 

facilitar a interpretação dos resultados. Neste campo de investigação destaca-se a 

importância da telemedicina, que busca compartilhar informações entre operadores 

localizados em regiões distintas, dispensando a atuação de um microscopista 

experiente no local do exame para interpretação dos resultados (MODY et al., 2006; 

YANG et al., 2019). Outra inovação nesta área é a possibilidade de usar a 

microscopia em locais “point-of-care”; neste caso específico, tem sido proposto a 

confecção de microscópios a partir de mídia 2D com abordagem baseada nos 

princípios do origami (CYBULSKI et al., 2014; SHAILAJA et al., 2019). Além de ser 

um instrumento leve e portátil, o fato de dispensar a utilização de eletricidade e/ou 

bateria, associado ao baixo custo, torna essa ferramenta ideal para o diagnóstico em 

áreas isoladas. 

Considerando que as novas tecnologias não aumentam substancialmente a 

sensibilidade do ensaio parasitológico (em torno 20-50 parasitos por microlitro de 

sangue) (BAIRD et al., 2016), tem-se incentivado a busca por novos métodos 

diagnósticos, a fim de aprimorar e otimizar o diagnóstico da malária em casos de 

baixas parasitemias (submicroscópicas). 

 

1.4.2 Teste imunocromatográfico rápido 

 

O desenvolvimento dos ensaios para a detecção de antígenos e/ou 
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anticorpos, “point-of-care” (Rapid Diagnostic Tests – RDT’s), têm revolucionado o 

diagnóstico de doenças parasitárias como é o caso da malária (CUNNINGHAM et 

al., 2019; KIM et al., 2015). Diversos RDT’s foram desenvolvidos para o diagnóstico 

da malária humana, sendo estes ensaios baseados na captura de antígenos 

circulantes das formas sanguíneas dos plasmódios (WHO, 2016a). A maioria das 

metodologias atualmente disponíveis realizam o ensaio diferencial e qualitativo entre 

HRP2 (proteína rica em histidina), específica do P. falciparum e pLDH (enzima 

lactato desidrogenase do Plasmodium). O princípio desta técnica é baseado em 

imunocromatografia em membrana de nitrocelulose e consiste na captura de 

antígenos circulantes do parasito por meio de anticorpos monoclonais, sendo a 

presença do antígeno indicada por uma alteração de coloração na fita (WHO, 

2016a). 

Esta técnica não requer treinamento especializado ou equipamento específico 

para a interpretação dos resultados, além de ser de fácil manuseio e transporte 

(ROSANAS-URGELL et al., 2010). Logo, tem sido amplamente utilizada em regiões 

de difícil acesso, locais sem energia elétrica, diagnóstico diferencial em casos 

suspeitos e em pacientes hospitalizados, para confirmação diagnóstica, 

principalmente fora da área endêmica (ERDMAN & KAIN, 2008; MURRAY & 

BENNETT, 2009; WONGSRICHANALAI et al., 2007). 

Apesar de ser considerada uma técnica simples e acessível, a maior limitação 

dos testes rápidos tem sido a baixa sensibilidade – inferior a do diagnóstico 

parasitológico – pois permite detectar entre 100 a 200 parasitos por microlitro de 

sangue (BAIRD et al., 2016). Vale ressaltar que a eficiência e o desempenho do 

ensaio variam de acordo com o tipo de antígeno utilizado, o método de estocagem e 

a qualidade do kit (COSTA et al., 2019; RANADIVE et al., 2017). Neste sentido, 

publicações recentes indicam um número substancial de isolados de P. falciparum, 

na região Amazônica e em algumas localidades da África e Ásia, com deleções ou 

variações no gene Pfhrp2, comprometendo a expressão do antígeno da proteína 

HRP2 e ameaçando a viabilidade dos RDT’s que se baseiam na detecção deste 

gene do parasito (AGABA et al., 2019; KOJOM & SINGH, 2020; MUSSA et al., 

2019). 
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1.4.3 Diagnóstico molecular  

 

Considerando que indivíduos com parasitemias subpatentes podem atuar 

como reservatórios dos parasitos da malária, e, consequentemente, contribuir para a 

transmissão da doença (SLATER et al., 2019), faz-se necessária a utilização de 

ferramentas diagnósticas mais sensíveis para a correta identificação destas 

infecções. Neste sentido, os protocolos que se baseiam na amplificação de ácidos 

nucleicos dos parasitos têm grande potencial na detecção de casos 

submicroscópicos (OKELL et al., 2012; SLATER et al., 2019).  

As técnicas moleculares baseadas na reação em cadeia da polimerase (PCR) 

possuem como princípio básico a amplificação do material genético presente em 

uma amostra através de um processo cíclico orientado por enzimas específicas 

(polimerases) capazes de gerar milhares de cópias idênticas ao DNA molde 

(LORENZ, 2012). Atualmente, esta metodologia vem sendo utilizada como 

ferramenta auxiliar aos métodos diagnósticos de malária, bem como em estudos 

epidemiológicos e em triagens de bancos de sangue.  

A maioria dos protocolos atualmente disponíveis são baseados na detecção 

de sequências gênero e espécie-específicas inseridas na região codificadora da 

subunidade menor do RNA ribossomal 18S dos plasmódios (18S SSU rRNA) 

(MANGOLD et al., 2005; ROUGEMONT et al., 2004; SNOUNOU et al., 1993). Sabe-

se que o gene 18S SSU rRNA é um bom alvo para a diferenciação de plasmódios, 

pois apresenta regiões polimórficas flanqueadas por regiões conservadas, facilitando 

o desenho dos iniciadores (DAS et al., 1995; LAL et al., 1989; SNOUNOU et al., 

1993). Entretanto, o baixo número de sequências não idênticas deste gene no 

genoma dos plasmódios (quatro a oito cópias) acabam comprometendo a 

sensibilidade e a reprodutibilidade da técnica, conforme demonstrado pelo nosso 

grupo de pesquisa em malária (AMARAL et al., 2019; COSTA et al., 2014). 

Atualmente, o aumento da disponibilidade de dados genômicos de vários 

isolados de campo tem favorecido a descoberta de novos alvos moleculares, tais 

como: (i) sequências mitocondriais, como, por exemplo, o cox3 (LLOYD et al., 2018); 

(ii) genes nucleares (varATS do P. falciparum) (HOFMANN et al., 2015; LLOYD et 

al., 2018); e (iii) regiões repetitivas associadas ao telômero (TARE-2 do P. 
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falciparum) (HOFMANN et al., 2015). Estes alvos, por serem repetitivos e 

conservados no genoma dos parasitos, conferem potencial para detectar infecções 

com baixas parasitemias. 

Na busca de alvos alternativos para o diagnóstico molecular de malária, 

Demas e colaboradores (2011) descreveram alvos não ribossomais localizados em 

regiões subteloméricas no genoma de P. vivax e P. falciparum (Pvr47 e Pfr364, 

respectivamente), ainda sem funções conhecidas. A sequência Pfr364 está presente 

em 41 cópias no genoma do P. falciparum, cada uma delas localizada na região de 

repetição subtelomérica SB2. Já a sequência Pvr47, se encontra em 14 cópias no 

genoma de P. vivax, sendo dois membros dessa família localizados próximos as 

famílias de genes hipervariáveis (vir), enquanto um terceiro se encontra próximo à 

proteína transmembrana subtelomérica (Pvstp1). Resultados iniciais utilizando estes 

alvos em ensaios de PCR convencional comprovaram maior sensibilidade do 

Pvr47/Pfr364 quando comparado aos alvos ribossomais (DEMAS et al., 2011).  

Com a finalidade de aumentar a sensibilidade dos ensaios moleculares, 

algumas variações da PCR convencional foram descritas. Dentre essas, destacam-

se: (i) Nested-PCR, protocolo molecular de referência para o diagnóstico de malária, 

que compreende dois passos de amplificação (gênero e espécie), aumentando 

assim, a sensibilidade na detecção do DNA plasmodial (LIU et al., 1998; SNOUNOU 

et al., 1993); (ii) PCR em tempo real (qPCR), considerada uma evolução dos ensaios 

de PCR convencionais; esta técnica permite detectar o DNA alvo na fase 

exponencial de amplificação, além de possibilitar a análise quantitativa de ácidos 

nucléicos, demonstrando, em geral, maior sensibilidade e especificidade, 

dispensando a manipulação pós amplificação -- fator este que reduz o risco de 

contaminação da técnica -- (AMARAL et al., 2019; HOFMANN et al., 2015; 

HOFMANN et al., 2018; KUBISTA et al., 2006; MANGOLD et al., 2005; 

ROUGEMONT et al., 2004); (iii) PCR digital (ddPCR), que consiste em uma técnica 

de amplificação fundamentada nos princípios de particionamento da amostra, em 

que a reação, contendo todos os componentes necessários para a PCR, é 

fracionada em milhares de nano gotas imersas em óleo (com cerca de 1 nanolitro). 

Esta metodologia permite a quantificação absoluta do ácido nucleico – com altos 

níveis de sensibilidade -- sem a necessidade de curva padrão (KOEPFLI et al., 2016; 

POMARI et al., 2019; SRISUTHAM et al., 2017).  
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Visando viabilizar as técnicas moleculares para situações de campo, outros 

protocolos moleculares têm sido descritos. Neste sentido, a amplificação isotérmica  

conhecida como LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) parece ser  

promissora. Neste protocolo, busca-se a amplificação através da utilização de um 

conjunto de iniciadores e DNA polimerase com atividade de desacoplamento de fitas 

(WONG et al., 2017). Embora o desenho dos iniciadores seja complexo, o protocolo 

de LAMP é de baixo custo e rápido, podendo o resultado ser avaliado visualmente 

por turbidez ou fluorescência, o que facilita sua aplicabilidade como “point-of-care” 

(HASHIMOTO et al., 2018; PONCE et al., 2017). Entretanto, apesar de suas 

vantagens, alguns protocolos recentemente descritos para o diagnóstico de malária 

têm apresentado resultados duvidosos, falso-positivos e baixa sensibilidade (WONG 

et al., 2017). Outra perspectiva futura para o campo é utilizar a chamada “plataforma 

lab-on-chip”, que se fundamenta na utilização de chips descartáveis contendo todos 

os reagentes necessários para a amplificação do material genético. Vale ressaltar 

que este sistema é analisado em equipamentos de PCR em tempo real portáteis e 

independentes de eletricidade (MALPARTIDA-CARDENAS et al., 2019; TAYLOR et 

al., 2014); apesar da importância desta metodologia, a sua aplicabilidade ainda não 

é imediata.  

Além das metodologias descritas anteriormente, outra aplicação importante 

dos protocolos moleculares é para estudos envolvendo especiação simpátrica, como 

é o caso do P. ovale na Ásia e África (JOSTE et al., 2018; ZAW & LIN, 2017), e do 

P. vivax/P. simium no Brasil. Com este intuito, Alvarenga e colaboradores (2018) 

desenvolveram um ensaio capaz de distinguir amostras do P. vivax e do P. simium, 

utilizando a Nested-PCR seguida de digestão enzimática, dispensando a reação de 

sequenciamento de nucleotídeos. Essa metodologia baseia-se no fato de que todas 

as sequências do genoma mitocondrial disponíveis do P. simium diferem das 

sequências do P. vivax por apenas dois polimorfismos de base única (SNPs) (DE 

ALVARENGA et al., 2018). Logo, este protocolo pode ser empregado como triagem 

de casos de malária em cenários nos quais hospedeiros (primatas humanos e não-

humanos) compartilham o mesmo habitat, como é o caso da Mata Atlântica. 

Embora a implementação dos métodos baseados em ferramentas 

moleculares para o diagnóstico de rotina da malária continue sendo um desafio -- 

em decorrência do alto custo da técnica, da necessidade de capacitação de 
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profissionais e de equipamentos específicos -- os protocolos baseados na PCR têm 

se mostrado importante ferramenta para a detecção de infecções submicroscópicas 

(HOFMANN et al., 2015; OKELL et al., 2012; SLATER et al., 2019). Logo, as 

técnicas moleculares desempenham um papel fundamental na avaliação da real 

prevalência de malária em regiões endêmicas, particularmente, em locais onde mais 

de uma espécie de plasmódio esteja circulando; já que as densidades parasitárias 

podem ser variáveis e depender da imunidade naturalmente adquirida, como é o 

caso das populações indígenas isoladas da Amazônia.   

 

1.5 Distrito Sanitário Especial Indígena Yanomami (DSEI-Y) 

 

Em 2010, o censo demográfico realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia 

e Estatística (IBGE) demonstrou que a população indígena brasileira correspondia a, 

aproximadamente, 820 mil pessoas. Estes grupos ameríndios concentram-se, 

preferencialmente, na Amazônia Legal e preservam ampla diversidade linguística e 

cultural. Embora estima-se que cerca de 38% da população considerada indígena 

viva em áreas urbanas, a grande maioria (62%) reside em áreas rurais, dentre as 

quais muitas são de difícil acesso na floresta Amazônica; dentre essas, 58% situam-

se em terras indígenas demarcadas. 

