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Resumo  
Entre os parasitos causadores da malária humana, o Plasmodium vivax é a espécie com maior 

distribuição mundial. O P. vivax invade os reticulócitos humanos através de uma via 

principal dependente da interação entre a região II da Duffy Binding Protein (DBPII), 

presente nas organelas apicais do parasito, e seu receptor cognato na superfície do eritrócito, 

o antígeno Duffy receptor para quimiocinas (DARC). Embora a DBPII seja uma das 

principais candidatas à vacina contra a malária causada por P. vivax, a região II do ligante é 

altamente polimórfica e induz uma resposta imune humoral do tipo cepa-específica. 

Recentemente, nosso grupo de pesquisa contribuiu para o desenvolvimento de um novo 

candidato vacinal baseado na DBPII, denominado DEKnull-2, que retém os epítopos 

funcionais conservados necessários para a ligação ao receptor e dimerização da DBP. 

Estudos iniciais de prova de conceito demonstraram que anticorpos anti- DEKnull-2 são 

naturalmente produzidos por indivíduos expostos ao P. vivax cuja resposta imune 

caracteriza-se pela presença de anticorpos bloqueadores da interação DBPII-DARC 

(BIAbs). Embora os anticorpos IgG anti-DBPII já tenham sido associados à imunidade 

protetora, o papel dos anticorpos IgM ainda permanece pouco estudado. O presente estudo 

teve como objetivo investigar a relação entre a resposta dos anticorpos IgM e IgG anti-

DBPII, com foco na resposta dirigida aos epítopos conservados da DEKnull-2, bem como 

em epítopos variáveis da proteína, presentes na cepa Sal1, variante natural que circula na 

área de estudo. Para tanto, buscou-se caracterizar sorologicamente 163 indivíduos adultos, 

com história de longa exposição à malária por P. vivax, em uma comunidade rural da 

Amazônia brasileira (Rio Pardo, AM). O desenho do estudo incluiu uma coorte retrospectiva 

de 9 anos, com cortes transversais realizados durante períodos de alta (fases I e III) e baixa 

transmissão de malária (fase II). A resposta de anticorpos IgM/IgG foi avaliada pela 

sorologia convencional (ELISA) utilizando-se proteínas recombinantes da DBPII (DEKnull-

2 e Sal1), sendo a avidez dos anticorpos avaliada através da adição de um agente 

desnaturante ao ensaio. A atividade funcional dos anticorpos (BIAbs) foi determinada 

através de um ensaio in vitro com células transfectadas expressando a proteína DBPII. Em 

conjunto, os resultados da coorte permitiram demonstrar que (i) a resposta de anticorpos IgM 

foi direcionada aos epítopos variantes DBPII (Sal1, variante cepa-específica), enquanto a 

resposta de anticorpos IgG aos epítopos conservados da proteína (DEknull-2); (ii) os 

anticorpos IgM variante-específicos foram relativamente estáveis ao longo do estudo, mas 

os anticorpos IgG variante-específicos não foram mantidos no período de baixa transmissão; 

(iii) os anticorpos IgG voltados aos epítopos conservados da DEKnull-2 foram relativamente 

estáveis e associados a resposta de anticorpos bloqueadores da interação DBPII-DARC 

(BIAbs); por outro lado, a resposta de anticorpos IgM não foi associada (positiva ou 

negativamente) com BIAbs; (iv) a presença e os níveis de anticorpos IgM/ IgG não foi 

associada com a presença do P. vivax no sangue circulante (detectados por microscopia ótica 

ou pelos ensaios de PCR); (v) independentemente da proteína estudada, ambas as respostas 

de anticorpos foram de alta avidez, e, finalmente,  (v) a resposta de IgG não se correlacionou 

com a resposta de IgM. Em conclusão, a resposta de anticorpos IgM de longa-duração contra 

a DBPII parece ser predominantemente variante-específica, enquanto a resposta de IgG de 

longa-duração é direcionada aos epítopos conservados de DBPII. Este foi o primeiro estudo 

longitudinal que investigou a relação entre a resposta dos anticorpos IgM/IgG contra DBPII, 



 
 

 

e estudos futuros fazem-se necessários para determinar qual a contribuição da resposta IgM 

para a imunidade induzida pela malária. 

 

Palavras-chave: Plasmodium vivax, anticorpos IgM/IgG, malária, Duffy Binding Protein II 

(DBPII) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Abstract 
Plasmodium vivax is the most widespread human malaria parasite. This parasite invades 

reticulocytes via a major pathway that depends on the interaction between the apical protein 

Duffy Binding Protein II (DBPII) and its cognate receptor on the erythrocyte surface, the 

Duffy antigen receptor for chemokines (DARC). While DBPII is a leading P. vivax malaria 

vaccine candidate, the ligand domain is highly polymorphic and induces strain-specific 

humoral immune response. Recently, we developed a surface-engineered DBPII vaccine 

candidate, named DEKnull-2, which retains the conserved functional epitopes needed for 

receptor binding and DBP dimerization. Prof-of-concept studies demonstrated that 

DEKnull-2 is highly recognized by naturally exposed P. vivax individuals who have broadly 

neutralizing antibodies able to block DBPII-DARC interaction (BIAbs). Although IgG 

antibodies have been associated with DBPII protective immunity, the role of IgM antibodies 

remain largely understudied. Hence, the goal of the current study was to investigate the 

relationship between IgG and the less studied IgM antibody response against conserved 

(DEKnull-2) and variable (Sal1, a natural variant circulating in the study area) DBPII 

epitopes. For this purpose, we serologically evaluated 163 adults with long-term exposure 

to malaria in a rural community of the Brazilian Amazon (Rio Pardo, AM). The study design 

included a 9-year retrospective cohort study, with cross-sectional surveys carried out during 

periods of high (phases I e III) and low malaria transmission (phase II). The conventional 

antibody response was determined by ELISA assay using DBPII-related recombinant 

proteins (DEKnull-2 and Sal1), with antibody avidity assessed by using a denaturing agent. 

The functional antibody response (BIAbs) was determinate through an in vitro functional 

assay with DBPII-transfected cells. Taken together, the results of this long-term follow-up 

study showed that (i) IgM antibody response towards DBPII-variant-epitopes (strain-

specific Sal1), while IgG antibody response towards the conserved epitopes of the protein 

(DEknull-2); (ii) IgM variant-specific DBPII antibodies were relatively stable throughout 

the study, but IgG variant-specific antibodies were poorly sustained at low transmission 

period; (iii) whereas epitope-conserved IgG antibodies were relatively stable overtime and 

associated with broadly binding-inhibitory IgG antibodies (BIAbs), IgM antibody response 

was not associated (positively or negatively) with BIAbs; (iv) peripheral malaria infections 

(detected by microscopy or PCR-based assay) did not correlate with either IgG or IgM 

antibody responses; (v) regardless the protein assayed, both antibody responses were related 

with antibodies of high avidity, with IgG > IgM; (v) finally, the response of IgG did not 

correlate with IgM response. In conclusion, the long-term IgM response to DBPII appears 

to be predominantly variant-specific, while the long-term IgG response is directed to the 

conserved epitopes of DBPII. This was the first follow-up study that investigated the 

relationship between IgM /IgG antibodies against DBPII, and future studies should explore 

the contribution of IgM response to malaria-induced immunity. 

Key words: Plasmodium vivax, IgM/IgG antibodies, malaria, Duffy Binding Protein II 

(DBPII). 
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1-INTRODUÇÃO 

1.1-Malária 

A malária tem sido um grande problema na história da humanidade desde a 

Antiguidade. Existem relatos da febre periódica característica desta doença na China em 

2700 a.C., assim como na antiga Mesopotâmia no século VI a.C. (revisto por Cox, 2002). 

Durante o Império Romano ela era conhecida como “febre romana” e pode ter contribuído 

para o declínio deste império (Sallares et al., 2004). Nesta época ela passou a ser 

associada aos pântanos e coleções d’água estagnada e os italianos passaram a denominá-

la de mal’aria (maus ares) dando origem ao termo malária (Reiter, 2000).  

Apenas em 1880 iniciou-se o progresso na investigação científica da malária. 

Charles Louis Alphonse Laveran, um médico francês, observou pela primeira vez 

parasitos protistas no sangue periférico das pessoas doentes (Laveran, 1881). Ele atribuiu 

a causa da malária a esses organismos e ganhou o Nobel de Medicina em 1907 pela 

descoberta. 

Hoje já se sabe que os protozoários do gênero Plasmodium são os causadores da 

malária sendo transmitidos ao homem através de mosquitos vetores do gênero Anopheles 

(Cowman et al., 2016). As espécies de Plasmodium mais frequentemente associadas à 

infecção humana são: Plasmodium falciparum (Welch, 1897), Plasmodium vivax (Grassi 

& Feletti, 1890), Plasmodium malarie (Laveran, 1881), Plasmodium ovale (Stephens, 

1922) e Plasmodium Knowlesi (Giuseppe, 1927).  

Do ponto de vista de saúde pública, o maior impacto da malária humana está 

associado ao P. falciparum e P. vivax, sendo a primeira a espécie considerada mais 

patogênica e a segunda a de maior distribuição mundial (revisto por Dalrymple et al., 

2015).  

Atualmente, a malária ainda permanece como um grande problema de saúde 

pública no mundo, sendo mais prevalente no continente africano, com elevada letalidade 

em crianças menores de 5 anos de idade, grupo mais vulnerável à doença (revisto por 

Miller et al., 2013). Uma vez na circulação sanguínea do homem, esses protozoários 

causam doença clínica com um amplo espectro de morbidade, incluindo anemia, 

trombocitopenia e inflamação sistêmica, podendo levar a morte devido às complicações 

renais, pulmonares e/ou cerebrais (revisto por White et al., 2014).   

A malária causada pelo P. vivax foi, por muito tempo, uma doença negligenciada 

já que os casos graves eram associados exclusivamente ao P. falciparum (Price et al., 

2009). No entanto, nos últimos anos, a descrição crescente de casos graves por esta 

espécie, com evolução para óbito, tem despertado o interesse da comunidade cientifica 

em estudar aspectos relacionados à biologia e patogenia decorrente da infecção por esta 

espécie (revisto por Adams & Mueller, 2017). Porém, a falta de modelos experimentais 

adequados, como um sistema de cultivo contínuo das formas sanguíneas do parasito, tem 
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dificultado os estudos sobre a biologia e a interação parasito-hospedeiro na infecção pelo 

P. vivax (revisto por Udomsangpetch et al., 2008; Noulin et al., 2013).  

1.2-Epidemiologia da Malária no Mundo e no Brasil 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), em 2018 foi estimado que 3,75 

bilhões de pessoas vivem em áreas de risco para transmissão de malária, que inclui 90 

países de diferentes continentes (WHO, 2019). No mesmo ano foram notificados 405.000 

óbitos, a maior parte em crianças menores de cinco anos no continente Africano. Estima-

se ainda que o investimento para controle e eliminação da malária no mundo tenha 

somado 2,3 bilhões de dólares em 2018 (WHO, 2019). Todos esses dados demonstram o 

fardo que esta doença ainda é para a saúde pública mundial. 

 Do total de casos registrados em 2018, 93% ocorreram na África Subsaariana 

sendo a maioria deles causados pelo P. falciparum (WHO, 2019). Enquanto essa espécie 

está mais restrita ao continente Africano, o P. vivax está presente nos cinco continentes 

com estimativa de 2,85 bilhões de pessoas residentes em áreas de risco de contrair a 

infecção (Battle et al., 2012; Gething et al., 2012). Fora da África o P. vivax é a espécie 

mais relevante, sendo predominante nas Américas, onde contribuiu para 75% do total de 

casos registrados nessa região em 2018 (WHO, 2019). De importância, o P. vivax tem 

reemergido em regiões anteriormente classificadas como livres de malária (Severini et 

al., 2004; Kim et al., 2009; Bitoh et al., 2011).  

No Brasil, o panorama atual da malária tem sido amplamente influenciado por 

fatores socioeconômicos, sociodemográficos, de políticas e ambientais, resultando em  

flutuações na transmissão da doença (Sampaio et al., 2015). O país tem uma história 

centenária de controle à transmissão da malária, todavia ainda está longe de eliminá-la 

(revisto por Recht et al., 2017). Até 1950 a doença atingia quase todo o território 

brasileiro com estimativas de 6 milhões de casos por ano em uma população de 50 

milhões. Porém, com a campanha Global de Erradicação da Malária, lançada pela OMS, 

a enfermidade foi praticamente eliminada de toda a área litorânea do país e das bacias das 

regiões Sul e Nordeste (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Tal campanha combinou o uso de 

inseticida de efeito residual (DDT) nas habitações com a incorporação do antimalárico 

cloroquina no sal de cozinha (Pinotti et al., 1955; Da Silva and Hochman, 2011; Silva 

and Paiva, 2015). Como consequência, em meados da década de 60 a incidência de 

malária havia reduzido drasticamente no país, sendo registrados em média 53.000 casos 

por ano, concentrados em pequenos vilarejos da região Amazônica (revisto por Griffing 

et al., 2015). Por outro lado, este programa de tratamento mundial da OMS foi 

responsável pela seleção e expansão de parasitos resistentes à cloroquina, particularmente 

das cepas de P. falciparum, que era a espécie predominante na região (Reyes, 1981). 

No final de 1970, com os projetos de colonização do INCRA (Instituto Nacional 

de Colonização e Reforma Agrária), ocorreu um intenso movimento migratório para a 

região Norte do Brasil a fim de colonizá-la (revisto por Brandao et al., 2006). Diversos 

órgãos governamentais incentivaram a construção de usinas hidroelétricas, o 

desenvolvimento de projetos agropecuários e de mineração, bem como a construção de 
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estradas de rodagem. Tal ocupação desordenada resultou em condições de moradia 

inadequadas para o uso do DDT, em um grande número de imigrantes não imunes e em 

um ambiente bastante propício para a criação e expansão dos mosquitos vetores devido 

ao desflorestamento (revisto por Griffing et al., 2015). Tudo isto provocou um aumento 

considerável na transmissão da malária no início da década de 1980. Naquele ano, 

registraram-se aproximadamente 170.000 casos, concentrados na Amazônia (97,5%) 

(revisto por Barata, 1995) mas com surtos fora dessa região (Goiás, Paraná e São Paulo) 

(Marques et al., 1986; revisto por Barata, 1998).  

Na década de 90 a malária atingiu sua maior incidência sendo endêmica na 

chamada região da Amazônia Legal (Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, 

Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins). Diante desta grave situação, no ano de 2000 o 

Ministério da Saúde intensificou suas ações de controle e dois anos após observou-se o 

maior declínio dos casos de malária dos últimos 40 anos (revisto por Griffing et al., 2015).  

Em 2003 os casos continuaram diminuindo, mas nos dois anos subsequentes 

tornou a crescer, culminando em dezenas de mortes. Até o ano de 2014 houve redução no 

número de casos de malária no Brasil, com estabilização durante 2015 e 2016. No entanto, 

em 2017 e 2018 a OMS registrou um aumento nos números de casos e mortes alarmando 

os órgãos de saúde pública e frisando a fragilidade e instabilidade do programa de 

controle a malária (revisto por Griffing et al., 2015; WHO, 2018; WHO, 2019). 

Atualmente a transmissão da malária é considerada endêmica na Amazônia Legal, 

onde a doença tem distribuição heterogênea (Figura 1). De relevância, a transmissão 

zoonótica em áreas de Mata Atlântica tem crescido de importância nos últimos anos 

(Brasil et al., 2017). Nestas áreas, primatas de pequeno porte têm sido considerados como 

fontes de infecção para os casos humanos, particularmente envolvendo o P. simium   

(Costa et al., 2014; De Alvarenga et al., 2015).  
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Figura 1. Mapa de risco da malária, por município, no Brasil, em 2018. Baixo risco (IPA < 10/1000 

habitantes),  médio risco (10,0 ≤ IPA ≥ 49,9/1000 habitantes) e alto risco (IPA > 50,0/1000 habitantes), 

sendo IPA o Índice Parasitário Anual (número de casos registrados por cada 1000 habitantes de determinada 

área). Fonte: Sinan/ SVS/ MS e Sivep-Malária 

(https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/julho/31/Mapa-de-risco-da-mal--ria-por-munic--pio-de-

infec----o-Brasil-2018-.pdf). 

No que concerne ao P. vivax, até 1990 este parasito esteve presente no território 

nacional em proporções semelhantes ao P. falciparum (Oliveira-Ferreira et al., 2010).  No 

entanto, com as medidas de controle adotadas pelo Ministério da Saúde, os números de 

casos de P. falciparum diminuíram progressivamente, enquanto aqueles atribuídos ao P. 

vivax aumentaram significativamente. Consequentemente, a partir de 2011 o P. vivax 

passou a ser a espécie predominante no país sendo responsável por mais de 70% das 

infecções (WHO, 2012). De fato, em 2018 foram reportados no Brasil aproximadamente 

169.000 casos de malária por P. vivax e apenas 18.000 por P. falciparum (WHO, 2019). 

Este fenômeno, no qual o P. vivax se torna mais prevalente que P. falciparum, tem sido 

descrito em outras partes do mundo (revisto por Armistead & Adams, 2018; WHO, 2018), 

e é decorrente de características biológicas inerentes ao P. vivax, como a produção 

precoce de gametócitos, que limitam as medidas de controle e vigilância da doença. 

1.3- Ciclo biológico da malária humana com foco no P. vivax 

O ciclo biológico dos plasmódios humano é bastante complexo, envolvendo 

variadas formas morfológicas do parasito em dois hospedeiros: o homem, hospedeiro 

intermediário, e o mosquito do gênero Anopheles, hospedeiro definitivo (Figura 2).  

https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/julho/31/Mapa-de-risco-da-mal--ria-por-munic--pio-de-infec----o-Brasil-2018-.pdf
https://www.saude.gov.br/images/pdf/2019/julho/31/Mapa-de-risco-da-mal--ria-por-munic--pio-de-infec----o-Brasil-2018-.pdf
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Figura 2. Esquema ilustrativo do ciclo biológico dos plasmódios, com ênfase no Plasmodium vivax. 1. Inoculação 

dos esporozoítos no hospedeiro vertebrado através da picada de fêmeas infectadas do mosquito Anopheles. 2. Migração 

dos esporozoítos até os vasos sanguíneos. 3. Chegada dos esporozoítos ao fígado e invasão do hepatócito. No interior 

do hepatócito os merozoítos podem se desenvolver em: 4. Hipnozoítos, que são formas latentes ou 5. Trofozoítos, 

esquizontes tissulares e vários merozoítos. 6. Formação do merossoma contendo merozoítos e rompimento dentro dos 

vasos sanguíneos do fígado. 7. Liberação dos merozoítos e invasão dos reticulócitos. 8. Dentro dos reticulócitos ocorre 

o desenvolvimento dos merozoítos em anel, trofozoíto e esquizonte. 9. O esquizonte contendo muitos merozoítos rompe 

a membrana do reticulócito e lisa a célula liberando os merozoítos sanguíneos que irão infectar novos reticulócitos. 10. 

Após algumas gerações de merozoítos sanguíneos alguns se diferenciam em gametócitos dentro dos reticulócitos. 11. 

Os gametócitos são as formas infectantes para o mosquito, que ao ingeri-los durante o repasto sanguíneo se infecta. 12. 

Na membrana peritrófica do mosquito os gametócitos terminam a gametocitogênese e ocorre a fecundação com 

formação do zigoto. 13. O zigoto encista no epitélio do intestino médio do mosquito sendo denominado de oocisto. 14. 

O oocisto se rompe liberando esporozoítos infectantes na hemolinfa do mosquito para que atinjam a glândula salivar 

15. Os esporozoítos migram para o ducto da glândula onde serão inoculados no hospedeiro vertebrado juntamente com 

a saliva, reiniciando o ciclo. Fonte: Adaptado de Mueller et al., 2009. 

A infecção no homem inicia-se com a picada da fêmea do gênero Anopheles 

infectada. Durante o repasto sanguíneo, as fêmeas de anofelinos inoculam na pele do 

hospedeiro os esporozoítos infectantes que estavam no interior de suas glândulas salivares 

(Figura 2. Tópico 1) (Medica & Sinnis, 2005). Os esporozoítos podem ficar muitos dias 

nas células epiteliais e, somente aqueles que migram para a corrente sanguínea e alcançam 

o fígado são capazes de se desenvolver e dar início à fase exo-eritrocítica do ciclo (Amino 

et al., 2006a; Amino et al., 2006b) (Figura 2. Tópicos 2-3).  

Uma vez no fígado, os esporozoítos invadem os hepatócitos e se diferenciam em 

trofozoítos pré-eritrocíticos. Os trofozoítos se multiplicam assexuadamente por 
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esquizogonia, gerando esquizontes tissulares (Figura 2. Tópico 5). Os esquizontes 

maduros darão origem aos merozoítos, que são as únicas formas capazes de infectar os 

eritrócitos (revisto por Silvie et al., 2008). A liberação dos merozoítos pré-eritrocíticos 

do interior dos hepatócitos ocorre através da formação de vesículas denominadas 

merossomas (Sturm et al., 2006). Essas vesículas são formadas a partir da evaginação da 

membrana da própria célula e, portanto, não há lise do hepatócito (Figura 2. Tópico 6). 

Os merossomas atingem o interior dos vasos sanguíneos por diapedese e só então são 

rompidos, liberando os merozoítos diretamente na circulação sanguínea (Figura 2. Tópico 

7). A fase exo-eritrocítica do ciclo tem duração de aproximadamente duas semanas nas 

infecções por P. vivax e P. falciparum. No caso do P. vivax e do P. ovale alguns 

esporozoítos podem permanecer em uma forma latente no interior dos hepatócitos, os 

hipnozoítos, responsáveis pelas recaídas da doença que ocorrem meses ou anos após a 

infecção inicial (Krotoski, 1985; revisto por Baird et al., 2007) (Figura 2. Tópico 4).  

Com o início da fase eritrocítica da malária humana, os merozoíto são capazes de 

invadir, infectar e multiplicar nos eritrócitos, amplificando assim a infecção com ciclos 

sucessivos de produção de merozoítos sanguíneos (Figura 2. Tópicos 8-9). Importante 

ressaltar que o P. vivax possui preferência por infectar os reticulócitos, que são eritrócitos 

jovens. Mais recentemente, foi demonstrado que o P. vivax invade preferencialmente 

reticulócitos com alta expressão do receptor CD71, células ainda predominantes na 

medula óssea (Malleret et al., 2015). Por outro lado, o P. falciparum infecta tanto 

eritrócitos jovens quanto maduros (Mcqueen & Mckenzie, 2004).  

O processo de invasão dos eritrócitos pelos merozoítos é bastante específico e 

ocorre através diferentes etapas: (I) ao encontro com o eritrócito o merozoíto 

primeiramente adere-se a ele; (II) em seguida o parasito se reorienta, de forma que as 

organelas do complexo apical tenham contato com a membrana do eritrócito. Tal contato 

permite (III) a formação da junção móvel que auxilia na interiorização do parasito e, por 

fim, (IV) ocorre a invasão com formação do vacúolo parasitóforo (revisto por Cowman 

& Crabb, 2006; revisto por Miller et al., 2013).  

 As formas sanguíneas são responsáveis pela morbidade da malária, já que a lise 

dos eritrócitos, juntamente com a liberação dos merozoítos, de produtos do parasito e 

pigmento malárico (produto da digestão da hemoglobina), leva a inflamação sistêmica e 

culmina nos principais sintomas clínico da doença, que inclui o paroxismo típico 

associado a doença (febre e calafrios) (Glushakova et al., 2005). 

Após algumas gerações de merozoítos sanguíneos, alguns irão, por mecanismos e 

estímulos desconhecidos, se desenvolver em gametócitos imaturos e posteriormente em 

gametócitos maduros, masculinos e femininos (Figura 2. Tópico 10). Os gametócitos são 

os estágios sexuados do ciclo biológico dos plasmódios e só amadurecem para realizarem 

a fecundação no interior do sistema digestório do mosquito vetor, onde encontram 

condições propícias para seu desenvolvimento (revisto por Sinden, 1983). 

O ciclo no mosquito tem início quando a fêmea do Anopheles, durante o repasto 

sanguíneo, ingere gametócitos femininos e masculinos. No intestino médio do mosquito 
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tem-se o início do ciclo sexuado ou esporogônico, (Figura 2. Tópico 11) pois com o 

aumento do pH (Nijhout & Carter, 1978), diminuição da temperatura (Roller & Desser, 

1973; Sinden & Croll, 1975) e altos níveis de ácido xanturênico (Billker et al., 1998), os 

gametócitos finalizam a gametocitogênese. O gametócito feminino se desenvolve, então, 

em um macrogametócito e o masculino em oito microgametócitos. A fecundação ocorre 

ainda no intestino médio, aproximadamente 2 horas após a ingestão, gerando o zigoto 

(revisto por Vlachou et al., 2006). Em 24 horas tem-se o desenvolvimento do zigoto em 

oocineto que se movimenta por contrações e, dessa forma, atravessa a matriz peritrófica, 

alcança a parede do intestino médio e encista na camada epitelial passando a ser 

denominado de oocisto (revisto por Sinden, 2015) (Figura 2. Tópicos 12-13).  

O oocisto, no interior das células epiteliais, se multiplica por esporogonia dando 

origem aos esporozoítos. Em torno de 9 a 14 dias corridos desde a infecção, ocorre a 

ruptura da parede do oocisto e liberação dos esporozoítos para a hemolinfa do mosquito. 

Carreados passivamente pela hemolinfa os esporozoítos chegam até as glândulas 

salivares, migram para o canal central da glândula e posteriormente para o ducto salivar 

onde serão inoculados no hospedeiro vertebrado durante o próximo repasto sanguíneo do 

mosquito reiniciando o ciclo (revisto por Sinden, 2015) (Figura 2. Tópicos 14-15). 