A partir de 1999, a população indígena brasileira foi organizada em unidades 

de responsabilidade sanitária federal (Lei Nº 9.836 de 24 de setembro de 1999) -- 

denominadas Distritos Sanitários Especiais Indígenas (DSEI) -- ficando a execução 

da atenção a saúde indígena sob a responsabilidade da Secretaria Especial de 

Saúde Indígena (Sesai), comprometida a coordenar e executar a Política Nacional 

de Atenção à Saúde dos Povos Indígenas e todo o processo de gestão do 

Subsistema de Atenção à Saúde Indígena (SasiSUS) no Sistema Único de Saúde 

(SUS).  

Cada DSEI é dividido estrategicamente de acordo com critérios territoriais e 

não, necessariamente, por estados, tendo como base a ocupação geográfica das 

comunidades indígenas; sendo o DSEI dos grupos indígenas ianomâmis (DSEI-Y) 

um dos 34 DSEI criados no Brasil (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2006). 
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O território Yanomami -- considerado a terra indígena com maior número de 

habitantes -- reflete uma população estimada de cerca de 25.000 indígenas, os 

quais estão estruturados em aproximadamente 300 aldeias, contemplando uma 

dimensão territorial de 192.000km2 (em ambos os lados da fronteira Brasil-

Venezuela), abrangendo o extremo norte de Roraima e Amazonas, próximo a divisa 

com a Venezuela (CARTER & MENDIS, 2002; SÁNCHEZ-RIBAS et al., 2017). Estes 

indivíduos mantêm modos tradicionais de subsistência e integram uma sociedade 

formada, basicamente, por caçadores, coletores e agricultores, o que os torna 

altamente dependentes dos recursos naturais (SÁNCHEZ-RIBAS, 2015).  

Os grupos indígenas ianomâmis são geralmente organizados em casas 

plurifamiliares, denominadas shabonos (LASERSON et al., 1999; METZGER et al., 

2008; VERHAGEN et al., 2013). Estes sistemas consistem em grandes estruturas 

circulares que convergem em praças centrais destinadas as atividades diárias. Estas 

construções são feitas, sobretudo, de madeira, barro, palha e folha de palmeira. 

Dentro dos shabonos, cada família organiza-se ao redor de uma fogueira (onde os 

alimentos são preparados e cozidos durante o dia), não havendo paredes ou 

estruturas internas que divergem uma família da outra (LASERSON et al., 1999; 

METZGER et al., 2008; VERHAGEN et al., 2013; LEANDRO-REGUILLO et al., 

2015). 

A mobilidade é uma característica muito relevante na cultura deste povo 

seminômade. Os deslocamentos durante longos períodos são praticados na busca 

de residências alternativas, ou, ainda, para visitar comunidades vizinhas. Esta 

rotatividade entre o shabono principal e a segunda residência garante o uso dos 

recursos naturais de maneira equilibrada, uma vez que uma área se recupera 

enquanto a outra é explorada (SÁNCHEZ-RIBAS, 2015). Vale ressaltar que o 

acesso é extremamente limitado nessas regiões, devido, principalmente, a remota 

localização territorial e a dependência sazonal do transporte fluvial, associado ao 

alto custo do transporte aéreo (SÁNCHEZ-RIBAS et al., 2017). Neste sentido, a 

mobilidade dos povos ianomâmis, particularmente, entre habitantes da Amazônia 

Brasileira e Venezuelana pode levar a modificações do perfil genético dos parasitos 

circulantes (MARCANO et al., 2004; MONDOLFI et al., 2019; RECHT et al., 2017). 

Este fator, associado à crescente invasão de terras indígenas pela prática ilegal de 

garimpo e extração de madeira, pode influenciar no perfil de transmissão da malária, 
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na aplicabilidade de intervenções de controle e na adesão ao tratamento 

(GRENFELL et al., 2008; MATO, 1998; SHANKS, 2016). 

De fato, condição determinante na instabilidade da saúde da população 

indígena tem sido a presença de garimpeiros e madeireiros em terras ianomâmis, 

atuando de forma alarmante e expansiva. Além da destruição do meio ambiente e 

dos conflitos armados, a invasão em terras indígenas tem levado a mudança 

culturais deletérias para as comunidades, as quais resultaram em níveis alarmantes 

de alcoolismo e suicídios (OLIVEIRA & LOTUFO NETO, 2003). As invasões têm 

propiciado, ainda, aumento no risco e exposição à doenças, como, a infecção por 

HIV (BONALUME, 1991), sífilis (RUSSELL et al., 2019), tuberculose (PITHAN et al., 

1991) e exposição a níveis tóxicos de mercúrio nos rios e solos (VEGA et al., 2018). 

 

1.5.1 Histórico da malária no Distrito Sanitário Especial Indígena Yanomami 

(DSEI-Y) 

 

Em meados de 1960, os ianomâmis residentes no Brasil viviam praticamente 

isolados. Por tal motivo, até a década de 1980, a malária causada por P. vivax e P. 

falciparum era restrita às áreas periféricas da reserva Yanomami e a transmissão 

ocorria em razão do contato pontual com grupos não indígenas, em fazendas ou 

sítios. Tendo em vista o caráter zoonótico da transmissão do P. malariae/P. 

brasilianum em reservas indígenas Amazônicas, acredita-se que seja histórica a 

transmissão autóctone deste parasito nestas áreas (DE ARRUDA, 1985; DE 

ARRUDA et al., 1989).  

A partir de 1987, houve uma invasão abrupta nas localidades indígenas por 

garimpeiros clandestinos em busca de ouro (PITHAN et al., 1991), resultando na 

transmissão autóctone da malária causada por P. vivax e P. falciparum (FUNDAÇÃO 

NACIONAL DE SAÚDE, 2006). A partir deste episódio e, em virtude da 

receptividade e vulnerabilidade da área à malária, a infecção mediante P. vivax e P. 

falciparum, se disseminou com rapidez, atingindo, inclusive, as aldeias mais isoladas 

e sem recursos. Neste sentido, durante a década de 1990, a transmissão de malária 

se manteve em altos níveis nas comunidades indígenas.  
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No entanto, entre os anos de 2000 e 2002, o DSEI-Y instituiu ações de 

controle, como, busca ativa, tratamento precoce e atividades de controle vetorial 

(borrifações e nebulizações espaciais de inseticidas), as quais reduziram, 

significativamente, a transmissão da malária entre os ianomâmis, especialmente no 

estado de Roraima (SÁNCHEZ-RIBAS, 2015). Após este período de êxito, houve um 

relativo abandono na vigilância e controle da malária na região. Esta ausência de 

ações do poder público, associada ao aumento das atividades garimpeiras, tem 

contribuído para um novo aumento na incidência da malária, principalmente, nas 

aldeias do estado do Amazonas (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2006). De 

acordo com Mondolfi e colaboradores (2019), a crescente vulnerabilidade das 

comunidades indígenas, acrescido ao atual cenário político socioambiental, 

comprometem o futuro dos índios brasileiros, que, encontram-se em um processo de 

etnocídio progressivo (MONDOLFI et al., 2019). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A situação atual de saúde dos índios ianomâmis encontra-se comprometida, 

sendo frequentes as doenças infecciosas, não infecciosas e crônicas, o que tem 

resultado em elevadas taxas de mortalidade nas tribos (GRENFELL et al., 2008). 

Associa-se a isto: (i) a localização territorial remota, o que dificulta a prestação e 

manutenção de cuidados de saúde e medidas preventivas; (ii) os aspectos 

socioculturais; e (iii) a escassez de estudos epidemiológicos relativos as doenças 

infecto-parasitárias, como é o caso da malária. 

Neste contexto, as comunidades ameríndias representam um grande desafio 

para as estratégias de vigilância e controle de malária que visam a redução definitiva 

do número de casos da doença na região Amazônica (LEANDRO-REGUILLO et al., 

2015). Sendo assim, torna-se essencial conhecer o risco potencial de malária entre 

os povos ianomâmis. Estudos desta natureza podem permitir estratificar áreas e 

populações de risco em função dos níveis de transmissão, aspectos 

socioeconômicos, políticos e ambientais. 

Recentemente foi demonstrado que as infecções submicroscópicas podem 

ser altamente prevalentes em áreas de baixa transmissão, fazendo-se necessário 

detectar potenciais reservatórios da doença (HOFMANN et al., 2015; MCCREESH et 

al., 2018; OKELL et al., 2012; SLATER et al., 2019). Neste cenário, faz-se 

necessário investigar e caracterizar a malária submicroscópica em populações 

indígenas Brasileiras, utilizando, para isto, métodos diagnósticos adequados 

(LASERSON et al., 1999; MARCANO et al., 2004). Para tal fim, os protocolos 

moleculares são consideravelmente mais sensíveis do que o diagnóstico 

parasitológico de rotina ou do que os ensaios imunocromatográficos rápidos 

(HOFMANN et al., 2018; OKELL et al., 2011). 

Na Amazônia Brasileira, o P. vivax é a espécie predominante seguida do P. 

falciparum. Apesar disto, dentre as três espécies de plasmódios humanos 

circulantes no país, o P. malariae se encontra, frequentemente, subnotificado. No 

entanto, estima-se que este parasito possa ter ampla distribuição geográfica nas 

áreas indígenas, sendo a subnotificação associada a falhas no diagnóstico 

parasitológico de rotina, que não é capaz de diferenciar esta espécie do P. vivax 
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(CAMARGO-AYALA et al., 2016; LADEIA-ANDRADE et al., 2009; METZGER et al., 

2008; NIÑO et al., 2016; RECHT et al., 2017; ROVIRA-VALLBONA et al., 2017). A 

infecção por P. malariae é particularmente relevante em populações isoladas -- 

como os ameríndios da Amazônia Brasileira -- onde o contato com primatas não-

humanos favorece a manutenção do cenário zoonótico; isto porque o P. malariae é 

morfologicamente e geneticamente similar ao P. brasilianum, parasito de primatas 

não-humanos neotropicais (DE ARRUDA, 1985; DE ARRUDA et al., 1989; 

LALREMRUATA et al., 2015). Por outro lado, a infecção pelo P. falciparum em áreas 

indígenas é indicativa de invasão ilegal nas reservas, o que pode levar a surtos de 

malária com grande mortalidade nas aldeias (SHANKS, 2016). Baseado nestes 

achados, o presente estudo teve como objetivo avaliar, prospectivamente, a 

prevalência das infecções maláricas em aldeias indígenas ianomâmis. Ênfase foi 

dada as infecções submicroscópicas causadas por P. vivax, P. falciparum e P. 

malariae. Para tal fim, a abordagem experimental envolveu protocolos moleculares 

baseados em diferentes alvos plasmodiais -- ribossomais e não ribossomais --, 

visando, com isto, aumentar a sensibilidade na detecção de infecções 

submicroscópicas e co-infecções. O delineamento do estudo de campo envolveu 

três cortes transversais, com intervalos de dois meses. Espera-se, assim, contribuir 

para fornecer dados sobre a real situação malárica nas populações indígenas 

ianomâmis, que tem sido sub-representada nas estatísticas oficiais de malária no 

Brasil. Os resultados aqui obtidos poderão, ainda, auxiliar no direcionamento e 

monitoração de medidas de controle de malária na região Amazônica. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar prospectivamente as infecções maláricas em uma comunidade de etnia 

Yanomami da Amazônia Brasileira, com ênfase nas infecções submicroscópicas 

causadas pelos Plasmodium vivax, P. falciparum e P. malariae. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

3.2.1 Estimar a prevalência da infecção malárica, através de protocolos moleculares 

que utilizam alvos ribossomais e não ribossomais dos plasmódios, em indivíduos 

provenientes da comunidade ianomâmi do Pólo Base Marari, localizada ao norte do 

estado do Amazonas; 

3.2.2 Identificar os fatores demográficos e epidemiológicos associados a infecção 

malárica nas aldeias ianomâmis; 

3.2.3 Em casos de infecção por P. vivax, investigar a possível circulação do P. 

simium – parasito “P. vivax-like” associado a transmissão zoonótica de malária na 

região extra Amazônica --. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Área de estudo 

 

A assistência sanitária na terra indígena Yanomami é operacionalizada 

através de Unidades Básicas de Saúde, denominadas Pólos Base de Saúde, os 

quais abrangem um conjunto de aldeias. Cada Pólo Base é integrado por equipes 

responsáveis por prestar assistência e realizar a capacitação e a supervisão dos 

Agentes Indígenas de Saúde. Os Pólos Base são definidos a partir do agrupamento 

de aldeias próximas geograficamente e com laços de convivência sociocultural. 

Atualmente, 37 Pólos Base encontram-se estruturados em terras ianomâmis, 

contando com a atuação de uma Equipe Multidisciplinar de Saúde Indígena, 

composta por médico, enfermeiro, dentista, auxiliar de enfermagem e agentes 

comunitários (DGESI/SESAI, 2018).  