1.3.1- Características biológicas do P. vivax e suas implicações no combate à doença 

Atualmente, as principais estratégias de controle ao P. vivax advém daquelas já 

utilizadas contra o P. falciparum que se baseiam, principalmente, no diagnóstico oportuno 

da doença e tratamento dos infectados. No entanto tais medidas não são eficazes contra o 

P. vivax devido a algumas características biológicas particulares como: 

(i) presença de hipnozoítos que podem reiniciar o ciclo sanguíneo sem 

necessidade de uma nova picada do mosquito Anopheles, dificultando a 

cura do indivíduo (revisto por Baird et al., 2007); 

 

(ii) dificuldades no tratamento, já que as únicas drogas ativas capazes de matar 

os hipnozoítos (8-aminoquinolinas) podem induz hemólise em indivíduos 

portadores de uma mutação genética que leva à deficiência da enzima 

G6PD (via glicolítica) (revisto por Beutler et al., 2007);  

 

(iii) preferência por infectar reticulócitos jovens (CD71+) que culmina em 

baixas parasitemias e consequentemente em dificuldades de detecção do 

parasito pelo método rotineiro de diagnóstico (microscopia ótica) (revisto 

por Moreno-Pérez et al., 2013); 

 

(iv) produção precoce de gametócitos, formas infectantes para o mosquito 

vetor, que podem estar presentes na corrente sanguínea antes mesmo do 

início dos sintomas clínicos (revisto por Bassat et al., 2016; revisto por 

Adapa et al., 2019). Assim, o P. vivax tem maior potencial para a 

transmissão quando comparado ao P. falciparum  (revisto por Bousema & 

Drakeley, 2011); 
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(v) proporção elevada de infecções subpatentes e assintomáticas, 

principalmente em áreas de baixa transmissão (Cheng et al., 2015; 

Almeida et al., 2018) como é o caso da Amazônia brasileira (Amaral et 

al., 2019).  

Essas particularidades inerentes ao P. vivax que complexificam a utilização dos 

métodos atuais de combate ao parasito somada aos diversos relatos de resistência do P. 

vivax às drogas antimaláricas e dos vetores aos inseticidas (revisto por Price et al., 2014) 

demonstra o insucesso progressivo do panorama global de controle e eliminação da 

malária vivax. 

Verifica-se então a urgente necessidade de desenvolvimento e aplicação de 

medidas de controles específicas contra o P. vivax ou que, no mínimo, abranjam as 

particularidades da espécie. Neste contexto, o desenvolvimento de uma vacina eficaz é 

uma estratégia relevante, pois pode levar a eliminação da doença em muitas regiões do 

mundo. Na última década vários grupos de pesquisa vêm se empenhando no 

desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o P. vivax, no entanto, ainda não existe um 

candidato altamente eficiente ou adequado. Enquanto a pesquisa vacinal contra o P. 

falciparum tem progredido bastante, com painéis de grande escala de antígenos sendo 

testados e um candidato em fase III de triagem clínica, a maioria das vacinas em 

desenvolvimento contra o P. vivax ainda estão em fase pré-clínica ou nas fases iniciais 

dos ensaios clínicos (revisto por Antonelli et al., 2020).  

O estudo das proteínas do P. vivax e suas funções é bastante desafiador uma vez 

que não há um sistema de cultivo contínuo das formas sanguíneas desta espécie, limitando 

a busca por candidatos vacinais. Neste contexto diferentes abordagens têm sido 

desenvolvidas para auxiliar no estudo e desenvolvimento de vacinas contra esta espécie.  

Em 2008, a partir da publicação do genoma do P. vivax por Carlton e 

colaboradores, os estudos vacinais se intensificaram. Centenas de genes do P. vivax foram 

expressos e bibliotecas de antígenos transcritos e traduzidos foram construídas. 

Atualmente as bibliotecas são utilizadas para investigar a resposta imune tanto em 

indivíduos experimentalmente infectados (Arévalo-Herrera et al., 2016), quanto 

naturalmente expostos ao P. vivax (Chen et al., 2010; Chuquiyauri et al., 2015). A 

presença dessa ferramenta é um impulso significativo para o campo, já que sua aplicação 

em estudos longitudinais bem desenhados pode levar a identificação de antígenos do P. 

vivax específicos que possam ser associados à proteção. 

Nesse sentido, enfoque deve ser dado ao estudo da imunidade naturalmente 

adquirida pelos indivíduos expostos já que essa imunidade parece ser adquirida mais 

precocemente no caso do P. vivax (revisto por Adams & Muller, 2017).  

1.4-Imunidade naturalmente adquirida contra a malária 

 Imunidade naturalmente adquirida é uma capacidade inerente ao hospedeiro de 

responder de forma mais eficiente a um patógeno frente a uma ou mais exposição 
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subsequente ao mesmo patógeno, o que pode levar a uma imunidade protetora. No caso 

da malária, os estudos têm mostrado que a imunidade adquirida pode levar muitos anos 

para se desenvolver (revisto por Doolan et al., 2009). 

O desenvolvimento da imunidade protetora contra a malária tem sido melhor 

caracterizado a partir de investigações epidemiológicas realizadas em áreas hiper e 

holoendêmicas para o P. falciparum, onde verificou-se que crianças, gestantes e adultos 

não-imunes eram mais suscetíveis à doença clínica se comparado aos adultos residentes 

na mesma área (Koch, 1900; revisto por Marsh & Kinyanjui, 2006; revisto por Anstey et 

al., 2009). Observou-se também que após sucessivas infecções, as crianças em idade 

escolar tenderam a desenvolver uma proteção clínica contra os sintomas mais graves da 

doença embora permanecessem com carga parasitária relativamente alta. Isto evidencia 

que a imunidade contra os sintomas, isto é, imunidade denominada “anti-tóxica” se 

desenvolve antes da imunidade parasito-específica, que é responsável pela redução dos 

níveis parasitários (revisto por Ademolue & Awandare, 2018). Presume-se então que a 

exposição continuada ao parasito seja através de novas infecções ou recorrências ao longo 

dos anos leva a uma imunidade protetora contra o parasito capaz de reduzir os níveis 

parasitários (revisto por Marsh & Kinyanjui, 2006; Stanisic et al., 2015). Esta imunidade 

é parcial e depende da exposição continua ao parasito nas áreas de transmissão (revisto 

por Ademolue & Awandare, 2018). 

De maneira geral, a racional da pesquisa de vacinas contra a malária se baseia nas  

evidências bem estabelecidas de que o indivíduo desenvolve imunidade  protetora contra 

a doença clínica após longo tempo de exposição à transmissão (revisto por Vijayan & 

Chitnis, 2019). Assim, para o desenvolvimento de vacinas que possam ser eficazes, faz-

se necessário conhecer os antígenos e mecanismos envolvidos na proteção contra a 

malária. No entanto, tal conhecimento é ainda bastante limitado no que concerne ao P. 

vivax, principalmente por esta espécie ter sido negligenciada por muitos anos. Como 

resultado, a maioria dos estudos sobre mecanismos imunes protetores foram descritos 

para o P. falciparum ou em modelos experimentais. Embora pareça razoável supor que 

os princípios-chave da imunidade contra P. falciparum também se apliquem ao P. vivax, 

as diferenças biológicas significativas entre as duas espécies requerem cautela já que os 

mecanismos específicos podem diferir entre estas espécies.  

Evidências mais recentes confirmam que em áreas hiperendêmicas o P. vivax 

também induz imunidade clínica (Genton et al., 2008; França et al., 2016a; França et al., 

2016b). De fato, estudos clássicos de malarioterapia já indicavam que a imunidade 

protetora contra o P. vivax é adquirida mais rapidamente que aquela induzida pelo P. 

falciparum (Cohen et al., 1961; Cohen et al., 1969). Apesar das razões para esta diferença 

no padrão de imunidade não serem conhecidas, especula-se que no caso do P. vivax 

aquelas particularidades, como a maior frequência de infecções com baixas parasitemias 

(subpatentes) e presença de recaídas pelas formas latentes do fígado (hipnozoítos), 

poderiam contribuir para a relativamente rápida aquisição da imunidade (revisto por 

Mueller et al., 2013). 
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Mesmo em áreas de baixa endemicidade, onde a transmissão é instável, como é o 

caso da Região Amazônica, existem evidências da aquisição da imunidade naturalmente 

adquirida pela população, particularmente pelo P. vivax, espécie mais prevalente na 

região (Ladeia-Andrade et al., 2009; Souza-Silva et al., 2010). Nestas áreas, os autores 

demonstraram que a imunidade protetora poderia ser evidenciada pela diminuição de 

infecções sintomáticas em função do tempo de residência dos indivíduos na Amazônia 

brasileira, indicando o desenvolvimento de algum grau de imunidade clínica. 

Embora os mecanismos imunes que conferem proteção clínica ao indivíduo não 

estejam totalmente esclarecidos, os anticorpos contra as formas sanguíneas parecem ter 

papel crucial, particularmente, os anticorpos neutralizantes, isto é, que impedem a invasão 

do P. falciparum nos eritrócitos (Healer et al., 2019) ou do P. vivax em reticulócitos 

(Michon et al., 2000).  

1.4.1. -Papel dos anticorpos na resposta imune contra a malária 

Como os eritrócitos não expressam MHC de classe I ou II - que poderiam levar 

ao reconhecimento das células infectadas pela imunidade inata ou pela resposta imune 

adaptativa de células T - a imunidade contra as formas sanguíneas dos plasmódios é 

majoritariamente mediada pelos anticorpos (revisto por Hill et al., 2017). As evidências 

do papel fundamental dos anticorpos na proteção clínica vêm de experimentos clássicos 

de malarioterapia onde imunoglobulinas eram transferidas de adultos hiper imunes para 

crianças acarretando na proteção desta contra a infecção e/ou redução do risco de 

evolução da doença (Cohen et al., 1961; Cohen et al., 1969). Diversos estudos 

soroepidemiológicos posteriores confirmaram tais evidências (Sabchareon et al., 1991; 

revisto por Dobbs & Dent, 2016).  

Os anticorpos específicos naturalmente adquiridos durante as infecções maláricas 

são, predominantemente, do isótipo IgG e IgM e podem ser direcionados: (i) contra os 

antígenos dos esporozoítos (fase exo-eritrocítica) (revisto por Julien & Wardemann, 

2019); (ii) contra antígenos dos merozoítos (fase eritrocítica) (revisto por Fowkes et al., 

2010) e, (iii) contra antígenos presentes na membrana dos eritrócitos/reticulócitos 

parasitados (fase eritrocítica) (Bull et al., 1998). Os anticorpos que atuam contra os 

merozoítos são relevantes e amplamente estudados, já que podem impedir a invasão dos 

eritrócitos, inibindo o ciclo sanguíneo, responsável pela morbidade da doença. Nesse 

sentido sabe-se que tanto as proteínas de superfície dos merozoítos quanto aquelas 

liberadas do interior das organelas apicais, como é o caso de roptrias e micronemas, são 

alvos desses anticorpos, incluindo os anticorpos neutralizantes ou bloqueadores da 

interação parasito-célula hospedeira (revisto por Beeson et al., 2016). 

1.4.1.1. Resposta de anticorpos IgG contra as formas sanguíneas dos parasitos da 

malária   

Tanto nas infecções pelo P. vivax, quanto pelo P. falciparum, observa-se que a 

maioria dos anticorpos naturalmente adquiridos contra os antígenos do merozoíto são do 

isotipo IgG, das subclasses IgG1 e IgG3 (revisto por Cutts et al., 2014; revisto por Beeson 

et al., 2016). De relevância, essas subclasses possuem a região Fc com alta afinidade por 
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receptores FcR de diferentes células fagocíticas do sistema imune, além de se ligarem 

fortemente aos componentes do Sistema do Complemento. Portanto, a opsonização dos 

merozoítos pelos anticorpos IgG1 ou IgG3 poderia estimular a fagocitose e o Sistema do 

Complemento para atuar na eliminação do parasito. De fato, diversos trabalhos têm 

demonstrado a importância de tais mecanismos para a proteção clínica contra a malária 

(revisto por Hill et al., 2017).  

Nas infecções pelo P. falciparum a via clássica do sistema do complemento é 

ativada logo após a opsonização, levando à lise do merozoíto ou inibindo a invasão ao 

eritrócito diretamente (Boyle et al., 2015). A opsonização potencializa a função do 

Sistema do Complemento já que na ausência dos anticorpos IgG1 ou IgG3 específicos a 

deposição dos componentes deste sistema na superfície do merozoíto é limitada à 

presença de fatores regulatórios e, portanto, mais lenta (Boyle et al., 2015; Kennedy et 

al., 2016; Rosa et al., 2016). Recentemente foi observado que nas infecções pelo P. vivax 

também ocorre uma ativação precoce do sistema do complemento quando o merozoíto é 

opsonizado por IgG1 e IgG3 anti-MSP (Merozoite Surface Protein) (Vallejo et al., 2018; 

Oyong et al., 2019).  

Além da ativação rápida do sistema do complemento, os anticorpos opsonizantes 

podem se ligar aos receptores de IgG (FcγRI, FcγRIIa e FcγRIII) nos fagócitos como 

macrófagos, monócitos e neutrófilos podendo resultar em diferentes mecanismos de 

destruição parasitária (revisto por Hill et al., 2017) como a seguir:  

(i) Fagocitose de eritrócitos parasitados e/ou dos merozoítos, cujos estudos estão 

bem caracterizados em P. falciparum (Trubowitz & Masek, 1968; Hill et al., 2013; Osier 

et al., 2014; Kana et al., 2017). No caso do P. vivax, o estudo da eritrofagocitose ainda é 

um desafio devido à ausência do sistema de cultivo in vitro do parasito. 

Consequentemente, os dados ainda são contraditórios e pouco se sabe sobre a real 

contribuição deste mecanismo para o controle da doença (Antonelli et al., 2014; Saha et 

al., 2016). Recentemente, um novo ensaio de fagocitose ex vivo por citometria de fluxo 

para merozoítos de P. vivax tem sido proposto  (Farias et al., 2019) e poderá ser utilizado 

em estudos futuros. Espera-se que sua contribuição na malária por P. vivax possa ser 

elucida em curto e médio período de tempo. 

(ii) Inibição celular dependente de anticorpo (Antibody-Dependent Cellular 

Inhibition – ADCI) e citotoxicidade celular dependente de anticorpo (Antibody-

Dependent Cellular Cytotoxicity-ADCC). Após a ligação entre o anticorpo IgG 

opsonizador e o receptor FcR das células efetoras – isto é,  monócitos para ADCI e células 

NK para ADCC - ocorre a liberação de inibidores solúveis e/ou fatores citotóxicos que 

impedem o desenvolvimento parasitário (Bouharoun-Tayoun et al., 1990; Chimma et al., 

2009). O ADCI tem sido bem descrito nas infecções pelo P. falciparum (Bouharoun-

Tayoun et al., 1990), enquanto o ADCC tem sido mais estudado só recentemente (Arora 

et al., 2018; Hart et al., 2019).  

(iii) Estresse oxidativo. Apesar deste mecanismo contribuir para a morte do 

parasito (Gyan et al., 1994; Kapelski et al., 2014), tem sido questionado a sua relevância 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0020751916302545?via%3Dihub#b0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0020751916302545?via%3Dihub#b0065
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no controle da malária (revisto por Hill et al., 2017). Após o encontro com o merozoíto 

opsonizado de P. falciparum, os neutrófilos, de fato, produzem mais espécies reativas de 

oxigênio (ROS), óxido nítrico (NO), seus intermediários e outros componentes tóxicos 

(Kumaratilake & Ferrante, 1992). No entanto tal mecanismo somente se correlaciona com 

proteção clínica se associado ao ADCI (Joos et al., 2010; Murungi et al., 2016). Em 

relação às infecções pelo P. vivax, a infecção inicial leva a queda nas populações de 

neutrófilos (mecanismo de evasão imune) (Vallejo et al., 2018), portanto o estresse 

respiratório mediado por anticorpos e neutrófilos pode não ser um mecanismo tão 

eficiente contra esta espécie. 

É importante ressaltar que todos esses mecanismos ocorrem simultaneamente no 

hospedeiro a fim de combater a infecção, todavia, como os estudos os investigam 

separadamente é difícil saber a real contribuição de cada um na imunidade clínica. Além 

disto, de grande interesse têm sido os anticorpos neutralizantes, isto é, aqueles capazes de 

bloquear a invasão da célula hospedeira, já que os mesmos podem estar associados à 

proteção clínica (revisto por Beeson et al., 2016; Urusova et al., 2019).  

Tem sido observado que alguns anticorpos IgGs específicos contra determinados 

antígenos do Plasmodium podem bloquear a invasão dos merozoítos aos eritrócitos e 

consequentemente atuar diretamente no controle da parasitemia (Cohen et al., 1969; 

(O'donnell et al., 2001). Tais anticorpos, denominados anticorpos neutralizantes e/ou 

inibitórios (Binding Inhibitory Antibodies – BIAbs), têm se mostrado promissores para 

os estudos vacinais que buscam bloquear a interação ligante-receptor (King et al., 2008). 

Enquanto para o P. falciparum os ensaios inibitórios in vitro estão bem estabelecidos, já 

que as formas sanguíneas deste parasito têm sido mantidas em cultura continua desde 

1976 (Trager & Jensen, 1976), os ensaios in vitro com P. vivax têm sido mais 

complicados. A falta de cultura continua das formas sanguíneas do parasito tem limitado 

estes ensaios, que são atualmente restritos a poucos grupos de pesquisa. 

Consequentemente, métodos indiretos têm sido mais utilizados como é o caso da 

expressão do ligante de interesse em superfície de células transfectáveis (Shakri et al., 

2012). Estes ensaios tem possibilitado a pesquisa de anticorpos com atividade BIAbs, o 

que poderá acelerar o processo de descobrimento de vacinas contra as formas sanguíneas 

do P. vivax. 

1.4.1.2- Resposta de anticorpos IgM contra as formas sanguíneas dos parasitos da 

malária 

Embora na malária a resposta de anticorpos IgG tem sido historicamente bem 

caracterizada, achados recentes sugerem que os anticorpos IgM podem ser relevantes 

inclusive para o desenvolvimento de vacinas (Boyle et al., 2019; Boonyaratanakornkit & 

Taylor, 2019). Até o momento, os poucos estudos conduzidos sobre o papel de IgM na 

resposta imune de malária têm sido focados principalmente na infecção por P. falciparum, 

portanto, raros são os estudos que investigaram anticorpos IgM durante as infecções pelo 

P. vivax. Apesar disto, níveis relativamente elevados de anticorpos IgM específicos contra 

diferentes antígenos de ambas espécies têm sido relatados em diversas populações 

residentes em áreas de transmissão (Dodoo et al., 2008; Richards et al., 2010; Adu et al., 
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2016), incluindo o  Brasil (Riccio et al., 2013; Figueiredo et al., 2017; Bittencourt et al., 

2018).  

No que se refere aos mecanismos de proteção envolvendo anticorpos IgM na 

malária, a maior parte dos dados diz respeito a malária experimental em modelo murino 

(Couper et al., 2005; Borges Da Silva et al., 2018). Por outro lado, anticorpos IgM não 

específicos para antígenos dos plasmódios, mas dirigidos contra epítopos a-galactosil de 

bactérias da microbiota intestinal, têm sido correlacionados com proteção contra malária 

por P. falciparum (Yilmaz et al., 2014; Aguilar et al., 2018). Níveis elevados desses 

anticorpos foram recentemente descritos nas infecções pelo P. vivax no Brasil, mas sem 

nenhuma correlação com proteção clínica (Coelho et al., 2019).  

Em relação aos anticorpos IgM específicos contra antígenos do P. falciparum em 

populações africanas, a intensidade e amplitude desses anticorpos foram associados com 

resistência genética à infecção (Arama et al., 2015). Além disso, um estudo recente 

demonstrou que indivíduos que sobreviveram à malária cerebral apresentavam níveis 

maiores de IgM contra merozoítos do P. falciparum quando comparado aos que não 

sobreviveram (Mbengue et al., 2019), sugerindo que estes anticorpos podem ser críticos 

no mecanismo de proteção.  

Recentemente, Boyle e colaboradores (2018) demonstraram que anticorpos IgM 

naturalmente adquiridos contra o P. falciparum podem ativar o Sistema do Complemento 

(via clássica) in vitro levando à lise do parasito, e bloqueando, portanto, a progressão da 

infecção de eritrócitos. De fato, estima-se que os anticorpos IgM são bastante efetivos 

como ativador do sistema do complemento, sendo necessária apenas uma única molécula 

de IgM para lisar um eritrócito, enquanto que, para o mesmo efeito, são necessárias 100 

moléculas de IgG (Cooper, 1985; Carroll, 2004). Boyle e colaboradores (2018) 

demonstraram ainda que os níveis de IgM específicos se correlacionaram com a proteção 

clínica nas crianças expostas à transmissão em áreas hiperendêmicas.  

1.4.1.3- Novo paradigma para a imunidade humoral baseado na resposta de anticorpos 

IgM de alta especificidade  

Classicamente, após primeiro contato com o antígeno ocorre uma rápida elevação 

nos níveis de anticorpos IgM (de baixa especificidade) no soro do indivíduo, que 

declinam rapidamente (3 a 4 semanas), sendo substituídos pelos anticorpos IgG (de alta 

afinidade) que permanecem com níveis elevados por várias semanas (Figura 3a). Após o 

segundo encontro com o mesmo antígeno observa-se que ocorre um “booster” nos níveis 

de IgG, sendo que esses anticorpos predominam na resposta secundária e são 

responsáveis pela memória imunológica. Em função deste conceito tradicional, aqueles 

indivíduos com altos níveis de IgM antígeno-específico no soro consistem, 

provavelmente, em portadores de infecções agudas, pois durante a fase crônica da 

infecção o isótipo predominante seria IgG. Este paradigma de indução precoce de IgM de 

baixa afinidade seguida pela conversão em anticorpos IgG de alta afinidade tem sido 

historicamente aceito para as respostas humanas contra diferentes agentes infecciosos 

(revisto por Guzman et al., 2010; revisto por Busch et al., 2008; Tomaras et al., 2008). 
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Figura 3. Modelos propostos para a resposta de anticorpos IgM e IgG contra a malária. (a) No paradigma 

convencional, os níveis de anticorpos IgM específicos mas de baixa afinidade contra o Plasmodium aumentam e 

declinam em até 4 semanas durante a resposta primária, sendo basais na resposta secundária e, os anticorpos IgG, 

que atingem o pico por volta da 4ª semana são responsáveis pela imunidade de longa-duração (alta afinidade). (b) Em 

um novo paradigma de imunidade contra a malária, a resposta dos anticorpos IgM de alta afinidade, assim como a 

de IgG, é sustentada e participa da imunidade de longa duração. Fonte: Adaptado de Boonyaratanakornkit & Taylor, 

2019. 

No entanto, achados recentes têm sugerido que os anticorpos IgM podem sofrer 

hipermutação somática, tornando-se altamente específicos e levando ao desenvolvimento 

de resposta imune de vida longa (Bohannon et al., 2016). Achados semelhantes foram 

descritos para a malária murina (Krishnamurty et al., 2016). Estes dados têm sido  

reforçados por estudos de cinética de anticorpos IgM/IgG em populações expostas ao P. 

falciparum (Boyle et al., 2019), levando a proposição de que anticorpos IgM de alta 

afinidade podem exibir uma cinética similar à de anticorpos IgG em infecções 

subsequentes (Figura 3b). Em relação ao P. vivax, embora os dados ainda sejam escassos, 

um estudo recente demonstrou a presença de IgM específico contra merozoítos por cerca 

de 30 dias após o tratamento e eliminação do parasito (Patgaonkar et al., 2018).  

Em conjunto, todos estes dados apontam a importância de esclarecimentos sobre 

a resposta de anticorpos IgM antígeno-específica na malária, particularmente, para o 

desenvolvimento de vacinas contra o P. vivax, espécie predominante na Amazônia 

brasileira. 

1.5-Antígenos alvo para o desenvolvimento de vacinas contra as formas 

sanguíneas do P. vivax  

De maneira geral, os anticorpos IgG e, possivelmente IgM, contra as proteínas de 

formas sanguíneas dos parasitos da malária podem mediar a imunidade naturalmente 

adquirida (revisto por Mueller et al., 2013; Boyle et al., 2019). No caso do P. vivax, as 

proteínas localizadas em organelas apicais e/ou superfície dos merozoítos têm sido alvos 

para o desenvolvimento de vacinas contra o parasito (revisto por López et al., 2017). 
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Diferentes proteínas dos merozoítos têm sido estudadas, principalmente aquelas 

localizadas nas organelas apicais que participam do processo de invasão das células 

hospedeira (revisto por Patarroyo et al., 2020). Entre os principais antígenos candidatos 

à vacina incluem a Duffy binding protein (DBP) que está envolvida na invasão dos 

reticulócitos (item 1.5.2) e a principal proteína de superfície dos merozoítos (MSP-1) 

(item 1.5.1). 

1.5.1- Proteína de superfície do merozoíto 1 (MSP-1)  

Entre as  proteínas de formas sanguíneas do P. vivax que têm se mostrado bastante 

promissoras nos estudos de protótipos vacinais inclui a família das proteínas de superfície 

de merozoíto (Merozoite Surface Protein – MSP) (revisto por López et al., 2017). A 

família MSP é composta por diversas proteínas de superfície do merozoíto, dentre elas as 

MSP-1, MSP-9 e MSP-3. Embora todas estas proteínas tenham sido estudadas do ponto 

de vista da imunidade naturalmente adquirida, a MSP-1 é a que foi melhor caracterizada 

tanto para o P. vivax quanto para o P. falciparum (Wang et al., 2016).  

A MSP-1 é uma proteína de membrana presente durante todo o ciclo eritrocítico. 

Essa proteína é sintetizada a partir de um precursor de alto peso molecular 

(aproximadamente 200-kDa), que é processado em vários fragmentos (83, 30, 38 e 

42kDa) (Blackman et al., 1990). Durante a invasão do eritrócito, o fragmento C-terminal 

de 42-kDa (MSP-142) é clivado em dois sub-fragmentos: 33-kDa (MSP-133) e 19-kDa 

(MSP-119) (Stafford et al., 1994). Apenas a MSP-119 permanece na superfície do 

merozoíto, aderida através de uma ancora de glicosilfosfatidilinisotol (GPI) no momento 

da invasão (Blackman et al., 1990; Gerold et al., 1996). Dessa forma, a MSP-119 é 

transportada para dentro dos eritrócitos e permanece ligada ao trofozoíto jovem recém-

formado (Freeman & Holder, 1983; Galinski et al., 1992; Holder et al., 1992; Nogueira 

et al., 2006). Alguns estudos demonstraram ainda que a MSP-119 é composta de dois 

domínios de fatores de crescimento epidermal (Epidermal Grownt factor – EGF) bastante 

imunogênicos na infecção natural em humanos (Holder et al., 1992; Soares et al., 1999). 