Os dados epidemiológicos de malária são gerados na sede do DSEI-Y, em 

Boa Vista (Roraima), a partir de fichas de atividade dos microscopistas e relatórios 

de campo. Com base nestes dados ocorre o delineamento dos sistemas de 

informação em saúde e abastecimento do Sistema de Informação de Vigilância 

Epidemiológica do Ministério de Saúde  (SIVEP-Malária).  

O presente estudo foi realizado em um Pólo Base Yanomami -- Marari -- 

localizado na parte mais ao norte do estado do Amazonas (730 km de Manaus), 

próximo a fronteira com a Venezuela (Figura 3). Esta comunidade está localizada na 

área de Floresta Tropical de planície Amazônica (139 metros acima do nível do 

mar), sendo drenada por rios de primeira a terceira ordem e cercada por altas 

montanhas (Figura 3).  

O Pólo Base Marari presta assistência médica a seis aldeias: Taibrapa-I/II, 

Gasolina, Alapusi, Castanha e Ahima; sendo a comunidade de Ahima referente à 

Sede do Pólo Base Marari (Marari Health Unit) (Figura 3). Neste estudo, optamos 

por agrupar as comunidade de Castanha e Ahima (Castanha/Ahima), tendo em vista 

a proximidade geográfica e a crescente rotatividade entre as famílias das 
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respectivas aldeias. Devido aos hábitos seminômades dos ianomâmis, Taibrapa-I 

possui uma residência alternativa (Taibrapa-II). 

Vale ressaltar que, como a maioria das comunidades ianomâmis, as aldeias 

deste Pólo Base estão localizadas em áreas remotas da floresta Amazônica, sendo 

o acesso realizado por pequenas aeronaves que partem da sede do DSEI-Y, em 

Boa Vista (LALREMRUATA et al., 2015; VEGA et al., 2018). Com relação à 

comunicação, esta é realizada, primordialmente, por intermédio da radiofonia.  

Figura 3. Mapa da fronteira Brasil (Brazil) - Venezuela representando a área do estudo. O Pólo 

Base Marari (Marari region), área amarela à direita, está localizado no norte da Amazônia Brasileira, 

estado do Amazonas (Amazonas state), vermelho à direita. As cinco aldeias -- Alapusi, 

Castanha/Ahima (Sede do Pólo Base, Marari Health Unit), Taibrapa (I e II) e Gasolina -- estão 

destacadas em pontos amarelos com os principais rios próximos as comunidades delimitados em 

azul. Fonte: Camada de relevo (Google Terrain), camada hidrográfica (Agência Nacional de Águas - 

ANA). 

 

De acordo com os dados do Sistema de Informação de Vigilância 

Epidemiológica em malária no Brasil (SIVEP-Malária), no decorrer dos anos 2013 a 

2016, foram notificados no Pólo Base Marari, 3826 casos de malária, sendo 3129 

(82%) atribuídos ao P. vivax e 697 (18%) ao P. falciparum (Figura 4A). Mais 
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especificamente, com relação ao período do estudo, foram registrados em 2014, 

1435 casos de malária, sendo 1120 (78%) em decorrência da infecção por P. vivax e 

315 (22%) mediante infecção por P. falciparum. Já com relação ao ano de 2015, 

observou-se uma redução geral na incidência da doença, sendo 771 casos 

registrados dos quais 708 (92%) foram P. vivax e 63 (8%) P. falciparum positivos 

(Figura 4B). 

Figura 4. Casos de malária confirmados microscopicamente na comunidade indígena 

Yanomami (Pólo Base Marari, Amazonas, Brasil). (A) Casos diagnosticados no período de 2013-
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2016. (B) Casos diagnosticados durante o período do estudo, 2014-2015. O desenho do estudo 

incluiu três cortes transversais, sendo o primeiro realizado em setembro de 2014 (linha de base), o 

segundo em novembro de 2014 (2 meses depois) e o terceiro em janeiro de 2015 (4 meses após a 

linha de base). As infecções por P. vivax estão representadas em azul claro e, por P. falciparum, em 

azul escuro. Fonte: Sistema de Informação de Vigilância Epidemiológica (SIVEP-Malária), Ministério 

da Saúde. 

 

Embora poucos estudos até o momento tenham relatado detalhadamente os 

padrões de transmissão da malária no Pólo Base Marari, trabalhos recentes, 

publicados por colaboradores do nosso estudo, demonstraram que dentre 2.014 

vetores coletados (sendo eles primordialmente das espécies Anopheles nuneztovari 

s.l., An. darlingi  e An. oswaldoi s.l.), apenas exemplares de An. darlingi 

encontravam-se infectados, com uma taxa de positividade que variou de 1,5-2% nas 

aldeias de Taibrapa-II (2%), Gasolina (1,52%) e Alapusi (1,63%) (SÁNCHEZ-RIBAS, 

2015; SÁNCHEZ-RIBAS et al., 2017). Vale ressaltar que todos os vetores 

contemplados no estudo foram coletados no ambiente peridomiciliar, no período de 

18:00 as 3:00 e encontravam-se infectados com P. vivax. 

 

4.2 População de estudo e cortes transversais  

 

A população contemplada faz parte de um projeto de pesquisa em rede, 

coordenado pela Dra. Joseli de Oliveira-Ferreira do Laboratório de 

Imunoparasitologia do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) da Fiocruz Rio, que visa avaliar 

a prevalência de doenças parasitárias e virais entre povos ianomâmis, com ênfase 

em malária, oncocercose, tracoma, toxoplasmose, hepatite e enteroparasitoses. O 

projeto propõe identificar os agravos mais prevalentes para futuras intervenções, 

visando a melhoria na saúde da população local e a implantação de medidas de 

controle integradas. 

O desenho experimental detalhado deste estudo foi previamente descrito na 

tese de doutorado do Dr. Jordi Sánchez Ribas (2015), colaborador deste projeto. 

Todos os aspectos éticos e metodológicos relacionados à pesquisa de populações 

vulneráveis foram aprovados pelos respectivos órgãos competentes, incluindo a 
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Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP, protocolo #16907) (Anexo I), 

que regulamenta estudos envolvendo populações indígenas brasileiras e o comitê 

de Ética do IRR (Protocolo CEP IRR N°358.698/2013). Vale ressaltar que toda a 

parte de campo, incluindo entrevistas e coleta de sangue em FTA, foi realizada pela 

equipe da Dra. Joseli de Oliveira-Ferreira (IOC/Fiocruz), com o auxílio de um 

intérprete bilíngue que explicou aos líderes e/ou representantes indígenas o objetivo 

do estudo e os procedimentos a serem realizados, sendo a participação voluntária. 

Além disso, foi solicitado consentimento por escrito para a impressão digital de cada 

participante adulto e/ou responsável (no caso de crianças e adolescentes menores 

de idade). 

Em linhas gerais, o desenho experimental do estudo envolveu uma coorte 

aberta de base populacional prospectiva, tendo sido realizados três cortes 

transversais, em intervalos de dois meses. A primeira coleta foi realizada em 

setembro de 2014 (linha de base), a segunda em novembro de 2014 (2 meses 

depois) e a terceira em janeiro de 2015 (4 meses após o linha de base); sendo dois 

cortes transversais realizados na estação seca (setembro e novembro/2014) e o 

último, no início da estação chuvosa (janeiro/2015). Ao longo do período de estudo, 

aproximadamente, 30 casos confirmados microscopicamente para cada 1.000 

habitantes foram registrados oficialmente na área (SIVEP-Malária); sendo 27 casos 

para cada 1.000 habitantes em setembro de 2014, 26 e 34 casos para novembro de 

2014 e janeiro de 2015, respectivamente. 

No momento da coleta, as informações de idade, sexo e localidade foram 

registradas para cada participante. No total, 981 ianomâmis semi-isolados foram 

incluídos no estudo, com 707 (72%) recrutados na linha de base, 838 (85,4%) 

durante a segunda coleta e 878 (89,5%) na terceira (Figura 4B). Durante o período 

de acompanhamento, o número mínimo e máximo de participantes por aldeia variou 

de 197 a 235 (Taibrapa I/II), 174 a 231 (Gasolina), 122 a 154 (Alapusi) e 214 a 282 

(Castanha/Ahima). Um total de 859 (87,5%) indivíduos participaram de pelo menos 

dois cortes, sendo que 583 destes (59,4%) estavam presentes em todo o estudo. 

Vale ressaltar que durante a coleta realizada na linha de base, os residentes 

de Taibrapa encontravam-se em Taibrapa-II. No entanto, nas coletas posteriores, 

realizadas 2 e 4 meses após a coleta inicial, estes indivíduos situavam-se em 

Taibrapa-I (Figura 5 e 6), aldeia geograficamente próxima da Sede do Pólo Base 
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(Figura 3). 

No presente estudo, a infecção malárica foi definida como a ocorrência de 

qualquer infecção confirmada laboratorialmente (com ou sem sintomas), de acordo 

com o guia de terminologias e conceitos maláricos proposto pela OMS (WHO, 

2016b); visto que a sintomatologia clínica dos indivíduos não foi avaliada. Neste 

sentido, infecções submicroscópicas implicam infecções maláricas de baixa 

densidade (abaixo do limite de detecção da microscopia), conforme estabelecido no 

relatório proposto pelo Grupo de Revisão de Evidência da OMS sobre infecções 

maláricas de baixa densidade (WHO, 2017b). 

Figura 5. Residência Yanomami típica (shabono), da comunidade de Taibrapa-I, evidenciando a 

formação circular e a praça central. Fonte: SÁNCHEZ-RIBAS, 2015. 
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Figura 6. Visão interna do shabono da comunidade de Taibrapa-I, onde pode-se observar as 

estruturas em palha e madeira, assim como a ausência de repartições internas. Fonte: 

SÁNCHEZ-RIBAS, 2015. 

 

4.3 Coleta de sangue 

 

As amostras de sangue foram coletadas através de punção digital, sendo o 

sangue acondicionado em FTA Card Technology (Sigma-Aldrich). Após a coleta, o 

FTA seco foi armazenado em saco plástico, envolto em papel alumínio com sílica e 

enviado ao Laboratório de Biologia Molecular e Imunologia da Malária do 

IRR/Fiocruz Minas, onde foi estocado (temperatura ambiente) até a extração (item 

4.5.2, Extração de DNA a partir de sangue em FTA). O sangue coletado em FTA 

correspondeu ao excesso (20-30 microlitros), resultante da perfusão da polpa digital 

realizada para confecção de lâminas destinadas ao ensaio microscópico para o 

diagnóstico parasitológico de malária. 
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4.4 Diagnóstico parasitológico de malária 

 

As amostras de sangue coletadas foram submetidas a diagnóstico 

microscópico utilizando a técnica de gota espessa corada com solução de Giemsa, 

conforme preconizado pelo Ministério da Saúde (SVS/MS, 2009). As lâminas foram 

preparadas e examinados nas unidades de saúde do Pólo Base Marari por 

microscopistas especializados, de acordo com as diretrizes instituídas pelo 

Ministério da Saúde do Brasil (MS). Salienta-se que os pacientes positivos para a 

infecção malárica foram tratados imediatamente de acordo com protocolo já bem 

estabelecido pelo MS (Guia de Tratamento da Malária no Brasil) (SVS/MS, 2010). 

 

4.5 Diagnóstico molecular de malária 

4.5.1 Painel de controles  

 

Todos os ensaios de PCR foram realizados na presença de controles 

positivos e negativos. Como controles negativos foram utilizadas amostras de 

indivíduos de área livre de transmissão, sabidamente negativos para malária. Além 

disto, em cada ensaio foi utilizado um controle negativo da reação, isto é, todos os 

reagentes na ausência de DNA, sendo este substituído por água para Biologia 

Molecular. 

Como controles positivos foram utilizadas amostras do Biorrepositório do 

Laboratório de Biologia Molecular e Imunologia da Malária do IRR/Fiocruz Minas: (i) 

DNA de P. falciparum proveniente de isolados de referência mantidos em cultivo 

contínuo estabelecido no Laboratório de Biologia Molecular e Imunologia da Malária; 

(ii) DNA de indivíduos sabidamente infectados por P. vivax, precisamente da região 

de Porto Velho (RO), com parasitemias variadas, confirmadas pela microscopia ótica 

e por ensaios moleculares; (iii) DNA plasmidial de referência do MR4 (Banco 

Internacional de Reagentes de Referência de Malária-ATCC, USA), especificamente 

o plasmídio MRA-179 – contendo o gene codificante da subunidade menor do RNA 

ribossomal 18S (18S SSU rRNA) do P. malariae/P.brasilianum --; (iv) amostras bem 



50 
 

caracterizadas de indivíduos infectados com P. malariae, gentilmente cedida pela 

Dra. Karin Kirchgatter (Superintendência de Controle de Endemias, São Paulo).  

 

4.5.2 Extração de DNA a partir de sangue em FTA 

 

Para as amostras de sangue total seco estocado em FTA, o DNA genômico 

dos indivíduos foi extraído através de kit -- QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Gentra 

Systems, Minneapolis, USA) --, de acordo com instruções do fabricante. Ressalva-se 

que este procedimento já demonstrou grande eficiência na extração de DNA para 

este tipo de estocagem (AMARAL et al., 2019; COSTA et al., 2014; LALREMRUATA 

et al., 2015). 

Os círculos de FTA contendo sangue (aproximadamente 30μL de sangue) 

foram cortados e colocados em microtubos (eppendorf) de 1,5mL. Posteriormente, 

adicionou-se 180μL de tampão de lise celular ao tubo, sendo este incubado a 85oC 

durante 10 minutos. Em seguida, foram acrescentados 20μL de proteinase K 

(20mg/ml), sendo esta mistura homogeneizada por 30 segundos em agitador 

(vórtex) e, imediatamente, incubada a 56oC, durante o intervalo de uma hora. Logo 

após, foram adicionados 200μL de tampão de lise, sendo os tubos posteriormente 

homogeneizados por 30 segundos em agitador (vórtex) e prontamente incubados a 

70oC, por 10 minutos. Posteriormente, foram adicionados 200μL de etanol P.A 

(Merck), sendo o produto homogeneizado. Todo o material (± 500μL de eluato) foi 

adicionado em coluna QIAamp spin (associadas ao tubo de coleta de 2mL). Os 

tubos foram então centrifugados a 800xg, no intervalo de 1 minuto, a 25oC. Em 

seguida, os recipientes contendo o filtrado foram descartados e as colunas foram 

colocadas em um novo tubo de 2mL. Posteriormente, foram adicionados 500μL de 

tampão para a lavagem do DNA e o material foi centrifugado a 800xg, no decorrer 

de 1 minuto, a 25oC. Assim, a coluna foi introduzida em um novo tubo de 2mL e o 

tubo contendo o filtrado foi descartado. Foram adicionados 500μL de tampão para 

uma segunda lavagem do material, sendo os tubos centrifugados a 1500xg, durante 

4 minutos, a 25oC. Cada coluna foi colocada em novos microtubos do tipo eppendorf 

1,5mL e os tubos contendo o filtrado foram descartados. Finalmente, foram 

acrescentados 150μL de água para fins de Biologia Molecular, a fim de eluir o 
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material. Em seguida o complexo foi incubado a temperatura ambiente, por 5 

minutos e centrifugado a 800xg, durante 1 minuto, a 25oC. Ao final, as colunas foram 

descartadas e o DNA foi armazenado a -20oC até seu uso.   

 

4.5.3 PCR em tempo real para amplificação do sistema do grupo sanguíneo 

ABO (ABO-qPCR) 

 

Como forma de averiguar se as extrações de DNA foram realizadas com 

sucesso e se o material genético obtido foi de qualidade satisfatória para as técnicas 

moleculares, 10% das amostras de cada ensaio de extração foram submetidas a um 

ensaio de PCR em tempo real. Esta técnica possui como alvo o gene constitutivo do 

grupo sanguíneo ABO. O protocolo inicialmente descrito por Olsson e colaboradores 

(1998) foi modificado, visando a adaptação para PCR em tempo real (OLSSON et 

al., 1998). Neste contexto, alterou-se a concentração dos iniciadores, o volume final 

da reação, a temperatura de anelamento e a ciclagem, com a finalidade de otimizar 

a execução da técnica.  

O ensaio incorpora iniciadores dirigidos contra sequências do éxon 7 do gene 

constitutivo do grupo sanguíneo ABO (Tabela 1). A reação dispõe das seguintes 

condições: 0,5μM de cada um dos iniciadores (IDT), 5μl de SYBR® Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems) e 1μl de DNA, resultando em um volume final de 

10μl. As reações foram padronizadas de acordo com as seguintes condições de 

amplificação: 95°C iniciais durante 5 minutos, seguido por 40 ciclos de amplificação, 

consistindo em 95°C por 30 segundos, 68°C em um intervalo de 30 segundos e 

72°C durante um minuto final. A amplificação foi imediatamente seguida por um 

programa de dissociação consistindo em: 95°C durante 15 segundos, 60°C por 20 

segundos e 95°C ao longo de 15 segundos. Posteriormente, as curvas de 

dissociação foram observadas através da avaliação da fluorescência por 

temperatura. 
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Tabela 1. Resumo dos iniciadores para a amplificação do gene do sistema sanguíneo ABO em 

ensaio de PCR em tempo real (ABO-qPCR). 

Alvo Iniciadores* 5'-3' Tm°C** 

ABO 
516S (forward) 

926AS (reverse) 

GCTGGAGGTGCGCGCTAC 

TACTTGTTCAGGTGGCTCTCGTC 

 

87.5 - 88.5°C 

 

*Olsson et al., 1998. 
**Temperatura de melting. 

 

 

4.5.4 Detecção das espécies de plasmódios por protocolos moleculares 

baseados na reação em cadeia da polimerase 

 

A Figura 7 ilustra o fluxograma geral utilizado neste estudo para o 

processamento das amostras. Resumidamente, visando o controle de qualidade do 

DNA total extraído em FTA, 10% das amostras recém processadas foram 

amplificadas para um gene constitutivo do hospedeiro vertebrado (item 4.5.3). Neste 

sentido, todas as amostras avaliadas para esta técnica amplificaram o gene alvo 

(sistema sanguíneo ABO), assegurando a integridade do DNA extraído (dados não 

demonstrados). 

Com o objetivo de melhorar a sensibilidade da detecção para a infecção 

malárica, cada amostra foi submetida a pelo menos dois ensaios moleculares 

visando a amplificação de diferentes alvos plasmodiais -- ribossomais e não 

ribossomais --, sendo eles: (i) a região codificadora da subunidade menor do RNA 

ribossomal 18S dos plasmódios (18S SSU rRNA) (SNOUNOU et al., 1993); e (ii) as 

sequências Pvr47 e Pfr364, localizados em regiões subteloméricas do genoma de P. 

vivax e P. falciparum, respectivamente (DEMAS et al., 2011). Vale ressaltar que o 

ensaio molecular baseado em alvos não ribossomais, padronizado e validado pelo 

nosso grupo de pesquisa em malária, -- com amostras de indivíduos de área 

endêmica com malária clínica e subclínica -- demonstrou ótimo desempenho para a 

detecção de infecções submicroscópicas e co-infecções por P. vivax e P. falciparum 

(Anexo II). 

Em caso de discordância entre os protocolos de PCR, as amostras foram 

submetidas a um ensaio molecular adicional baseado na amplificação ribossomal 

(COSTA et al., 2014; SNOUNOU et al., 1993). Em relação a positividade por 
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espécie, se nenhum consenso foi obtido pelos protocolos moleculares previamente 

descritos, as amostras foram identificadas apenas em nível de gênero 

(Plasmodium). Vale ressaltar que a determinação das co-infecções foi realizada 

mediante a concordância de pelo menos dois ensaios moleculares. 

As técnicas de PCR em tempo real contempladas nos itens 4.5.3 e 4.5.4.1 

foram realizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems). Já o ensaio descrito no item 4.5.4.2 utilizou o termociclador ViiA7 Real-

Time PCR System (Thermo Fisher Scientific); ambas as reações foram feitas em 

placas de 96 poços vedadas com selos ópticos e realizadas na Plataforma de PCR 

em Tempo Real do IRR/Fiocruz Minas. 
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Figura 7. Fluxograma referente ao desenho experimental do estudo. As amostras coletas nas 

cinco aldeias ianomâmis do Pólo Base Marari (Taibrapa I ou II), Gasolina, Alapusi e Castanha/Ahima 

foram submetidas a diagnóstico parasitológico realizado durante o trabalho de campo. Independente 

dos resultados obtidos por microscopia óptica, todas as amostras coletadas foram enviadas ao 

Laboratório BMIM (IRR/Fiocruz Minas) e submetidas a extração de DNA, sendo que, em uma 

amostragem de 10% de cada ensaio de extração foram realizados ensaios de PCR em tempo real 

visando a amplificação do gene constitutivo do grupo sanguíneo ABO (ABO-qPCR). O diagnóstico 

molecular foi realizado para alvos ribossomais (R-qPCR) e não ribossomais (NR-qPCR) dos 

plasmódios. Apenas as amostras com diagnóstico espécie-específico discordante foram submetidas a 

um ensaio molecular adicional baseado em alvos ribossomais do plasmódio (Nested-PCR); após três 

Taibrapa 
(I ou II) 

Gasolina Alapusi 
Castanha/

Ahima 

Diagnóstico 
parasitológico 

Extração de DNA 

Diagnóstico molecular 

Alvo ribossomal  
(18SrRNA) 

Alvo não ribossomal 
(Pvr47/Pfr364) 

R-qPCR 
(Rougemount et al., 2004) 

NR-qPCR 
(Amaral et al., 2019) 

Nested-PCR 
(Snounou et al., 1993) 

Discordância mantida 

10% PCR-ABO 
(Olsson et al., 1998)  

Diagnóstico final Diagnóstico final 

Diagnóstico espécie-específico 
discordante 

Plasmodium 
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protocolos de PCR, aquelas amostras que continuaram discordantes em relação ao diagnóstico de 

espécie foram identificadas apenas em nível de gênero (Plasmodium). 

 

4.5.4.1 PCR em tempo real para amplificação do gene 18S SSU rRNA (R-qPCR) 

 

Uma vez realizada a extração do DNA genômico das amostras previamente 

coletadas e, comprovada a integridade mediante processamento molecular (item 

4.5.3), todas as amostras foram submetidas a diagnóstico espécie-específico 

utilizando alvos ribossomais (18S SSU rRNA) dos plasmódios, conforme descrito por 

Rougemont e colaboradores (2004), com modificações (Figura 7). 

Neste ensaio, as espécies de plasmódio presentes foram distinguidas via 

iniciadores senso (plasmo1) e anti-senso (plasmo2) conservados, associados a 

sondas espécie-específicas, sendo estas vivprobe, falciprobe e malprobe, capazes 

de detectar P. vivax, P. falciparum e P. malariae, respectivamente, conforme listado 

na Tabela 2.  

Este protocolo foi padronizado a partir do original, descrito por Rougemont e 

colaboradores (2004), com otimizações visando a redução do volume final da reação 

e a utilização em singleplex – sendo o mix para cada espécie conduzido 

separadamente --. Resumidamente, o ensaio foi direcionado em um volume final de 

12,5μL, distribuídos entre 2μL de DNA e 6,25μL de TaqMan Universal PCR Master 

Mix (Applied Byosystems), com as concentrações dos iniciadores (IDT) e sondas 

(Applied Byosystems) inicialmente estabelecidas por Rougemont e colaboradores 

(2004); sendo 200nM para o par de iniciadores e 80nM para as respectivas sondas. 

Para o ensaio molecular foi acertada a seguinte ciclagem: 50°C durante 2 minutos, 

95°C por 10 minutos, 95°C no intervalo de 15 segundos e 60°C por 1 minuto 

resultando em uma constante final de 45 ciclos. A amostra foi considerada positiva 

pela identificação do cycle thershold (Ct), sendo 40 ciclos o limiar estabelecido para 

a positividade da amostra. 
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Tabela 2. Resumo dos iniciadores para amplificação do gene 18S SSU rRNA em ensaio de PCR 

em tempo real (R-qPCR). 

*Rougemont et al., 2004. 

 

 

4.5.4.2 PCR em tempo real para amplificação de alvos não ribossomais do 

plasmódio (NR-qPCR) 

 

Conforme esquematizado na Figura 7, todas as amostras coletadas foram 

submetidas a amplificação mediante alvos não ribossomais utilizando protocolo 

recém padronizado por nosso grupo de pesquisa em malária (Anexo II). Este ensaio 

se baseia em sequências descritas por Demas e colaboradores (2011) para a 

detecção dos alvos Pvr47 e Pfr364, presentes em P. vivax e P. falciparum, 

respectivamente. Ressalva-se que este protocolo propõe condições distintas para 

cada par de iniciador e sondas, sendo o resumo dos iniciadores demonstrados na 

Tabela 3.  

A fim de assegurar a amplificação do P. vivax (Pvr47) foram utilizadas as 

seguintes concentrações: 50nM (forward), 900nM (reverse) (IDT) e 250nM (sonda) 

(Applied Byosystems). Já para a amplificação do P. falciparum (Pfr364) empregou-

se: 900nM (forward), 300nM (reverse) (IDT) e 150nM (sonda) (Applied Byosystems) 

(Tabela 3). O ensaio foi conduzido em um volume final de 10μL, sendo 2μL de DNA 

e 5μL de TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Byosystems). Com relação a 

ciclagem, os seguintes parâmetros foram estabelecidos: 50°C por 2 minutos, 95°C 

durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 52°C no 

intervalo de 1 minuto e 60°C no decorrer de 1 minuto final. A aquisição da 

fluorescência foi realizada no final de cada etapa de extensão, sendo os valores do 

Ct de 37 e 38 (Ct≤37 ou Ct≤38), utilizados para definir positividade para P. vivax e P. 