De importância ainda, os dois domínios de EGF interagem com os eritrócitos tendo papel 

critico na invasão dos mesmos (Morgan et al., 1999; Boyle et al., 2010; Min et al., 2017). 

Estudos de vacinação em camundongos com a MSP-119 demonstraram que já na 

segunda imunização os títulos de anticorpos nos soros dos camundongos contra esse 

fragmento aumentavam consideravelmente (Kaslow & Kumar, 1996; Cunha et al., 2001; 

Soares and Rodrigues, 2002). Estudos realizados em indivíduos residentes das áreas 

endêmicas do Brasil observaram que a resposta de anticorpos contra a MSP-119 aumenta 

em função da exposição (Soares et al., 1997; Ladeia-Andrade et al., 2007; Fernandez-

Becerra et al., 2010; Storti-Melo et al., 2011) e que essa proteína é bastante imunogênica 

nos indivíduos naturalmente expostos ao P. vivax  (Soares et al., 1999; Rodrigues et al., 

2003; Morais et al., 2005; Barbedo et al., 2007; Bastos et al., 2007; Mourão et al., 2012; 

Riccio et al., 2013).  

Diversos outros estudos foram conduzidos com a MSP-119 em outras áreas com 

transmissão do P. vivax ao redor do globo e em todos foi possível confirmar a elevada 
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imunogenicidade da proteína (Ak et al., 1998; Park et al., 2001; Valderrama-Aguirre et 

al., 2005; Pitabut et al., 2007; Wickramarachchi et al., 2007; Zeyrek et al., 2008; Mehrizi 

et al., 2009; Xia et al., 2015).  

Embora muitos estudos tenham demonstrado que a exposição continua à malária 

induz níveis elevados de anticorpos contra a MSP-119, poucos estudos associaram estes 

anticorpos à imunidade protetora (Freeman & Holder, 1983; Galinski et al., 1992; Holder 

et al., 1992; Nogueira et al., 2006). 

1.5.2- Proteína de ligação ao grupo sanguíneo Duffy do Plasmodium vivax (DBP) 

Baseado no mecanismo de indução de anticorpos inibitórios IgGs (BIAbs) 

acredita-se que o desenvolvimento de vacina contra as formas sanguíneas do P. vivax 

possa ser mais viável. Isto porque o parasito apresenta uma característica biológica 

particular que restringe o processo de invasão aos reticulócitos. Mais especificamente, a 

invasão do P. vivax é altamente dependente de um antígeno de grupo sanguíneo presente 

na superfície dos reticulócitos – Duffy receptor para quimiocinas (Duffy 

Antigen/Receptor for Chemokines - DARC) (Miller et al., 1976) -  que se liga a proteína 

do parasito denominada Duffy Binding Protein (DBP) (Adams et al., 1990). Como a 

interação DBP-DARC é a principal via de invasão aos reticulócitos conhecida, os BIAbs 

direcionados contra a DBP ao bloquear a invasão da célula hospedeira podem impedir a 

evolução da infecção (Michon et al., 2000; Grimberg et al., 2007; Ceravolo et al., 2008; 

King et al., 2008; Souza-Silva et al., 2010; Chootong et al., 2012). Dessa forma a infecção 

por P. vivax pode ser controlada de maneira mais eficaz do que pelo P. falciparum, onde 

existem outras vias de invasão bem conhecidas (revisto por Cowman et al., 2012; revisto 

por Cowman et al., 2017).  

A proteína DBP, portanto, é a chave para o processo de invasão e um dos 

principais antígenos candidatos ao desenvolvimento de uma vacina contra a malária vivax 

(Singh et al., 2018). A natureza vital da interação DBP-DARC é evidente pela baixa 

prevalência de P. vivax em áreas onde as populações são Duffy negativas, isto é, 

caracterizadas pela ausência do receptor DARC eritrocítico, como visto no Oeste da 

África (Miller et al., 1976). Apesar de estudos recentes confirmarem a ocorrência de 

infecções por P. vivax em indivíduos DARC-negativos, isso parece ocorrer mais 

frequentemente em algumas regiões específicas (Cavasini et al., 2006; Ménard et al., 

2010; Wurtz et al., 2011). Embora sejam desconhecidas as vias de invasão envolvidas na 

infecção de eritrócitos DARC-negativos, o P. vivax parece ter evoluído de forma a utilizar 

outros ligantes parálogos da DBP (Ntumngia et al., 2016). 

 A DBP tem peso de aproximadamente 140kDa e é localizada em organelas 

apicais do merozoíto de P. vivax denominadas micronemas. A exteriorização da DBP 

ocorre somente momentos antes da invasão para que interaja com seu receptor cognato 

DARC presente na membrana do reticulócitos (Adams et al., 1990; Adams et al., 1992). 

Recentemente a estrutura cristalizada da DBP foi elucidada e um modelo de ligação ao 

DARC foi proposto (Figura 4A). Neste modelo, a ligação DBP-DARC ocorre através da 

dimerização da DBP, sendo que o dímero se liga, inicialmente, a apenas uma molécula 
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de DARC, mas em seguida recruta outra, formando um heterotetrâmero estável 

(Batchelor et al., 2011). A DBP possui 6 regiões (I-VI) de domínios extracelulares (Figura 

4B). A última região possui um domínio citoplasmático e um domínio que atravessa a 

membrana da célula. O domínio rico em cisteína compreende as regiões II a VI. Na região 

II da proteína localiza-se o domínio da ligação funcional ao receptor DARC. A região II 

da DBP é composta por 330 aminoácidos e caracterizada por um domínio de 12 resíduos 

de cisteínas conservados onde foi mapeado o sítio de ligação DBP-DARC (Chitnis & 

Miller, 1994; Chitnis et al., 1996). Tal domínio está localizado em um segmento de 

aproximadamente 170 aminoácidos entre as cisteínas 4 e 7 da região II (Ranjan & Chitnis, 

1999; Vanbuskirk  et al., 2004; Sampath et al., 2013). 
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Figura 4. Proteína de ligação ao grupo Duffy do Plasmodium vivax (PvDBP). A Modelo de ligação da 

DBP à DARC. A DBP é expressa na membrana do P. vivax pouco antes da invasão. O dímero (verde e 

amarelo) de DBP reconhece e se liga ao dímero de DARC (vinho e vermelho) formando um heterotetrâmero 

(Modificado de Batchelor et al., 2011). B Representação esquemática dos domínios estruturais da DBP. A 

proteína possui seis regiões de domínios extracelulares (I-VI) e uma região (VII) de domínio citoplasmático 

(DC) e transmembrana (TM). Na região II encontra-se o domínio de ligação funcional de DBP-DARC. 

Fonte: Adaptado de Souza-Silva et al., 2014. 

Com o objetivo de conhecer a capacidade antigênica e imunogênica da proteína 

candidata à vacina, estudos sobre a resposta imune contra a DBPII têm sido conduzidos 

em populações expostas à transmissão (revisto por Longley et al., 2016). Os estudos 

iniciais demonstraram que indivíduos naturalmente expostos à malária produziam 

anticorpos IgGs contra a região II da DBP (Fraser et al., 1997). Posteriormente, muitos 

relatos do desenvolvimento desses anticorpos foram documentados em populações de 
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diferentes regiões endêmicas (Cole-Tobian et al., 2002; Suh et al., 2003; Tran et al., 2005; 

Barbedo et al., 2007; Zakeri et al., 2011; Valizadeh et al., 2014).  

Nos últimos 10 anos, nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo um trabalho 

pioneiro que visa caracterizar a resposta imune a DBPII em regiões da Amazônia 

brasileira (De Sousa et al., 2014). Os resultados permitiram demonstrar que indivíduos 

naturalmente expostos à malária na Amazônia brasileira desenvolvem anticorpos IgG 

contra DBPII, sendo a prevalência destes anticorpos em função do tempo de exposição 

do indivíduo nas áreas de transmissão (Cerávolo et al., 2005). De fato, foi possível 

demonstrar que cada ano de exposição aumentou em 2% a chance do indivíduo 

desenvolver anticorpos contra a DBPII (Sousa et al., 2010). De relevância, parte destes 

anticorpos foi capaz de bloquear a interação ligante-receptor (BIAbs) (Sousa et al., 2010). 

Em concordância com estes achados, a presença dos BIAbs já foi descrita em várias 

regiões endêmicas para P. vivax no mundo (Michon et al., 2000; Grimberg et al., 2007; 

Ceravolo et al., 2008; King et al., 2008; Souza-Silva et al., 2010; Chootong et al., 2012; 

Nicolete et al., 2016).  

Embora os BIAbs com alta capacidade bloqueadora da interação DBPII-DARC já 

tenham sido associados à proteção clínica contra a doença (Cole-Tobian et al., 2009); 

King et al., 2008; Nicolete et al., 2016), poucos indivíduos parecem desenvolver estes 

anticorpos neutralizantes (Kano et al., 2016). A ausência dos BIAbs contra DBPII em 

grande parte das populações naturalmente expostas pode ser explicada, em parte, pelo 

fato dessa proteína ser exposta ao sistema imune somente no momento da invasão dos 

reticulócitos (Adams et al., 1990) e pelo elevado polimorfismo na região do ligante 

(Nóbrega De Sousa et al., 2011), o que pode levar com frequência a indução de anticorpos 

cepa-específicos (revisto por Mueller et al., 2013; Souza-Silva et al., 2014). Neste 

contexto, a ocorrência de um surto de transmissão autóctone na região metropolitana de 

Belo Horizonte, MG (área não endêmica), permitiu confirmar pela primeira vez que os 

BIAbs são cepa-específicos (Ceravolo et al., 2009). Estes dados foram posteriormente 

confirmados por outros grupos de pesquisa (Cole-Tobian et al., 2009; Maestre et al., 

2010; Chootong et al., 2012).   

Os polimorfismos da região II da DBP podem representar um grande desafio ao 

comprometer a eficácia da vacina contra diferentes cepas de P. vivax. Nesse sentido, 

nosso grupo de pesquisa analisou globalmente a variabilidade genética da DBPII e 

demonstrou grande diversidade entre os isolados geográficos de DBPII (Sousa et al., 

2010). As análises permitiram concluir que para cobrir 60% das sequências de DBPII  

identificadas ao redor do mundo seria necessário uma vacina que incluísse no mínimo 7 

variantes da DBPII, o que tornaria inviável o desenvolvimento desta vacina (Sousa et al., 

2010).   

A resposta imune contra DBPII é, então, complexa, pois predomina anticorpos do 

tipo cepa-específicos, com poucos indivíduos desenvolvendo anticorpos neutralizantes de 

amplo espectro. Apesar disto, os nossos achados e de outros grupos confirmam que alguns 

indivíduos são capazes de desenvolver uma resposta de BIAbs de longa duração e que 
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independe da cepa do parasito (King et al., 2008; Souza-Silva et al., 2010; Cole-Tobian 

et al., 2009; Chen et al., 2016). Estes indivíduos, denominados “respondedores de elite”, 

reforçam o potencial desta proteína como candidata a vacina contra o P. vivax. 

1.5.3- Família DEKnull 

Visando ultrapassar o alto polimorfismo da DBPII, antígenos sintéticos dessa 

proteína têm sido produzidos sem as regiões polimórficas (Chen et al., 2015). A racional 

tem sido a de que epítopos conservados e não-imunodominantes da DBPII são 

responsáveis pela resposta imune protetora dos chamados “respondedores de elite” 

(Ntumngia et al., 2012). Para tal, fez se necessário identificar inicialmente o epítopo 

imunodominante mais polimórfico da região II da DBP, intitulado DEK (384D, 385E, 

386K, 388Q, 389Q, 390R, 392K e 393Q). De fato, os estudos demonstram que a maior 

parte da resposta imune naturalmente adquirida contra a DBPII é dirigida para esse 

epítopo (Chootong et al., 2010). Por essa razão, nosso grupo de pesquisa – em 

colaboração com pesquisadores da USF (Dr. JH Adams) em Tampa (USA) - tem buscado 

a construção de antígenos sintéticos baseados na DBPII (sem a região DEK) como base 

de uma vacina que busque induzir proteção imune neutralizante. 

A proteína recombinante, DEKnull, construída a partir de mutações site-

específicas (Figura 5A), quando utilizada para imunizar camundongos se mostrou capaz 

de produzir BIAbs de ampla reatividade (Ntumngia et al., 2012). Entretanto, quando 

testada na Amazônia brasileira apresentou baixa imunogenicidade (Lima, Dissertação de 

Mestrado, 2017). Os resultados pouco promissores em populações humanas levaram à 

necessidade de aprimoramento da construção original da DEKnull. 

Na chamada segunda geração de DEKnull, denominada DEKnull-2 (Figura 5B), 

foram mutados, além do epítopo DEK, vários outros resíduos polimórficos (Ntumngia et 

al., 2012). Os resultados iniciais em camundongos experimentalmente imunizados com a 

DEKnull-2 confirmaram elevada imunogenicidade desta proteína e indução de anticorpos 

inibitórios de ampla reatividade, isto é, contra diferentes cepas do parasito (Ntumngia et 

al., 2012).  