Alvo Iniciadores/sondas*  5’-3’ 

Plasmodium sp. 
Plasmo1 (forward) 

 Plasmo2 (reverse) 

GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA 

AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA 

P. vivax Viv-probe (sonda) VICAGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCTMGBNFQ 

P. falciparum Falc-probe (sonda) FAMAGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACTMGBNFQ 

P. malariae Mal-probe (sonda) FAMCTATCTAAAAGAAACACTCATMGBNFQ 
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falciparum, respectivamente. 

 

Tabela 3. Resumo dos iniciadores para a amplificação de alvos não ribossomais em ensaio de 

PCR em tempo real (NR-qPCR). 

Alvo Iniciadores/sondas* 5’-3’ 

P. vivax 

Pvr47 (forward) TCCGCAGCTCACAAATGTTC 

Pvr47 (reverse) ACATGGGGATTCTAAGCCAATTTA 

Pvr47 (sonda) HEXTCCGCGAGGGCTGCAA 

P. falciparum 

Pfr364 (forward) ACTCGCAATAACGCTGCAT 

Pfr364 (reverse) TTCCCTGCCCAAAAACGG 

Pfr364 (sonda) FAMGGTGCCGGG GGTTTCTACGC 

*Anexo II. 

 

 

4.5.4.3 Nested-PCR para amplificação do gene 18S SSU rRNA 

 

Amostras com resultados discordantes nos diagnósticos previamente 

descritos (item 4.5.4.1 e item 4.5.4.2) foram submetidas a Nested-PCR com o intuito 

de assegurar um resultado consenso. A técnica, descrita por Snounou e 

colaboradores (1993), dispõe de algumas modificações com o intuito de otimização 

do ensaio. Neste sentido, utilizou-se os iniciadores rPLU5 e rPLU6 para a reação 

gênero específica, sendo os pares de iniciadores rVIV1-rVIV2, rFAL1-rFAL2 e 

rMAL1-rMAL2 posteriormente utilizados para o reconhecimento espécie-específico 

de P. vivax, P. falciparum e P. malariae, respectivamente (Tabela 4).  

As concentrações dos reagentes utilizados para as reações de amplificação 

foram 0,25μM de cada iniciador (IDT), 10μl de PCR Master Mix (Promega) e 0,8μl de 

amostra de DNA, totalizando 20μl de produto final. As amplificações foram 

realizadas em termociclador PTC-100TM versão 7.0, MJ Research. As condições do 

ensaio para a primeira reação consistiram em: 95°C por 5 minutos, 58°C por 2 

minutos e 72°C durante 2 minutos; seguida por amplificação com 24 ciclos de 94°C 

por 1 minuto, 58°C por 2 minutos e 72°C no decorrer de 2 minutos. Ainda uma etapa 

final consistiu em 58°C por 2 minutos e 72°C ao longo de 5 minutos. Para a segunda 

reação, as condições de amplificação foram mantidas, distinguindo apenas o 

número de ciclos, acrescido para um total de 29 ciclos.  
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Os fragmentos obtidos foram visualizados por intermédio de eletroforese em 

gel de agarose a 2% (Agargen), com adição de solução de brometo de etídio 

(Invitrogen). As amostras foram misturadas em tampão de amostra Orange 5x 

(Alaranjado VETEC e Ficoll Sigma) e a corrida eletroforética foi realizada em sistema 

horizontal (Bio-Rad).  

 

Tabela 4. Resumo dos iniciadores para amplificação do gene 18S SSU rRNA em ensaio de 

Nested-PCR. 

Alvo Iniciador* 5’-3’ Amplicon 

Plasmodium sp. 
rPLU5 (forward) CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 

1,2Kb 
rPLU6 (reverse) TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 

P. vivax 
rVIV1 (forward) CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 

120pb 
rVIV2 (reverse) ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA 

P. falciparum 
rFAL1 (forward) TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 

205pb 
rFAL2 (reverse) ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC 

P. malariae 
rMAL1 (forward) ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC 

144pb 
rMAL2 (reverse) AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA 

*Snounou et al., 1993. 

 

 

4.5.4.4 Diagnóstico diferencial entre P. vivax e P. simium (Nested-PCR/RFLP) 

 

A fim de diferenciar infecções decorrentes das espécies P. vivax e P. simium 

(malária de primatas não-humanos), todas as amostras previamente identificadas 

como decorrentes da infecção por P. vivax foram submetidas a Nested-PCR/RFLP, 

conforme protocolo recentemente descrito por Alvarenga e colaboradores (2018); 

sendo os iniciadores descritos na Tabela 5. 

Resumidamente, a técnica de Nested-PCR/RFLP permite a amplificação 

gênero específica de uma região do genoma mitocondrial dos plasmódios (Cox1). A 

primeira reação consistiu em volume final de 20µL, contendo 0,5µM de cada 

iniciador (IDT), 1µL de DNA, 0,2µL de Taq Polimerase (Invitrogen), 0,2mM de cada 

deoxirribonucletídeo trifosfato (dNTP’s) e 1,5mM de MgCl2. Os ensaios de PCR 

foram realizados em um termociclador (Veriti 96 wells, Applied Biosystems) com os 

seguintes parâmetros: 94ºC por 2 minutos seguido por 40 ciclos a 94ºC por 30 

segundos, 54ºC por 20 segundos e 72ºC por 30 segundos, seguido por uma 
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incubação de 72ºC por 2 minutos finais. Para a segunda reação, 1µL do produto 

primário foi utilizado como molde. Demais parâmetros foram mantidos, alterando-se 

apenas o alvo dos iniciadores. Posteriormente, os fragmentos amplificados foram 

visualizados por eletroforese em gel de agarose 2% (Agargen), com adição de 

brometo de etídio (Invitrogen) em um sistema horizontal (Bio-Rad). 

Após a amplificação, os produtos de PCR foram digeridos com a enzima de 

restrição HpyCH4III (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) – capaz de 

reconhecer um SNP característico de P. simium --, gerando um perfil com dois 

fragmentos distintos (118pb e 126pb). Na ausência de digestão do produto, apenas 

um fragmento de 244pb foi visualizado – sendo este perfil característico de P. vivax 

–. A digestão previamente descrita foi realizada em 10µL, contendo 0,25µL da 

enzima (5U/µL), 1µL do tampão da enzima e 5 µL do produto da PCR. O sistema foi 

incubado a 37ºC por 3 horas. Toda a reação de digestão, bem como a quantidade 

equivalente de DNA não digerido, foram aplicadas e visualizadas em eletroforese em 

gel de agarose 3%. 

 

Tabela 5. Resumo dos iniciadores para amplificação do gene mitocondrial em ensaio de 

Nested-PCR/RFLP. 

Alvo Iniciador* 5’-3’ Amplicon 

Plasmodium sp. 

PsimOUT (forward) CAGGTGGTGTTTTAATGTTATTATCAG 
566pb 

PsimIN (reverse) ATGTAAACAATCCAATAATTGCACC 

PsimED (forward) ATCCTACATTTGCTGGAGATCCTA 
244pb 

PsimED (reverse) GCTCTTGTATCTACTTCTAAACCTGTAG 

*Alvarenga et al., 2018. 

 

 

4.6 Análise dos dados 

 

Dados demográficos, epidemiológicos e parasitológicos foram inseridos em 

um banco de dados criado com o software Epi Info™ (Atlanta, GA, USA). Para fins 

estatísticos, foram consideradas as seguintes variáveis: sexo, idade, local de 

residência (aldeia de origem), infecção malárica no momento da linha de base e 

durante os quatro meses de acompanhamento do estudo. As proporções foram 

comparadas usando tabelas de contingência 2x2 com testes qui-quadrado, 
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ajustadas pela correção de continuidade de Yates ou teste exato de Fisher, 

conforme apropriado. A força de associação entre as variáveis foi avaliada aqui por 

meio da razão de chances (Odds Ratio, OR). O limiar de significância estatística 

estabelecido foi p<0,05, com intervalo de confiança de 95% para todos os testes de 

hipóteses. Todas as análises foram realizadas utilizando o GraphPad InStat, versão 

3 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 
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5 RESULTADOS  

5.1 Infecções maláricas na linha de base do estudo 

5.1.1 Características demográficas da população estudada 

 

Na linha de base do estudo, conduzida em setembro de 2014, 707 indivíduos 

do Pólo Base Marari foram avaliados. A proporção entre homens e mulheres foi 

similar na comunidade, que se caracterizou por uma população predominantemente 

jovem, com mediana de idade de 14 anos (IQR 6-33 anos). Apesar disto, houve uma 

grande variação entre a idade mínima e a máxima, que foi de 1 (um) a 79 anos 

(Tabela 6). Embora o número de habitantes por aldeia tenha variado (122 a 214), o 

perfil com predominância de jovens de ambos os sexos se manteve em todas as 

aldeias estudadas (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Dados demográficos da linha de base do estudo (setembro/2014), em função da 

aldeia estudada, Pólo Base Marari, Amazonas, Brasil. 

IQR, intervalo interquartil. 
*Na linha de base do estudo, os habitantes de Taibrapa estavam temporariamente na residência 
alternativa intitulada Taibrapa-II. 
**Sede do Pólo Base Marari (Marari Health Unit). 
 

 

5.1.2 Infecções maláricas microscópicas e submicroscópicas  

 

Visando aumentar a sensibilidade na detecção de possíveis infecções mistas 

e com baixas parasitemias, as amostras foram submetidas a protocolos moleculares 

baseados em diferentes alvos plasmodiais -- ribossomais e não ribossomais – 

(Figura 7). 

 Aldeias 

 Taibrapa-II* Gasolina Alapusi Castanha/Ahima** Total 

 (n=197) (n=174) (n=122) (n=214) (n=707) 

Sexo      
Masculino:Feminino 1:1.05 1:0.74 1:0.79 1:1.39 1:1 
Idade (anos)      

Mediana (IQR) 15 (6-35) 12 (5-30) 13 (6.25-31) 15 (8.33-25) 14 (6-33) 

Variação                                          1-76 1-69 1-76 1-79 1-79 
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A frequência de infecções maláricas detectadas pelo diagnóstico 

parasitológico – método de referência – na linha de base do estudo, foi de 1.55% (11 

de 707), variando de 0.46 a 2.3% entre as aldeias (Tabela 7). Considerando a 

detecção por protocolos moleculares, a proporção de positivos foi significativamente 

maior (42 de 707; 5.95%), o que correspondeu a um aumento na prevalência de 

cerca de quatro vezes. Observou-se diferenças estatisticamente significativas entre 

as aldeias (teste exato de Fisher, p<0.05), indicando que a malária não é 

homogeneamente distribuída na área de estudo; de fato, a positividade variou de 

1.4% (Castanha/Ahima) a 12.2% (Taibrapa-II) (Tabela 7). De relevância, os 

protocolos moleculares detectaram grande parte das amostras previamente 

identificadas pela gota espessa (com exceção de 1 amostra na aldeia de Gasolina, 

detectada apenas pelo método parasitológico).  

 
 
Tabela 7. Prevalência de malária na linha de base do estudo (setembro/2014), em função da 

aldeia estudada, Pólo Base Marari, Amazonas, Brasil. 

PCR = reação em cadeia da polimerase. 
*Na linha de base do estudo, os habitantes de Taibrapa estavam temporariamente na residência 
alternativa intitulada Taibrapa-II. 
**Sede do Pólo Base Marari (Marari Health Unit). 
***Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre a positividade referente ao 
diagnóstico parasitológico (Teste Qui-quadrado, p=0.4614). 
§,£Diferentes símbolos indicam diferenças estatisticamente significativas entre a gota espessa e os 

protocolos de PCR (Teste exato de Fisher, p<0.05). 
a,b,cDiferentes letras indicam diferenças estatisticamente significativas na positividade entre as aldeias 
(Teste exato de Fisher, p<0.05). 

 

 Aldeias 

 Taibrapa-II* Gasolina Alapusi Castanha/Ahima** Total 

 (n=197) (n=174) (n=122) (n=214) (n=707) 

Positivos (%)      

Gota espessa*** 4 (2.0) 4 (2.3)  2 (1.6)    1 (0.46)  11 (1.55)§ 

Protocolos de PCR   24 (12.2)   11 (6.3)    4 (3.3) 3 (1.4) 42 (5.95)£ 
Total   24 (12.2)a 12 (6.9)ac    4 (3.3)bc  3 (1.4)b  43 (6.1) 
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Neste sentido, a probabilidade de se adquirir malária foi estatisticamente 

maior em Taibrapa-II (OR=9.8, IC 95% 3.05-31.11, p<0,0001) e Gasolina (OR=5.2, 

IC 95% 1.64-17.49, p=0.0068), quando comparadas com Castanha/Ahima, a aldeia 

com a menor frequência de casos, sendo, portanto, utilizada como referência. Não 

foi encontrada diferença estatisticamente significativa para a aldeia de Alapusi 

(OR=2.4, IC 95% 0.63-9.56, p=0.2608) (Figura 8). 