Figura 5. Proteínas recombinantes baseadas em regiões conservadas da DBP região II. A DBPII do P. 

vivax se liga à DARC através da formação de dímeros, logo os monômeros de DEKnull (A) e DEKnull-2 

(B) estão representados em azul e amarelo formando um dímero. Na DEKnull foi mutada apenas a região 

DEK de cada monômero (roxo) e na DEKnull-2, além da região DEK foram também modificados diversos 

outros resíduos polimórficos (vermelho). Fonte: Adaptado de Ntumngia et al., 2017.  
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Em populações da Amazônia brasileira, foi possível demonstrar que indivíduos 

com história de longa exposição à malária apresentaram altos níveis de IgGs naturalmente 

adquiridos contra a DEKnull-2, sendo a resposta de longa duração, pois se manteve 

estável por, no mínimo, seis anos de acompanhamento, mesmo na ausência da infecção 

ou da doença clínica (Ntumngia et al., 2017). Além disto, parte desta resposta incluía os 

anticorpos inibitórios de ampla reatividade (BIAbs). Observou-se ainda que os 

respondedores de elite tinham altos títulos de anticorpos contra a DEKnull-2, 

confirmando seu potencial como vacina.  

Em resumo, a proteína recombinante DEKnull-2, se mostrou um excelente 

protótipo vacinal contra o P. vivax pois foi altamente imunogênica e induziu a produção 

de anticorpos neutralizantes contra diferentes variantes alélicas da DBPII. Esses 

resultados bem-sucedidos indicam que direcionar a resposta imune para epítopos 

funcionais conservados faz-se necessário para induzir uma imunidade que transcenda a 

especificidade de cepa, constituindo uma abordagem promissora para o desenvolvimento 

de vacinas contra a malária vivax. Esses recentes e animadores resultados têm 

impulsionado no nosso grupo na investigação da DEKnull-2 como principal candidato 

vacinal para a malária causada pelo P. vivax.  
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2-Justificativa 

O combate à malária é histórico, todavia são muitas as dificuldades para o controle 

da doença, principalmente daquela causada pelo Plasmodium vivax. O P. vivax possui 

algumas particularidades biológicas que o diferenciam do Plasmodium falciparum, 

espécie mais patogênica e que predomina no continente africano. De relevância, o P. 

vivax se caracteriza pela presença de recaídas, produção precoce de gametócitos e 

parasitemias abaixo do limite de detecção do diagnóstico de rotina, o que torna essa 

espécie um grande desafio para os programas de controle (revisto por Armistead & 

Adams, 2018). Como consequência, as medidas atuais de controle são mais eficientes 

contra o P. falciparum que contra o P. vivax (revisto por Griffing et al., 2015). Outro 

agravante é que nos últimos anos casos graves de malária por P. vivax têm sido reportados 

ao redor do mundo (Tjitra et al., 2008; revisto por Anstey et al., 2012), inclusive no Brasil 

(Alexandre et al., 2010; Lacerda et al., 2012). Na Amazônia brasileira, o número de casos 

de malária por P. vivax tem crescido nos últimos anos, onde esta espécie é responsável 

por cerca de 80% dos casos (Camargo et al., 1999; Ladeia-Andrade et al., 2009; WHO 

2019). 

O desenvolvimento de uma vacina eficaz para auxiliar no controle da malária por 

P. vivax ainda está distante de ser obtido, principalmente devido à escassez de 

conhecimentos básicos sobre o parasito. Apesar disto, resultados promissores têm sido 

obtidos, particularmente no que se refere aos antígenos candidatos a compor uma vacina 

contra as formas sanguíneas do P. vivax (revisto pot López et al., 2017). Neste sentido, 

os estudos que busquem identificar mecanismos imunológicos desencadeados pelo 

hospedeiro frente à infecção devem ser priorizados, já que esses são fundamentais para o 

desenvolvimento de vacinas que induzam uma proteção de longa duração.  

Sabendo-se que a principal via de invasão dos reticulócitos pelo P. vivax é através 

da interação DBPII-DARC (Miller et al., 1976; Adams et al., 1992), diferentes estudos 

têm sugerido a viabilidade do desenvolvimento de uma vacina capaz de bloquear tal 

interação e, consequentemente, a progressão da infecção (revisto por Ntumngia et al., 

2012). De fato, anticorpos IgGs capazes de bloquear a ligação DBPII-DARC e a invasão 

ao reticulócito já foram descritos em indivíduos naturalmente expostos ao P. vivax 

(Grimberg et al., 2007; Ceravolo et al., 2008; King et al., 2008; Souza-Silva et al., 2014) 

o que reforça o potencial da DBPII como antígeno candidato a vacina.  

Entretanto a DBPII é altamente polimórfica (Tsuboi et al., 1994; Cole-Tobian & 

King, 2003) e por isso a resposta imune desenvolvida contra a proteína é 

predominantemente do tipo cepa-específica (Ceravolo et al., 2009; Cole-Tobian et al., 

2009; Chootong et al., 2012). Com o objetivo de desenvolver uma vacina que induza uma 

imunidade que transcenda a cepa do parasito, nosso grupo de pesquisa, em colaboração 

com o Dr. JH Adams (USF, Tampa, USA), desenvolveu um protótipo vacinal baseado na  

DBPII - denominado DEKnull-2 - que se mostrou imunogênico em animais 

experimentais e reconhecido por indivíduos naturalmente expostos à malária na 

Amazônia (Ntumngia et al., 2017). Apesar da resposta imune contra a DEKnull-2 parecer 
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ser de ampla reatividade e longa duração faz-se necessário aprofundar os estudos de 

resposta humoral, particularmente na relação entre os anticorpos IgM anti-DBPII, cuja 

resposta nunca foi investigada.  

Embora o papel protetor de anticorpos IgG anti-DBPII esteja bem demonstrado 

na malária por P. vivax (King et al., 2008; Nicolete et al., 2016), a contribuição dos 

anticorpos IgM em tal resposta é ainda desconhecida. Isto é bastante relevante já que o 

papel dos anticorpos IgM na malária tem sido reavaliado nos últimos anos. Em modelo 

murino foi possível demonstrar a produção de anticorpos IgM protetores durante a 

malária experimental, o que fornece evidências de um mecanismo adicional pelo qual o 

sistema imune controla a infecção por Plasmodium (Couper et al., 2005; Borges Da Silva 

et al., 2018). Esses resultados podem explicar dados recentes que associaram a 

intensidade e a amplitude dos anticorpos IgM específicos para o P. falciparum com a 

resistência à infecção por malária (Arama et al., 2015). Além disto, um novo modelo de 

cinética destes anticorpos tem sido proposto na malária, com anticorpos IgM participando  

intensamente da resposta secundária (Boyle et al., 2019). Em conjunto, esses achados 

demonstram a importância de se investigar a resposta de IgM pelas estratégias vacinais. 

Isto é particularmente relevante já que conhecer o papel de anticorpos IgM DBPII-

específicos pode levar ao aprimoramento da DEKnull-2 como vacina.  
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3- Objetivos 

3.1- Objetivo geral 

Estudar a resposta imune humoral de longa duração contra a Duffy Binding Protein II 

(DBPII) do P. vivax em uma população do Amazonas, área de transmissão instável.   

3.1.1- Objetivos específicos 

1- Caracterizar o perfil de resposta dos anticorpos IgM e IgG contra epítopos variáveis e 

conservados da DBPII, em uma comunidade de assentamento agrícola do Amazonas, 

durante períodos de alta e baixa transmissão de malária na região; 

2- Analisar este perfil de resposta humoral em indivíduos com infecções agudas pelo P. 

vivax; 

3- Comparar a dinâmica da resposta e avidez dos anticorpos IgM e IgG em indivíduos 

com anticorpos IgG inibitórios da ligação DBPII-DARC (BIAbs) de longa duração. 
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4- Metodologia 

4.1- Área e população de estudo 

O presente estudo foi realizado na comunidade rural de Rio Pardo (1º46’S, 1º54’S, 

60º22’O, 60º10’O), localizada no município de Presidente Figueiredo, estado do 

Amazonas, Brasil. A comunidade de Rio Pardo se localiza a 160 Km de Manaus, capital 

do Amazonas, com o principal acesso pela estrada pavimentada, BR-174, que conecta o 

Amazonas ao estado de Roraima (Figura 6A).  

A população de Rio Pardo/AM é originária de um assentamento agrícola 

oficialmente criado em 1996 pelo INCRA, como parte de um grande projeto de 

colonização do Amazonas (De Castro et al., 2006). O assentamento de Rio Pardo 

apresenta as vias organizadas de acordo com o desflorestamento típico observado ao 

longo da floresta Amazônica conhecido como “espinha de peixe” (Figura 6B) (revisto por 

Browder et al., 2008). Esta organização consiste em uma via principal não pavimentada 

que atravessa Rio Pardo. Dessa via denominada de Principal saem vias laterais 

perpendiculares, todas não pavimentadas também e rodeadas pela floresta tropical. Tais 

vias são denominadas localmente de “Ramais” e, ao todo, somam sete: Samuel, Novo 

Paraíso, Gusmão, Terra Preta, Taxista, Novo Progresso e de Principal. No entanto, quase 

metade da população (48,6%) é ribeirinha e vive em habitações localizadas à 1,5 Km das 

margens dos igarapés, por isso essa região é conhecida como Igarapé (Figura 6C) (Kano 

et al., 2012).  
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Figura 6. Mapa ilustrando a área de estudo, comunidade de Rio Pardo, Estado do Amazonas, Brasil. 

A. Rio Pardo se localiza no município de Presidente Figueiredo, à 160Km de Manaus, capital do Amazonas. 

B. O plano de assentamento agrícola que deu origem a comunidade de Rio Pardo é característico de 

“espinha de peixe” e consiste em uma via principal (1) de onde partem vias não pavimentadas (Ramais) em 

direção ao interior da floresta Amazônica (3 , 5 e 7) e em direção aos igarapés (2, 4, 6 e 8). C Fotografia 

dos Ramais e dos Igarapés. 

A economia da região gira em torno da agricultura de subsistência e da pesca nos 

igarapés. A população ribeirinha e os pescadores são mais expostos aos mosquitos vetores 

da malária e por isso tem mais risco de contrair a doença. Além disso, algumas habitações, 

principalmente aquelas localizadas às margens do igarapé, são consideradas inadequadas 

para evitar contato com os vetores (sem parede ou parede parcial), aumentando ainda 

mais o risco de exposição à transmissão da doença. O serviço de saúde em Rio Pardo é 

Igarapé Ramal 

A 

B 
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precário contando somente com um posto de saúde, administrado pelo município, e que 

é responsável pelo diagnóstico de malária e por fornecer o tratamento gratuito para os 

moradores.  

O clima na região é úmido, com temperatura média anual de 31ºC e precipitação 

média anual de 2.000mm por ano. Existem duas estações bem definidas: um período 

chuvoso que compreende novembro a maio e um período mais seco de junho a outubro. 

A transmissão da malária em Rio Pardo ocorre durante o ano todo, mas a região é 

considerada hipoêndemica. O Índice Parasitológico Anual (IPA) tem variado ao longo 

dos anos demonstrando que a transmissão da malária é instável na região. Em 2008, ano 

de início do estudo, o IPA era de 127 casos por 1000 habitantes (SVS/MS, 2009). Na 

ocasião tanto o P. vivax quanto o P. falciparum co-circulavam na região, sendo o P. vivax 

responsável por aproximadamente 80% dos casos (SVS/MS, 2009). 

4.2-Desenho do estudo com abordagem retrospectiva longitudinal   

O estudo foi aprovado quanto aos aspectos éticos e metodológicos pelo comitê de 

ética do Centro de Pesquisas René Rachou (Report Nº 007/2006, Nº 07/2009, Nº 12/2010 

e Nº26/2013 e CAAE 50522115.7.0000.5091). 

Em novembro de 2008, nosso grupo de pesquisa iniciou um estudo longitudinal, 

do tipo coorte aberta, na comunidade de Rio Pardo, que foi descrito em detalhes em 

publicações anteriores (Kano et al., 2012; Sousa-Silva et al., 2014; Pires et al., 2018). 

Para tal, toda a comunidade de Rio Pardo (cerca de 120 famílias) foi visitada pela equipe 

de pesquisa que explicou os objetivos do trabalho. Os indivíduos que aceitaram participar 

do estudo assinaram um consentimento livre e esclarecido. No caso dos menores, os 

guardiões legais concederam tal consentimento. Resumidamente, na linha de base do 

estudo foram realizados os seguintes procedimentos (Kano et al., 2012):  (i) aplicação de 

um questionário para obtenção de informações demográficas, epidemiológicas e clínicas; 

(ii) coleta de sangue venoso (maiores de 5 anos de idade); (iii) diagnóstico de malária 

patente por microscopia ótica; (iv) extração do DNA para o diagnóstico de malária 

subpatente através de PCR, realizado a posteriori no laboratório em Belo Horizonte e (v) 

coleta do plasma. Todos os indivíduos com infecções pelo P. falciparum ou mistas foram 

excluídos deste estudo e não houve casos de malária grave registrados na população.  