Figura 8. Chances de risco (Odds Ratio, OR) para a infecção malárica por aldeia ianomâmi na 

linha de base do estudo, setembro/2014. Para o cálculo do risco relativo a aldeia com menor 

número de infecções maláricas foi considerada como referência (Castanha/Ahima, OR=1). No 

recrutamento inicial, os habitantes de Taibrapa estavam localizados em sua residência alternativa 

intitulada Taibrapa-II. O OR bruto foi obtido usando tabelas de contingência 2x2 com intervalo de 

confiança de 95% (IC), p<0,05. A infecção malárica foi confirmada por gota espessa e/ou ensaios 

moleculares. 

 

Os dados demonstraram, ainda, que a idade foi um fator determinante no 

diagnóstico parasitológico da população estudada. De fato, a prevalência de malária 

microscópica diminuiu em função da idade, sendo positiva apenas em crianças e 

adolescentes (0-15 anos) (Figura 9). Por outro lado, os ensaios moleculares foram 

capazes de detectar infecções maláricas em todos os grupos etários (<5 até >51 

anos) (Figura 9).  
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Figura 9. Infecção malárica detectada por diagnóstico parasitológico convencional (gota 

espessa) e diagnóstico molecular (protocolos de PCR), estratificada de acordo com a faixa 

etária (anos), na linha de base do estudo, setembro/2014.  

 

Independente do método de detecção, a prevalência de malária foi similar 

entre os sexos (masculino e feminino), não havendo diferenças estatisticamente 

significativas na comparação entre grupos etários (teste exato de Fisher, p>0.05) 

(Figura 10). 

Figura 10. Prevalência de malária de acordo com o sexo (masculino e feminino) em função da 

faixa etária (anos), na linha de base do estudo, setembro/2014. Casos de malária foram definidos 

pela positividade mediante diagnóstico parasitológico convencional (gota espessa) e por diagnóstico 

molecular (protocolos de PCR). O número (n) de indivíduos em cada faixa etária foi representado nas 

respectivas barras. 
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 Na linha de base do estudo, uma proporção similar de infecções por P. vivax 

(35%) e P. malariae (33%) foi obtida, seguida de P. falciparum (16%) e co-infecções 

(9%) (Tabela 8). De relevância, as infecções decorrentes do P. malariae foram 

praticamente restritas a aldeia Taibrapa-II (12 de 14), sugerindo uma transmissão 

localizada na área.  

Dentre as 43 infecções identificadas, quatro foram resultantes de co-infecções 

– duas por P. vivax/P. malariae e duas por P. falciparum/P. malariae –, o que 

demonstra a prevalência do P. malariae em simpatria com outras espécies de 

plasmódios. Em três amostras PCR-positivas, as inconsistências no diagnóstico 

espécie-específico permitiram que as amostras fossem classificadas como positivas 

apenas em nível de gênero (Plasmodium) (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Dados referentes a positividade espécie-especifica das amostras coletadas na linha 

de base do estudo (setembro/2014), em função da aldeia estudada, Pólo Base Marari, 

Amazonas, Brasil. 

*Na linha de base do estudo, os habitantes de Taibrapa estavam temporariamente na residência 
alternativa intitulada Taibrapa-II. 
**Sede do Pólo Base Marari (Marari Health Unit). 
***Positividade apenas para gênero (sem consenso na identificação específica). 
****P. vivax/P. malariae (n=2), P. falciparum/P. malariae (n=2). 

 

 

5.2 Dinâmica espacial e temporal da prevalência de malária na área de estudo  

 

 Visto que a maioria das infecções maláricas entre as comunidades ianomâmis 

foram submicroscópicas, avaliou-se a dinâmica das infecções dentro de um curto 

intervalo de tempo (2 e 4 meses após a linha de base do estudo) (Figura 4). Durante 

estes cortes-transversais sucessivos, os habitantes de Taibrapa se localizavam em 

uma aldeia alternativa dentro do Pólo Base Marari (Taipraba-II para Taibrapa-I) 

(Figura 3). 

 Aldeias 

 Taibrapa-II* Gasolina Alapusi Castanha/Ahima** Total 

 (n=24) (n=12) (n=4) (n=3) (n=43) 

P. vivax  4 (16.7) 6 (50.0) 3 (75.0) 2 (66.7) 15 (34.9) 
P. malariae     12 (50.0)    1 (8.3) 0           1 (33.3) 14 (32.5) 
P. falciparum    3 (12.5) 3 (25.0) 1 (25.0) 0  7 (16.3) 
Plasmodium***       2 (8.3)    1 (8.3) 0 0    3 (7.0) 
Co-infecções****  3 (12.5)    1 (8.3) 0 0 4 (9.3) 
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Conforme ilustrado na Figura 11, o número de infecções maláricas variou 

espacial e temporalmente durante o período de acompanhamento do estudo. Mais 

especificamente, durante o segundo corte-transversal, o número de casos diminuiu 

significativamente em relação a linha de base, sendo seguido por posterior  

aumento. Considerando a variação intra-aldeias, pode-se observar que, ao longo do 

estudo, houve uma diminuição significativa de casos em Taibrapa (~12% para 4%), 

acompanhado por um aumento no número de ocorrências em Alapusi (~3% para 

15%) (Figura 11). Estes resultados foram independentes dos níveis de parasitos 

circulantes (gota espessa e PCR). Já com relação à prevalência de infecções 

microscópicas ao longo do período de acompanhamento do estudo, ocorreu 

variação de 0.7 a 2%, enquanto a positividade por ensaios moleculares (PCR) se 

manteve entre 3.6 e 8.7% (Figura 11). 
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Figura 11. Gráficos de radar ilustrando a prevalência de malária por aldeia durante o período de quatro meses de acompanhamento do estudo. 

Três cortes transversais foram realizados conforme descrito na legenda da Figura 4 (linha de base, 2 e 4 meses após o início do estudo). Em cada gráfico, os 

dados foram esquematizados de acordo com a porcentagem de indivíduos positivos por diagnóstico parasitológico convencional (gota espessa) ou ensaios 

moleculares (PCR). As aldeias ianomâmis foram representadas como Taibrapa (T-I ou T-II, de acordo com a residência ocupada durante o período da 

coleta), Gasolina (G), Alapusi (Al) e Castanha/Ahima (C/Ah). A porcentagem geral de indivíduos positivos e seus intervalos de confiança de 95% para cada 

corte foram demonstrados abaixo de seus respectivos gráficos, com diferentes letras (a-c) indicando diferenças estatisticamente significativas entre os 

intervalos de coleta (Teste exato de Fisher, p<0,05). 
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Embora a prevalência de malária tenha variado entre as aldeias, todos os 

cortes transversais foram caracterizados por predomínio de infecções 

submicroscópicas, identificadas, apenas, por ensaios moleculares (Figura 12). De 

fato, a proporção entre as infecções submicroscópicas para microscópicas variou de 

três a quatro vezes durante os cortes transversais avaliados. 

 

 
Figura 12. Prevalência de infecção malárica submicroscópica e microscópica, de acordo com o 

corte transversal (linha de base, 2 e 4 meses após o início do estudo). As infecções 

submicroscópicas foram determinadas por protocolos moleculares e as infecções microscópicas por 

diagnóstico parasitológico convencional (gota espessa). 

 

A prevalência das três espécies de plasmódios detectadas no estudo (P. 

vivax, P. malariae e P. falciparum) variaram durante o período de acompanhamento 

(Figura 13 e Figura 14). Embora a frequência de P. vivax (35%) e P. malariae (33%) 

tenha sido semelhante durante o primeiro corte-transversal, as infecções por P. 

vivax predominaram durante a segunda (66%) e terceira (69%) coleta (Figura 13). 

Uma diminuição na prevalência das infecções por P. malariae no segundo momento 

do estudo – que ocorreu, concomitantemente, com a migração dos residentes de 

Taibrapa para sua residência alternativa (Taibrapa-I) – resultou, temporariamente, 

em um aumento na proporção de infecções por P. falciparum (22%) em comparação 

com infecções decorrentes da presença do P. malariae (7%) (Figura 13). 
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Figura 13. Prevalência de infecção malárica de acordo com as espécies de plasmódios (P. 

vivax, P. falciparum, P. malariae e infecções mistas), durante todo o período do estudo (linha 

de base, 2 e 4 meses após o início do estudo). 

 

Ao longo do estudo, a positividade microscópica mediante diagnóstico 

parasitológico a partir de gota espessa, continuou restrita a crianças e adolescentes 

(0-15 anos), enquanto os ensaios moleculares detectaram indivíduos positivos em 

todas as faixas etárias (Figura 14). Na área estudada, a positividade por espécie ao 

longo do tempo confirmou a detecção exclusiva do P. malariae por protocolos 

moleculares. 
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Figura 14. Positividade espécie-específica a malária, estratificada de acordo com a faixa etária 

(anos), durante todo o período do estudo (linha de base, 2 e 4 meses após o início do estudo). 

As infecções mediante P. vivax, P. falciparum e P. malariae foram determinadas por gota espessa 

e/ou protocolos de PCR. 

 

5.3 Investigação da circulação potencial de P. simium  

 

Considerando que as amplificações de alvos ribossomais e não ribossomais 

dos plasmódios por ensaios moleculares não permitem diferenciar infecções 

humanas causadas pelo P. vivax daquelas causadas pelo P. simium, fez-se 

necessário utilizar um protocolo molecular adicional. Para tal, todas as amostras 

positivas para o P. vivax foram submetidas ao ensaio de Nested-PCR/RFLP descrito 

por Alvarenga e colaboradores (2018) (item 4.5.4.4), que visa a diferenciação 
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genética entre estas espécies a partir do reconhecimento de polimorfismos de base 

única (SNPs) do genoma mitocondrial destes parasitos, (3535, T> C). 

Como ilustrado na Figura 15, o controle positivo de P. vivax (Pv) não foi  

digerido pela enzima de restrição específica para o SNP de P. simium (HpyCH4III), o 

que resultou em um fragmento único de cerca de 244pb. Por outro lado, após 

tratamento enzimático, a amostra controle de P. simium (Ps) resultou em dois 

fragmentos de tamanhos aproximados (118 e 126pb) – os quais se sobrepõem no 

gel de agarose 3% –. Em conjunto, os resultados demonstraram que todas as 

amostras de P. vivax processadas não apresentaram o SNP característico de P. 

simium, não sendo, portanto digeridas pela enzima de restrição. A Figura 15 

exemplifica uma amostragem de 16 amostras de P .vivax, com a banda esperada de 

244pb. 

Figura 15. Gel de agarose ilustrando as bandas correspondentes ao P. vivax (244pb) e P. 

simium (118/126pb), obtidas por Nested-PCR/RFLP após digestão com enzima de restrição 

HpyCH4III. As amostras previamente positivas para o P. vivax (1 a 16) foram aplicadas no gel de 

agarose 3%, conforme demonstrado, sendo o produto digerido (D) aplicado juntamente com o 

produto não digerido (ND) para cada uma das respectivas amostras, sendo (M) o marcador de peso 

molecular (1Kb). Como controles positivos foram utilizadas amostras de P. simium (Ps; com um perfil 

244pb 

126pb 
118pb 
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de digestão de 118pb e 126pb, com bandas sobrepostas) e P. vivax (Pv; com perfil não digerido, 

correspondendo a banda única de 244pb). Como controle negativo foram utilizados todos os 

reagentes na ausência de DNA. As setas indicam a presença de bandas, embora de intensidade mais 

baixa. 

 

5.4 Flutuação temporal da positividade nos indivíduos avaliados 

 

O próximo passo foi avaliar a persistência das infecções maláricas, bem como 

as variações nos níveis dos parasitos circulantes, nos indivíduos estudados (Figura 

16). Entre os 859 indivíduos com amostras consecutivas, 143 (16.6%) foram 

positivos para a malária em algum momento do estudo. Dentre estes, apenas 12 

(8.4%) – crianças com mediana de idade de 3 anos – mantiveram infecção malárica  

detectável em amostras adicionais (Figura 16A), sendo a maioria das infecções 

identificadas apenas por protocolos moleculares. 

Em relação aos indivíduos que obtiveram apenas uma amostra positiva nos 

diferentes meses de acompanhamento do estudo: 35 (24,5%) foram identificados na 

linha de base do estudo, 22 (15.4%) no segundo corte transversal e 74 (51.7%) no 

terceiro momento (Figura 16B-D). A mediana de idade dos indivíduos com uma 

única amostra positiva variou de 9 a 11 anos, não havendo diferenças 

estatisticamente significativas entre estes grupos e o de crianças que obtiveram 

amostras positivas consecutivas (3 vs 9-11 anos; teste de Kruskal-Wallis p>0.05). 
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Figura 16. Dados demograficos, epidemiológicos e parasitológicos de 143 indivíduos que 
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apresentaram positividade para malária em algum momento do estudo. Os indivíduos foram 

agrupados de acordo com o perfil de positividade para malária em cada um dos três cortes 

transversais (colunas I, II e III, respectivamente), sendo: (A) indivíduos positivos em pelo menos dois 

cortes transversais (n=12); (B) indivíduos positivos apenas na linha de base (I; n=35); (C) no segundo 

corte transversal (II, n=22) ou (D) no terceiro corte transversal (III; n=74). A positividade por espécie 

foi representada por diferentes cores, conforme indicado na legenda: P. vivax (Pv) azul claro; P. 

falciparum (Pf) azul escuro; P. malariae (Pm) laranja; e co-infecções em cores variando do laranja 

claro ao cinza. O ponto () dentro de cada quadrado indica positividade tanto por gota espessa 

quanto por PCR, enquanto os asteriscos (*) indicam positividade somente por gota espessa. Os 

indivíduos foram codificados (#) sendo as variáveis demográficas (idade, sexo) e epidemiológicas 

(aldeia, Taibrapa (T I/II), Gasolina (G), Castanha/Ahima (C/Ah) e Alapusi (Al)), incluídas na figura.  
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6. DISCUSSÃO 

 

No Brasil, o número de casos de malária voltou a aumentar nos últimos anos, 

colocando em risco populações vulneráveis, como é o caso das comunidades 

indígenas da Amazônia Brasileira (LEANDRO-REGUILLO et al., 2015; MONDOLFI 

et al., 2019). Nestas áreas, a invasão crescente de garimpeiros e madeireiros em 

terras demarcadas representa um alto risco para a saúde das comunidades locais, 

uma vez que influencia, diretamente: (i) na transmissão de doenças infecciosas 

como a malária (GRENFELL et al., 2008; MATO, 1998; SHANKS, 2016), HIV/AIDS 

(BONALUME, 1991), sífilis (RUSSELL et al., 2019) e tuberculose (PITHAN et al., 

1991); (ii) na contaminação da água e do solo com metal pesado (MONDOLFI et al., 

2019; VEGA et al., 2018); e (iii) na sustentabilidade ambiental e alimentar das 

populações nativas (WALKER et al., 2020). Estes fatores, associados ao acesso 

limitado em áreas remotas da floresta Amazônica, representam um grande desafio 

para as estratégias de controle e vigilância da malária. Além disso, a desigualdade 

de acesso aos poucos serviços locais de saúde tem resultado na subnotificação de 

morbidade e mortalilidade por malária na região (GRENFELL et al., 2008). 

No contexto de eliminação da malária em grupos vulneráveis, ressalta-se a 

importância da detecção de indivíduos com baixas parasitemias que não são 

identificados no diagnóstico de rotina (ALVES et al., 2005). Embora não exista um 

consenso sobre a contribuição das infecções submicroscópicas para a manutenção 

da transmissão da malária, descobertas recentes indicam que tais infecções podem: 

(i) contribuir, consideravelmente, para os reservatórios infecciosos; (ii) ser de longa 

duração, se mantendo durante períodos consideráveis; e (iii) exigir diagnóstico 

sensível em áreas com níveis baixos de transmissão (ALMEIDA et al., 2018; 

SLATER et al., 2019). Em suma, faz-se necessário identificar indivíduos que 

integram este cenário, a fim de interromper o ciclo de transmissão e mensurar a real 

prevalência da doença nas áreas sobre vigilância epidemiológica. 

Com o objetivo de identificar infecções maláricas com baixas densidades 

parasitárias na população estudada, o presente estudo utilizou diferentes protocolos 

moleculares, incluindo aqueles baseados na detecção de alvos ribossomais dos 

plasmódios (18S SSU rRNA) (SNOUNOU et al., 1993) e alvos multi-cópias 
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baseados em sequências não ribossomais do P. vivax e do P. falciparum (DEMAS et 

al., 2011).  

 

6.1 Prevalência de malária nas aldeias ianomâmis 

 

Os resultados aqui demonstrados permitiram comprovar a baixa sensibilidade 

do exame parasitológico de rotina – gota espessa corada com Giemsa – na área 

estudada. Atualmente, já existe um consenso acerca das limitações do método 

parasitológico convencional, particularmente, em populações com baixas 

parasitemias (HÄNSCHEID, 2003; PROUX et al., 2011). De fato, os resultados 

demonstram que, na linha de base do estudo, enquanto a gota espessa identificou 

uma positividade de 1.5%, a frequência de positivos pelos protocolos moleculares foi 

de cerca de 6%, o que correspondeu a um aumento de quatro vezes na prevalência 

da infecção. De relevância, o diagnóstico parasitológico não identificou nenhum caso 

de P. malariae nas amostras estudadas, sendo que as infecções submicroscópicas 

por este parasito foram encontradas em frequências significativas em todos os 

meses de acompanhamento do estudo. 

O presente trabalho envolveu busca ativa de casos de malária, isto é, a 

pesquisa por parasitos circulantes e DNA plasmodial foi realizada em toda a 

população estudada independente da presença de sintomas relacionados à doença; 

isto permitiu identificar um número significativo de infecções submicroscópicas. De 

fato, durante os quatro meses de acompanhamento do estudo, enquanto o 

diagnóstico parasitológico identificou taxas de positividade variando de 0.7% 

(novembro/2014) a 2.0% (janeiro/2015), os protocolos moleculares foram capazes 

de identificar taxas que variaram de 3.6% (novembro/2014) a 8.65% (janeiro/2015). 

Isto reforça a importância de se empregar métodos de diagnósticos mais sensíveis 

em populações nativas caracterizadas por baixas densidades parasitárias. 

A partir dos dados demonstrados foi possível constatar que nas comunidades 

indígenas semi-isoladas do Pólo Base Marari, aproximadamente, 75 a 80% de todas 

as infecções maláricas foram submicroscópicas, com a proporção de infecções 

submicroscópicas para microscópicas permanecendo estável ao longo dos cortes 



77 
 

transversais. Os poucos dados disponíveis sobre a prevalência de infecções 

maláricas entre comunidades indígenas da Amazônia relatam altas taxas de 

infecções submicroscópicas, particularmente, na Venezuela, para a qual a maioria 

dos dados hoje encontram-se disponíveis (LALREMRUATA et al., 2015; LASERSON 

et al., 1999; MARCANO et al., 2004; METZGER et al., 2008; METZGER et al., 

2009). 

A prevalência de malária diferiu consideravelmente entre as aldeias do Pólo 

Base Marari (Taibrapa I/II, Gasolina, Alapusi e Castanha/Ahima), sugerindo 

heterogeneidade local na transmissão da malária. Além disto, o número de casos 

dentro de uma mesma aldeia variou ao longo do tempo. É possível que esta 

variação na prevalência da malária intra e inter-aldeia seja consequência da grande 

variabilidade nos habitats naturais de criação de mosquitos anofelinos. Em um 

trabalho anterior, conduzido por colaboradores deste estudo (Dr. Jordi Sánchez-

Ribas, IOC/Fiocruz Rio), uma grande variedade de microhabitats larvais foi descrita 

e caracterizada nestas comunidades ianomâmis, incluindo: (i) criadores associados 

a lagos conectados a rios locais; (ii) “piscinas” temporárias formadas a partir da água 

de chuva e áreas inundadas; (iii) córregos; e (iv) pequenos riachos e rios 

(SÁNCHEZ-RIBAS et al., 2015). Como consequência, diferentes habitats larvais, 

com características intrínsecas distintas, podem resultar em alta heterogeneidade na 

densidade larval e nas espécies de Anopheles circulantes nas comunidades 

(SÁNCHEZ-RIBAS et al., 2017). Além disso, os hábitos seminômades dos 

ianomâmis fazem com que eles sejam expostos a diferentes tipos de criadouros ao 

longo do ano. Este foi o caso, por exemplo, dos habitantes de Taibrapa que durante 

o estudo migraram para uma residência alternativa localizada há cerca de 15 

quilômetros da aldeia original (de Taibrapa-II para Taibrapa-I). Como consequência, 

em um curto intervalo de tempo (2 meses entre a 1ª e a 2ª coleta), foi possível 

detectar uma diminuição significativa na incidência de malária entre os habitantes de 

Taibrapa. Estes achados podem contribuir para orientar e implementar medidas de 

vigilância e controle na região; uma vez que indicam a necessidade de conhecer a 

transmissão da doença em microrregiões, levando-se em consideração as variações 

temporais.   
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6.1.1 Fatores demográficos influenciando na positividade malárica 

 

Com relação à positividade de infecções maláricas de acordo com o sexo, 

observou-se uma prevalência semelhante de infecções entre homens e mulheres. 

Este resultado não foi completamente inesperado, uma vez que nestas aldeias 

ianomânis – nas quais a transmissão predomina no peridomicílio –, os hábitos 

socioculturais e o comportamento seminômade dos grupos familiares podem resultar 

em níveis de exposição semelhante para ambos os sexos (LASERSON et al., 1994; 

LASERSON et al., 1999). Em indígenas semi-isolados, já foi demonstrado que as 

atividades culturais realizadas em família, nas proximidades de suas habitações, 

como é o caso, por exemplo, da prática do banho, podem facilitar a exposição ao 

mosquito vetor (SÁ et al., 2005). Além disso, o tipo de habitação dos ianomâmis 

facilita a exposição similar entre homens e mulheres. Mais especificamente, os 

habitantes de cada aldeia residem em casas comunitárias (shabonos, com 

aproximadamente 200 pessoas), temporárias e sem divisões internas, construídas 

em clareiras na floresta. Assim, a exposição ao mosquito vetor parece ser 

igualmente favorecida para todos os habitantes.    

Os dados demonstraram, ainda, que na população estudada a idade do 

indivíduo foi um fator determinante na positividade pelo exame parasitológico 

convencional. De fato, o número de casos detectados pela gota espessa diminuiu 

em função da idade. Esta correlação inversa entre o exame parasitológico e o 

aumento da idade foi observada durante todos os meses de acompanhamento do 

estudo. Sendo assim, o método parasitológico convencional foi capaz de 

diagnosticar malária, exclusivamente, em crianças e adolescentes (<16 anos). 

Considerando-se que o diagnóstico parasitológico convencional – pela sua baixa 

sensibilidade – identifica, preferencialmente, as altas parasitemias (PAYNE, 1988), 

pode-se assumir que, em comunidades indígenas Amazônicas, as crianças e 

adolescentes são mais susceptíveis a infecção malárica. Embora o estudo não tenha 

sido delineado para investigar morbidade da malária na população, estes achados 

são consistentes com trabalhos anteriores que relatam casos graves de malária em 

comunidades ianomâmis, geralmente, associados à crianças menores de 10 anos 

(MARCANO et al., 2004). Neste sentido, estudos atuais sobre o estado de saúde 

das populações indígenas na América Latina têm confirmado um cenário 
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desfavorável para crianças e adolescentes, com elevado grau de morbidade e 

mortalidade por doenças infecciosas e parasitárias (TAVARES & FERREIRA, 2019). 

Por outro lado, o predomínio de infecções de baixas cargas parasitárias em adultos 

(positividade apenas por protocolos moleculares), sugerem uma imunidade 

naturalmente aquirida. De fato, já está bem estabelecido que a exposição sucessiva 

e contínua à malária em áreas endêmicas pode resultar em infecções com baixas 

cargas parasitárias e, geralmente, assintomáticas (FÄRNERT et al., 2015; 

MARCANO et al., 2004; MARSH & KINYANJUI, 2006). Assim, os dados aqui 

apresentados estão de acordo com aqueles conduzidos em populações  

constantemente expostas à malária, onde as maiores parasitemias ocorrem nas 

faixas etárias mais jovens (COURA et al., 2006; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). 

Apesar dos dados aqui apresentados sugerirem imunidade adquirida na 

população estudada, limitações do desenho experimental não permitiram investigar 

sintomas clínicos associados às infecções maláricas. Apesar disto, dados de 

resposta de anticorpos contra antígenos de formas sanguíneas dos parasitos, 

particularmente, contra o P. vivax, sugerem imunidade adquirida. Mais 

especificamente, a resposta de anticorpos IgG contra diferentes antígenos de P. 

vivax (PvDBPII Sal-1 e DEKnull2) aumentou em função da idade (Anexo III). Embora 

esta resposta de anticorpos “per se” não indique proteção clínica, pode-se especular 

que indivíduos com baixas parasitemias e altos títulos de anticorpos, contra múltiplos 

antígenos do parasito, possam estar assintomáticos.  

 

6.1.2 Espécies de plasmódios circulantes na área de estudo   

 

O estudo de base populacional com cortes transversais consecutivos  

confirmou o P. vivax como a espécie predominante na área de estudo, tanto nas 

infecções microscópicas quanto em submicroscópicas. Devido às peculiaridades 

biológicas desta espécie, que inclui formas latentes no fígado (hipnozoitos), o P. 

vivax pode ser capaz de persistir nas populações expostas e ser reativado após 

períodos variáveis de tempo (KROTOSKI, 1989; KROTOSKI, 1985). Além disso, as 

tentativas de cura radical com primaquina – antimalárico utilizado para eliminar os 

hipnozoítos – apresentam limitações nestas comunidades. Isto porque o tratamento 
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com primaquina requer, no mínimo, sete dias de tratamento consecutivo, sendo 

frequente o abandono em populações isoladas. Portanto, os resultados aqui 

apresentados são consistentes com a predominância histórica desta espécie de 

plasmódio em tribos indígenas (GRENFELL et al., 2008; LASERSON et al., 1999; 

MARCANO et al., 2004).  