Para o presente estudo, os critérios de elegibilidade incluíram (i) indivíduos 

adultos, de ambos os sexos, com amostras sucessivas correspondendo aos períodos de 

alta e baixa transmissão de malária; (ii) no caso de mulheres, auto-relato de ausência de 

gravidez; e (iii) sem comorbidade passível de rastreamento. Com base nesses critérios a 

população amostral totalizou 163 indivíduos que correspondem a uma amostra 

representativa da população adulta original (n = 300) em relação a idade, sexo e tempo 

de exposição à doença (Pires et al., 2018). Além do primeiro corte transversal em 2008, 

onde foram incluídos 149 indivíduos, mais cinco cortes transversais foram realizados ao 

longo dos nove anos do estudo (Figura 7). Mais especificamente, dois cortes transversais 

foram realizados 6 e 12 meses após a linha de base do estudo (Figura 7) contando com 

146 e 151 indivíduos respectivamente e os demais realizados 6 (agosto de 2014), 7 (julho 
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de 2015) e 9 anos após o início do estudo (julho de 2017) incluindo 91, 92 e 81 indivíduos 

respectivamente. 

 

Figura 7. Casos de malária notificados no assentamento agrícola de Rio Pardo (Amazonas, Brasil) 

durante o período de estudo, 2008–2017. O desenho do estudo envolveu uma coorte prospectiva aberta, 

realizado em Rio Pardo, com seis cortes transversais realizados em períodos de alta (cinza escuro, I e III) e 

baixa transmissão de malária (cinza claro, II). Os três primeiros cortes foram realizados no primeiro ano do 

estudo (0, 6 e 12 meses) e os últimos três realizados 6, 7 e 9 anos após a linha de base (tempo zero). O 

número total de casos positivos para malária na região, avaliado por microscopia ótica, foi obtido pelo 

Sistema de Registro de Vigilância Nacional de Malária (SIVEP-Malária) com casos de P. falciparum 

(vermelho) e P. vivax (azul) plotados por mês. Fonte: Adaptado de Pires et al., 2018. 

O número de casos de malária flutuou ao longo dos nove anos. No primeiro ano 

do estudo, que compreendeu três cortes transversais (0, 6 e 12 meses), a transmissão de 

malária foi considerada alta e este período denominado de fase I (Figura 7). No sexto e 

sétimo ano do estudo o número de casos de malária diminuiu drasticamente e, portanto, 

esta fase foi denominada II. Finalmente, no 9º ano, a transmissão voltou a subir, o que 

resultou em um aumento do número de casos, sendo denominada fase III. Assim, foi 

possível analisar a dinâmica de resposta de anticorpos durante as diferentes fases de 

transmissão de malária (I - alta, II - baixa e III - alta).  

4.3- Coleta e processamento das amostras de sangue 

De cada indivíduo incluído no estudo foi coletado sangue venoso em tubos a 

vácuo contendo EDTA como anticoagulante (10mL). O sangue foi processado 

imediatamente após coleta, sendo cerca de 10 µl utilizado para o diagnóstico da malária 

patente por microscopia ótica, um mililitro utilizado para a extração de DNA e 

amplificação por ensaios de PCR (item 4.3.1) e, do restante foram obtidos plasmas por 
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centrifugação (350g por 10 minutos, em temperatura ambiente) congelados a -20oC até 

uso (itens 4.5, 4.6 e 4.7). Todo o material biológico foi estocado no biorrepositório do 

grupo de pesquisas em Biologia Molecular e Imunologia da Malária, tendo como 

guardiões Luzia H Carvalho e Flora S Kano, CAAE 50522115.7.0000.5091. 

4.3.1. Diagnóstico de malária 

O diagnóstico da malária patente foi realizado por microscopia ótica conforme 

preconizado pelo ministério da saúde (SVS, 2009). Resumidamente microscopistas 

experientes do posto de diagnóstico de Rio Pardo confeccionaram e examinaram as 

lâminas de gota espessa coradas com Giemsa e os resultados foram expressos, 

inicialmente, como positivo ou negativo. Em seguida os indivíduos positivos foram 

classificados pelo método semi-quantitativo de cruzes, além de prontamente tratados pela 

equipe local como recomendado pelo Ministério da Saúde do Brasil. Já o diagnóstico 

molecular da malária subpatente foi realizado por PCR em tempo real, de acordo com o 

protocolo padronizado pelo nosso grupo de pesquisa (Amaral et al., 2019), em Belo 

Horizonte no nosso laboratório (Biologia Molecular e Imunologia da Malária, FIOCRUZ-

Minas). Resumidamente o DNA foi extraído das amostras de sangue total através da 

utilização do kit comercial Gentra Puregene Blood core kit C (PUREGENE, Gentra 

System, Minneapolis, USA). Em seguida a sequência Pvr47 localizada em regiões 

subteloméricas do genoma P. vivax foi amplificada por sonda e iniciadores que se ligam 

especificamente a essas regiões. Os resultados foram expressos como positivo ou 

negativo.  

4.4- Proteínas recombinantes de formas sanguíneas do P. vivax 

Três proteínas de merozoíto do P. vivax, consideradas como alvos vacinais 

promissores foram produzidas in vitro com a finalidade de serem avaliadas quanto aos 

aspectos imunoepidemiológicos na população de Rio Pardo. Ênfase foi dada as proteínas 

relacionadas à DBPII, incluindo um novo protótipo vacinal (DEKnull-2).  

4.4.1- Proteína de ligação ao grupo sanguíneo Duffy do Plasmodium vivax região II 

(PvDBPII)  
 

Para a expressão e purificação da DBPII-Sal1, cepa de referência (Fang et al., 

1991), a sequência codificante dessa proteína (aminoácidos 243-573 Sal-1) foi clonada 

no plasmídeo pET21a+ (Novagen EMD Biosciences, Inc) específico para a expressão em 

Escherischia coli. A transformação foi realizada em E. coli BL21 (DE3) LysE 

(Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, EUA) e as colônias positivas foram estocadas em 

glicerol a -80°C, conforme protocolo já padronizado pelo nosso grupo de pesquisa (Kano 

et al., 2016; Pires et al., 2018). Resumidamente, para a produção e purificação da 

proteína, as colônias positivas foram descongeladas e incubadas overnight. Em seguida a 

cultura foi diluída e mantida a 37°C sob agitação durante 2 horas. A indução ocorreu 

através da adição de IPTG (IsoPropyl-β-d-ThioGalactopyranoside). A DBPII foi 

purificada dos corpos de inclusão gerados pela indução, sob condições desnaturantes. Os 

corpos de inclusão foram lisados, recuperados por centrifugação, lavados e solubilizados. 
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A purificação da proteína recombinante se deu através de cromatografia de afinidade em 

coluna de níquel Sefarose 6 (GE Healthcare, Pharmacia Biotech, São Paulo/SP, Brasil).  

A pureza das frações eluídas foi conferida por meio de separação em gel SDS-

PAGE e aquelas consideradas puras foram submetidas ao processo de re-enovelamento 

de acordo com o protocolo de (Singh et al., 2003). Em seguida a proteína foi concentrada, 

filtrada em poros de 0.2µm de diâmetro, ajustada para a concentração final de 1mg/mL 

em PBS (Phosphate-Buffered Saline, 137mM de NaCl, 2,68mM de KCl, 10,1mM de 

Na2HPO4, 1,8mM de KH2PO4, pH 7,4) e por fim estocada a -80°C até a utilização. Foi 

realizado um teste de DTT (dithiothreitol) com a finalidade de avaliar a qualidade do re-

enovelamento da proteína recombinante produzida.  

4.4.2- DEKnull-2 

A proteína recombinante DEKnull-2 foi construída a partir da sequência 

codificante da DBPII-Sal1, pelo grupo do nosso colaborador, Dr. John H. Adams 

(University of South Florida, Tampa, EUA) (Ntumngia et al., 2012; Ntumngia et al., 

2017). Resumidamente, a sequência codificante para a PvDBPII-Sal1 foi modificada em 

diversos resíduos polimórficos (Vanbuskirk et al., 2004), inclusive na região considerada 

mais polimórfica, a DEK, a fim de induzir uma resposta de anticorpos concentrada em 

regiões conservadas da proteína. Os aminoácidos substituídos foram os seguintes: R308, 

R319, L333, Y369, K371 D384, E385, K386, Q398, K392, N417, L424, W437, S447, 

Q454, T467, K492, I503, V505, V511, G515, resultando na DEKnull-2 (Ntumngia et al., 

2017). 

  A DEKnull-2 recombinante foi expressa em E. coli, purificada dos corpos de 

inclusão, submetida ao re-enovelamento e estocada na concentração de 1mg/mL pelo 

mesmo protocolo descrito para a DBPII Sal-1 (item 4.4.1). A conformação nativa da 

proteína recombinante foi confirmada por meio da utilização de anticorpos monoclonais 

anti-DBPII dependentes de conformação. A DEKnull-2 foi também submetida a ensaios 

de funcionalidade, confirmando a correta interação entre DBPII-DARC  (Ntumngia et al., 

2017).  

4.4.3- Proteína de superfície de merozoíto 1 (MSP-119) do P. vivax 

A região C-terminal de 19kDa da proteína de superfície de merozoíto 1 (MSP-

119) que compreende os aminoácidos 1616-1704 da MSP-1 (cepa Belém) do P. vivax foi 

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

Universidade de São Paulo, Brasil). Essa proteína contém uma cauda de histidina 6x 

fundida à parte carboxi-terminal (6xHis-tag) para auxiliar na purificação da mesma e os 

detalhes da sua construção foram descritos anteriormente (Soares et al., 1999; Cunha et 

al., 2001).  

4.5- Detecção de anticorpos IgG e IgM contra proteínas recombinantes 

do P. vivax através do ensaio imunoenzimático convencional (ELISA) 

A fim de avaliar o perfil da resposta de anticorpos IgG e IgM contra os antígenos 

do P. vivax utilizados como protótipos vacinais, na população de Rio Pardo/AM, foi 
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utilizado o ensaio imunoabsorção enzimático indireto (Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay - ELISA indirect). Este ensaio imunoenzimático convencional para a detecção de 

anticorpos contra a DBPII-Sal1, a DEKnull-2 e a MSP-119 foi realizado como descrito 

anteriormente (Kano et al., 2016; Pires et al., 2018). Além disso, a concentração ótima 

dos antígenos, a diluição dos soros e dos anticorpos secundários foi determinada 

empiricamente por titulação prévia.  

Resumidamente, placas de 96 poços (Maxysorp, Nunc, Dinamarca) foram 

sensibilizadas com as proteínas recombinantes nas seguintes concentrações: 3ug/mL de 

DBPII-Sal1, 3ug/mL de DEKnull-2 e 1ug/mL de MSP-119, todas diluídas em tampão de 

PBS 1X e incubadas por 16h a 4°C. Em seguida as placas foram lavadas com PBS Tween 

(0.05% de Tween 20 em PBS 1X) e incubadas por 1h com a solução de bloqueio (5% de 

leite em pó desnatado em PBS Tween). Posteriormente as placas foram lavadas com PBS 

Tween e incubadas por 1h em estufa a 37°C com as amostras de plasma dos indivíduos 

de Rio Pardo em duplicata. Utilizou-se a diluição do plasma de 1:400 para detecção de 

anticorpos IgM e de 1:100 para detecção de anticorpos IgG, ambos em solução de PBS 

tween com 3% de leite desnatado.  

Após o término da incubação com as amostras, as placas foram lavadas 

exaustivamente com PBS Tween e incubadas por 1h em estufa a 37°C com os anticorpos 

secundários anti-IgG (diluíção 1:5000) ou anti-IgM (diluição 1:1250) humano 

conjugados à peroxidase (Sigma-Aldrich). Ambos anticorpos secundários foram diluídos 

também em solução de PBS tween contendo 3% de leite desnatado. Após um novo 

processo de lavagem das placas com PBS tween, a presença dos anticorpos IgM e IgG 

específicos foi detectada utilizando o substrato Dicloridrato de o-fenilenodiamina (o-

phenylenediamine dihydrochloride – OPD) (Sigma-Aldrich) diluído em tampão 0,1M 

citrato de sódio pH 5,0 com 30% de peróxido de hidrogênio (Merck Millipore, São Paulo, 

Brasil). Após 30 min de incubação a reação foi interrompida com a adição de ácido 

sulfúrico 4N. Finalmente a densidade ótica foi quantificada em leitor de ELISA com filtro 

de 492nm (Spectra Max 340PC 384, Molecular Devices). 

Os resultados do ELISA foram expressos como Índice de Reatividade (IR), 

calculado como a razão entre a média da Densidade Ótica (DO) da duplicata de cada 

amostra e o cut off. Foi determinado um cut off para cada proteína que representa a média 

da DO de 20 indivíduos voluntários nunca expostos à malária somada a dois desvios 

padrões. Os valores de IR maiores ou iguais a 1.0 foram considerados positivos. 

4.6- Avaliação da avidez dos anticorpos IgM e IgG contra as proteínas 

recombinantes do P. vivax   

Com a finalidade de caracterizar melhor a resposta dos anticorpos IgM e IgG 

contra as proteínas recombinantes do P. vivax nessa população, foi realizado um ensaio 

de avidez que avalia a força de ligação dos anticorpos com os antígenos. Para este ensaio 

foi selecionada uma amostra representativa da população estudada cujo perfil de 

anticorpos IgG e IgM será aqui caracterizado (item 4.5).  
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O ensaio de avidez se baseou no ELISA convencional, porém, com a adição de 

uma nova etapa envolvendo um agente caotrópico (ureia) como dissociador do complexo 

antígeno-anticorpo (revisto por Bennion & Daggett, 2003). Para tal, duas placas foram 

sensibilizadas com o mesmo antígeno (placas espelho) e a detecção de anticorpos IgM ou 

IgG foi realizada conforme descrito no item 4.5 com pequenas modificações. 