Considerando, ainda, a possibilidade de co-circulação de espécies de 

plasmódios consideradas “P. vivax-like” na área estudada, fez-se necessário 

diferenciar as infecções por P. vivax daquelas possivelmente decorrentes da 

presença do P. simium. Embora o P. simium – parasito comumente encontrado em 

primatas não humanos do Novo mundo e geneticamente similar ao P. vivax – tenha 

sido, frequentemente, reportado em áreas de Mata Atlântica, a infecção por este 

parasito nunca foi investigada em áreas ianomâmis da Amazônia Brasileira. Assim, 

todas as amostras positivas para o P. vivax foram submetidas a ensaio molecular 

capaz de diferenciar as duas espécies – P. vivax e P. simium – (DE ALVARENGA et 

al., 2018). Neste sentido, os resultados aqui obtidos excluíram a possibilidade de 

infecção por P. simium nos indivíduos estudados, confirmando que a circulação 

desta espécie está, possivelmente, restrita à Mata Atlântica (ARAÚJO et al., 2013; 

DE ALVARENGA et al., 2018; DEANE, 1992; FIGUEIREDO et al., 2017). 

Em relação ao P. malariae, os protocolos moleculares confirmaram que esta 

espécie é prevalente na área de estudo, embora a sua frequência tenha variado 

entre as aldeias e, também, ao longo da coorte. Estes achados são consistentes 

com outros estudos que investigaram infecções maláricas em territórios indígenas 

ianomâmis e relataram a circulação do P. malariae em populações isoladas, 

particularmente, na Amazônia Venezuelana (LALREMRUATA et al., 2015; 

MARCANO et al., 2004; METZGER et al., 2008).  

Os resultados confirmam, ainda, que o diagnóstico parasitológico é 

inadequado para identificar o P. malariae, principalmente, em áreas onde sua 

prevalência possa estar elevada, como é o caso de áreas indígenas onde crianças e 

adultos podem permanecer infectados por períodos indeterminados. Isto porque o 

exame de gota espessa corada com Giemsa não permite diferenciar 

morfologicamente o P. malariae do P. vivax, dificultando o diagnóstico específico 

(RECHT et al., 2017).  
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O Plasmodium malariae é uma espécie comumente descrita em simpatria 

com outras espécies de plasmódios (MUELLER et al., 2007). Apesar disso, no 

presente estudo as co-infecções ocorreram em baixas frequências. Entretanto, a 

maioria das infecções detectas foram em associação com o P. malariae (5 de 6). A 

ocorrência de infecções humanas por P. malariae, em áreas isoladas e remotas da 

floresta Amazônica, é consistente com a perspectiva de que os primatas não 

humanos atuam como reservatórios da infecção malárica nestas regiões (DE 

ARRUDA et al., 1989; ARAÚJO et al., 2013; COLLINS & JEFFERY, 2007). De fato, 

a diversidade genética descrita no Brasil entre o P. malariae e o P. brasilianum em 

hospedeiros humanos, primatas não humanos e nos mosquitos vetores 

(GUIMARÃES et al., 2012), reforça a teoria de manutenção de uma única espécie 

circulante (LALREMRUATA et al., 2015); de interesse, a maior diversidade genética 

do P. brasilianum quando comparado ao P. malariae sugere uma transferência 

recente de hospedeiros, provavelmente, no sentido dos símios para os homens 

(GUIMARÃES et al., 2015). Nestas tribos indígenas, os humanos e os símios estão 

em contato estreito, já que estes animais são mantidos como animais de estimação 

nas aldeias. Nestas circunstâncias, tem sido proposto que na América Latina esses 

parasitos são capazes de circular livremente entre os diferentes hospedeiros 

(primatas humanos e não humanos). 

As peculiaridades biológicas do P. malariae, como a capacidade de persistir 

no homem por logos períodos de tempo, representam um desafio para as medidas 

de controle. Isto porque, a transmissão transfusional de P. malariae a partir de  

doadores assintomáticos têm sido frequente (ALHO et al., 2017; BROUWER et al., 

2013; MARTÍN-DÁVILA et al., 2018), incluindo casos fatais (KIRCHGATTER et al., 

2005). Além disso, como o P. malariae pode estar associado a complicações renais, 

incluindo lesão renal aguda e glomerulopatias (DA SILVA JUNIOR et al., 2017), os 

achados aqui encontrados indicam que os efeitos da infecção de longa duração por 

esta espécie em tribos indígenas da Amazônia devem ser sistematicamente 

investigados. Assim, considera-se que a infecção por P. malariae representa uma 

importante área para futuros estudos, particularmente, visando entender o potencial 

patogênico das  infecções  crônicas em crianças ianomâmis. 

Embora o P. falciparum tenha sido menos prevalente do que o P. malariae na 

área estudada, os resultados apontam para a presença deste parasito em todas as 
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aldeias; incluindo infecções em crianças menores de 5 anos. Isto é relevante, visto 

que o P. falciparum é altamente patogênico e tem sido relatado em comunidades 

indígenas ianomâmis em frequências maiores que em outros grupos étnicos da 

região Amazônica (METZGER et al., 2009). Associado a este agravante, encontram-

se as operações ilegais de garimpo e extração de madeira, as quais favorecem a 

reintrodução periódica deste parasito em reservas florestais do território indígena 

Yanomami (SHANKS, 2016). Logo, estudos futuros são necessários para avaliar o 

real impacto da exposição destas comunidades indígenas ao P. falciparum, 

principalmente, na saúde de crianças ianomâmis, as quais encontram-se expostas a 

diversas comorbidades (infecciosas e não infecciosas) e a taxas alarmantes de 

subnutrição (COIMBRA et al., 2013; TAVARES & FERREIRA, 2019). 

 

6.1.3 Persistência da infecção malárica ao longo do estudo 

 

Os quatro meses de acompanhamento do estudo forneceram uma excelente 

oportunidade para explorar a persistência dos parasitos circulantes nas infecções 

maláricas microscópicas e submicroscópicas. Nessas aldeias indígenas semi-

isoladas, foi possível observar que, apenas 8% do total de indivíduos positivos para 

malária permaneceram com parasitos detectáveis em avaliações subsequentes, 

sendo, a maioria destes, crianças muito jovens (mediana de idade de 3 anos). Este 

resultado pode indicar que as infecções maláricas são de curta duração e/ou que a 

imunidade adquirida mantém os níveis de parasitos circulantes subpatentes 

(BOUSEMA et al., 2014). Embora os dados aqui apresentados não permitam 

descartar nenhuma destas hipóteses, os resultados sugerem que a densidade 

parasitária em indivíduos infectados não é um parâmetro estático, podendo flutuar e, 

eventualmente, ficar abaixo do limite de detecção dos ensaios moleculares 

(NGUYEN et al., 2018). Embora a genotipagem dos parasitos não tenha sido 

realizada, tem sido sugerido que a imunidade clínica controla a transmissão, 

principalmente, limitando o desenvolvimento dos estágios sanguíneos no ciclo 

biológico dos plasmódios (FELGER et al., 2012). Neste sentido, fazem-se 

necessários estudos futuros em áreas indígenas ianomâmis a fim de: (i) avaliar as 

infecções maláricas individuais com base nos padrões de persistência de genótipos, 
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monitorando as flutuações de densidades parasitárias; (ii) avaliar o perfil das 

infecções maláricas de baixa densidade, buscando compreender o cenário de 

transmissão em áreas endêmicas, a fim de sugerir regiões potencias para a 

vigilância epidemiológica; e (iii) avaliar a extensão das infecções maláricas 

submicroscópicas no contexto do tratamento antimalárico, uma vez que as infecções 

crônicas podem resultar em prejuízos na saúde do indivíduo a longo prazo 

(ASGHAR et al., 2015). 

 

6.2. Limitações do estudo  

 

O presente estudo apresentou algumas limitações que devem ser levadas em 

consideração na interpretação dos resultados. É possível especular que os cortes 

transversais tenham sido realizados em períodos com baixa transmissão de malária, 

que poderiam não ser representativos das variações sazonais de transmissão na 

área. No entanto, deve-se considerar as dificuldades relacionadas à coleta de 

amostras na região, já que a localização remota das aldeias ianomâmis na floresta 

Amazônica dificulta o acesso das equipes, sendo este realizado, exclusivamente, 

por pequenos aviões e  embarcações fluviais. Além do mais, as estações na floresta 

Amazônica não são bem definidas e se caracterizam, basicamente, por uma estação 

seca e outra chuvosa com duração de cerca de seis meses cada. Visando minimizar 

as limitações logísticas do estudo, os cortes transversais foram delineados a fim de 

incluir meses da estação seca (setembro e novembro/2014) e início da estação 

chuvosa (janeiro/2015). Assim, apesar das limitações, os dados aqui obtidos 

parecem ser representativos da área de estudo, uma vez que compreendem as 

variações climáticas intrínsecas da floresta Amazônica.  
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7 CONCLUSÃO 

 

i. Nas comunidades indígenas contempladas houve predomínio de infecções 

submicroscópicas, sendo que a relação entre infecções submicroscópicas e 

microscópicas se manteve relativamente estável ao longo dos quatro meses de 

acompanhamento do estudo, correspondendo a 4:1;   

 

ii. Na área estudada o P. vivax foi a espécie predominante, seguido do P. malariae e, 

em menor extensão, o P. falciparum. As infecções por P. malariae se 

caracterizaram, possivelmente, por baixas densidades parasitárias, já que esta 

espécie foi identificada exclusivamente por protocolos moleculares;     

 

iii. A ausência do P. simium nas aldeias ianomâmis da Amazônia Brasileira reforça a 

hipótese de que a circulação do P. simium esta restrita à Mata Atlântica; 

 

iv. A prevalência de infecções maláricas foi similar entre homens e mulheres; no 

entanto a idade foi um fator determinante no diagnóstico parasitológico da população 

estudada, sendo as maiores parasitemias detectadas em crianças e adolescentes 

(<16 anos). A diminuição dos níveis parasitários com aumento da idade sugere 

imunidade naturalmente adquirida em decorrência da exposição sucessiva e 

contínua à malária; 

 

v. A densidade parasitária da maioria dos indivíduos infectados não se manteve ao 

longo do estudo; assim, a parasitemia não pode ser assumida como um parâmetro 

estático, podendo flutuar ao longo do tempo e, eventualmente, ficar abaixo do limite 

de detecção dos ensaios moleculares; 

 

vi. Entre as aldeias estudadas, a prevalência de malária variou consideravelmente 

tanto na intensidade quanto na frequência das espécies de plasmódios circulantes; a 

heterogeneidade na transmissão da malária local está possivelmente associada a 

grande variabilidade de criadouros de vetores anofelinos na região; 

 

vii. Os protocolos moleculares fazem-se necessários para o estudo de prevalência 
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de malária em populações indígenas ianomâmis, tendo em vista, principalmente, a 

alta prevalência de infecções submicroscópicas e a circulação comprovado do P. 

malariae nestas regiões. 
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ANEXO III 

Anticorpos contra formas sanguíneas de P. vivax em funçao da idade: 

Figura A-C: Resposta de anticorpos IgG contra: (A) o principal antígeno candidato vacinal  

contra as formas sanguíneas do P. vivax, a proteína de ligação ao antígeno Duffy (DBPII, 

variante Sal-1); (B) o protótipo vacinal baseado na DBPII, DEKnull2 (NTUMNGIA et al., 2017); e 

(C) frequência de positivos para cada um dos antígenos estudados (PvDBPII Sal-1 e DEKnull2) 

em função da idade. Os ensaios sorológicos foram realizados pela sorologia convencional (ELISA). 

Em A e B, os resultados foram expressos em níveis de anticorpos, representados pelo índice de 

reatividade (IR). O IR foi obtido pela divisão da média da densidade óptica (DO492nm) de cada amostra 

pelo valor do cutt-off determinado para cada proteína (média da DO492nm de 30 indivíduos nunca 

expostos a transmissão de malária). Amostras com valores de IR>1 foram consideradas positivas, 

sendo a linha pontilhada no gráfico o limite de detecção (IR = 1).  No rodapé de cada figura foram 
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incluídos o número de indivíduos por grupo etário. As diferentes letras (a,b,c) indicam diferenças 

estatisticamente significativas (p<0.05), conforme determinado pelo teste de Kruskal-Wallis com o 

pós-teste para múltiplas comparações de Dunn. Em C, para os dois antígenos avaliados foram 

observadas tendências significativas no aumento na frequência de positivos em função da idade dos 

indivíduos (análises de Qui-quadrado de tendência;  p<0.05).  
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