Especificamente, após a incubação das placas com o plasma dos indivíduos e lavagem 

com PBS Tween, uma das placas foi incubada com solução de ureia (5M) e a outra 

espelho com PBS, sendo ambas as placas incubadas por 30 min a temperatura ambiente.  

Os ensaios preliminares permitiram escolher a concentração de 5M de ureia como a 

concentração ideal para avaliar a avidez da resposta de anticorpos. Após a incubação com 

ureia ou PBS, as placas foram lavadas novamente com PBS Tween, incubadas com o 

anticorpo secundário IgM ou IgG e o protocolo seguiu conforme descrito anteriormente.  

O resultado foi expresso como percentagem de avidez que representou a razão 

entre a média da DO da duplicata da amostra com agente caotrópico e a média da DO da 

duplicata da amostra sem o agente caotrópico x 100. Assim, as porcentagens obtidas 

corresponderam a quantidade de anticorpos que permaneceram ligados ao antígeno após 

a adição da solução de ureia. Valores abaixo de 30% foram considerados como baixa 

avidez, valores entre 30-50% como avidez intermediária e acima de 50% alta avidez 

conforme proposto anteriormente (Zakeri et al., 2011). 

4.7- Ensaio funcional para detecção de anticorpos inibitórios (BIAbs) 

contra a proteína DBPII do P. vivax 

Para verificar se os indivíduos estudados apresentavam anticorpos capazes de 

inibir a interação entre a proteína DBPII do P. vivax e o receptor DARC presente 

eritrócitos foi realizado um ensaio funcional de citoaderência eritrocítica in vitro. 

Foram utilizadas células COS-7, originalmente isoladas a partir de células de rim 

de primata africano, e modificada pelo vírus SV 40 (American Type Culture Collection - 

ATCC, Manassas, VA), pois esta linhagem de células de mamíferos é permissível a 

transfecção. Neste processo as células COS-7 recebem um plasmídeo contendo a 

sequência da proteína DBPII-Sal1 e passam, então, a expressar essa proteína na superfície 

externa da membrana plasmática. O plasmídeo pEGFP-DBPII foi construído previamente 

pelo nosso grupo de pesquisa (Souza-Silva et al., 2010) e as células foram mantidas em 

meio de cultura na estufa a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO2, conforme protocolo 

padrão (Phelan, 2003). No momento da transfecção 1,5 x 105 células foram adicionadas 

em cada poço da placa de cultura (Nunc) e incubadas com 0,5ug/poço de DNA plasmidial 

e complexo de lipossomos (5% de reagente Plus e 3% de lipofectamina) (Invitrogen Life 

Technologies). A eficiência da transfecção foi verificada por meio de um microscópio 

invertido de fluorescência (Nikon TE2000E, Melville, NY, USA) e como mais de 80% 

das células apresentaram a proteína DBPII-Sal1 marcada com fluorescência verde a 

eficiência foi confirmada. 

Quarenta e oito horas após a transfecção as células COS-7 aderidas, expressando 

a DBPII-Sal1, foram incubadas por 1h em estufa com as amostras de plasma-teste 



50 
 

 

 

diluídos (1:40) em meio DMEM incompleto. Em seguida eritrócitos humanos O+/DARC 

positivos (em solução de 10% em meio DMEM completo) foram adicionados aos poços 

das placas contendo COS-7, plasma e as placas foram incubadas à temperatura ambiente 

por 2h. Ao final deste tempo lavou-se as placas três vezes com PBS 1X para que os 

eritrócitos não aderidos fossem removidos.  

Como a DBPII do P. vivax se liga à DARC, ao incubar a COS-7 DBPII+ com 

eritrócitos DARC+ é observado um grande número de rosetas no campo ótico (100% de 

ligação). No entanto, com a adição do plasma dos indivíduos expostos ao P. vivax, os 

anticorpos específicos contra a DBPII-Sal1 podem inibir a interação entre DBPII-DARC 

e, ao adicionar os eritrócitos DARC+ não é possível visualizar a formação de rosetas 

positivas. Por isso, para a interpretação do resultado é necessário a contagem de rosetas 

positivas (COS-7 com mais de 50% da superfície coberta por eritrócitos aderentes) em 20 

campos óticos sob aumento de x200. Para o controle negativo foi utilizado um pool de 10 

amostras de plasma de indivíduos de Rio Pardo não respondedores no ELISA 

convencional e que não inibiram a ligação da COS-7 ao eritrócito (100% de ligação). O 

controle positivo incluiu um pool de plasmas de indivíduos com histórico de longa 

exposição à malária na região Amazônica e que inibiram a ligação (0% de ligação). O 

resultado, expresso como % Inibição, foi calculado como (Rc-Rt)/Rc x100 onde Rc é a 

média do número de rosetas no controle negativo e Rt é a média do número de rosetas 

nos poços com o plasma dos indivíduos de Rio Pardo. Amostras de plasma que inibiram 

mais de 50% da ligação DBPII-DARC foram consideradas positivas no ensaio funcional 

(Ceravolo et al., 2008). 

4.8-Análises Estatísticas  

Através do programa Epidata (http://www.epidata.dk) foi construído um Banco 

de Dados contendo todas as informações obtidas referentes a população estudada e os 

resultados obtidos durante o estudo longitudinal.   

Para a análise estatística dos dados obtidos através do ensaio sorológico de 

ELISA, a resposta de anticorpos foi avaliada tanto como variável contínua (índice de 

Reatividade - IR) como variável binária categórica (frequência de resposta). Ambas as 

análises foram necessárias dado que a soropositividade pode saturar dependendo do 

antígeno estudado e da população alvo (Yman et al., 2016). O teste de Shapiro-Wilk foi 

aplicado para avaliar a normalidade das variáveis. As diferenças na soropositividade 

foram avaliadas através do teste estatístico de Qui-quadrado com correção de Yates. As 

diferenças entre as medianas dos IRs foram testadas através de Mann-Whitney U com o 

teste “post hoc” de Dunn. O coeficiente de correlação de Spearman foi utilizado para 

verificar a presença de correlação entre variáveis continuas, como foi o caso da resposta 

de anticorpos IgG versus IgM na população de estudo. Todos os gráficos e análises foram 

realizados utilizando o programa GraphPad Prism, versão 7 (GraphPad Software, La Jolla 

Califórnia USA, www.graphpad).  

As medianas dos valores de avidez dos anticorpos IgM e IgG frente aos antígenos 

baseados na DBPII foram comparadas através do teste estatístico de Mann-Whitney U 

http://www.graphpad/
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com o teste “post hoc” de Dunn e também ao longo dos nove anos pelo teste de análise 

de variância (ANOVA).  

5- Resultados  

Parte dos resultados aqui apresentados foram publicados no artigo intitulado 

“Dynamics of IgM and IgG responses to the next generation of engineered Duffy binding 

protein II immunogen: Strain-specific and strain-transcending immune responses over a 

nine-year period.” PLoS One15(5):e0232786, 2020 (Anexo I). 

5.1- Características dos indivíduos estudados e resposta de anticorpos 

antígeno-específica na linha de base do estudo 

Os 163 indivíduos incluídos no estudo eram adultos (mediana de idade 42 anos), 

com proporção semelhante entre homens e mulheres (Tabela 1). Como a população de 

estudo é predominantemente nativa da região Amazônica, a idade dos indivíduos 

estudados se correlacionou com o tempo de exposição à malária, que foi em média 35 

anos (Correlação de Spearman, r² = 0.746, p = 0.000). 

Na amostra estudada, a proporção de ribeirinhos versus não ribeirinhos foi de 1:1 

(Tabela 1). No momento do recrutamento, 22 (13%) dos indivíduos estudados eram 

positivos para P. vivax, sendo 5 (3%) diagnosticados com malária aguda pela microscopia 

ótica (infecções patentes), e 17 (10%) como portadores de infecções subpatentes 

(positivos apenas pelos ensaios de PCR). 

Considerando que a DBPII é altamente polimórfica e tende a induzir uma resposta 

humoral do tipo cepa específica, foram utilizadas no presente estudo duas variantes 

recombinantes da DBPII, sendo a primeira Sal-1, cepa de referência e frequente na área 

de estudo, e a segunda a DEKnull-2, cuja  resposta de anticorpos é direcionada para os 

epítopos conservados da DBPII. Na Tabela 1 foi possível observar que enquanto 39% dos 

indivíduos apresentaram anticorpos IgM para os epítopos variantes da DBPII (DBPII-

Sal1), apenas 23% tinham anticorpos IgM dirigidos para os epítopos conservados 

(DEKnull-2) (X2 = 9.698; p = 0.018). Já em relação aos anticorpos IgG, uma proporção 

similar de indivíduos (46 - 43%) respondeu para as duas proteínas testadas (p > 0.05). 
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Tabela 1. Características demográficas, epidemiológicas e imunológicas dos 163 indivíduos estudados no 

momento do recrutamento (linha-de-base).  

 Características  

 

Mediana de idade, anos (IQR) 

 

42 (28-53) 

Sexo masculino : feminino 1.1:1 

Auto-relato de episódios prévios de malária, mediana (IQR) 5 (3-15) 

Tempo de residência na região Amazônica, em anos, mediana (IQR) 35 (24-50) 

Local de residência na área de estudo, ribeirinho: não-ribeirinho 1:1 

Infecção por P. vivax:   

               Patente¹, n (%) 5 (3) 

               Sub patente², n (%) 17 (10) 

                Total, n (%)  22 (13) 

Resposta de anticorpos³, positivo n (%):   

   IgM* 
     DBPII-Sal1  64 (39) 

     DEKnull-2 37 (23) 
   

IgG      DBPII-Sal1 75 (46) 

     DEKnull-2 69 (43)  

IQR = Intervalo Interquartil 

¹Infecções por P. vivax detectadas pela gota espessa na microscopia ótica convencional.  

²Infecções por P. vivax detectadas por PCR em tempo real.  

³Avaliado pela sorologia convencional (ELISA) utilizando proteínas recombinantes baseadas na P. vivax Duffy binding protein 

region II (DBPII-Sal1 ou DEKnull2) 

*Diferença significativa entre DBPII-–Sal1 e DEKnull2 (Teste de Qui-quadrado com correção de Yates, X2 = 9.698; p = 0.018) 

 

5.2- Dinâmica da resposta de anticorpos contra epítopos variantes e 

conservados da DBPII durante períodos de alta e baixa transmissão de 

malária na área de estudo 

A resposta dos anticorpos IgM e IgG contra os epítopos variantes e conservados 

da DBPII foi avaliada, pela sorologia convencional (ELISA), nos indivíduos de Rio Pardo 

com história de longa exposição a níveis variáveis de transmissão de malária, como 

descrito nos métodos (Figura 7).  

5.2.1- Resposta de anticorpos IgM contra as proteínas da DBPII  

A Figura 8 ilustra a dinâmica temporal da resposta de anticorpos IgM, contra 

epítopos variantes e conservados da DBPII, na população de estudo. Considerando a linha 

de base do estudo, houve um predomínio de anticorpos IgM direcionados contra os 

epítopos variantes da DBPII-Sal1 em relação àqueles epítopos conservados presentes na 

DEKnull-2. Esta diferença de resposta ocorreu tanto com relação a frequência de 
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respondedores (40% vs 24% para DBPII-Sal1 vs DEKnull-2) quanto na intensidade da 

resposta (Tabela 2). O mesmo perfil de resposta foi observado ao longo do estudo (i.e., 

DBPII-Sal1 > DEKnull-2) independente dos níveis de transmissão de malária na região 

(Tabela 2). Após 9 anos de acompanhamento, 24% e 15% dos indivíduos estudados 

permaneceram respondedores a DBPII-Sal1 e DEKNull-2, respectivamente (Figura 8).  

Figura 8. Níveis de anticorpos IgM epítopos variantes (DBPII-Sal1) ou conservados (DEKnull-2) 

avaliados na população de estudo, durante as fases de alta (I e III) e baixa (II) transmissão de malária. 

Os resultados foram expressos como Índice de Reatividade (IR) obtidos através do ensaio de ELISA, sendo 

os valores individuais representados em círculos abertos na cor azul e vermelha, respectivamente, para 

DBPII-Sal1 e DEKnull-2. As medianas (linha transversal) e intervalos interquartis (linha longitudinal) 

foram representados em preto. O estudo envolveu cortes transversais realizados durante períodos de alta 

(fases I e III) e baixa (fase II) transmissão de malária, conforme descrito na legenda da Figura 7 (Material 

e métodos). O IR foi calculado a partir da razão entre a média das Densidades Óticas (DO) obtidas para 

cada amostra teste pela média da DO das amostras dos controles negativos (n=20) acrescida de dois desvio 

padrão, considerando como positivo IR>1. A frequência de soropositivos Pos (%) está representada abaixo 

do gráfico sendo que os asteriscos indicam diferenças estatísticas entre as frequências de soropositivos para 

as duas proteínas em cada corte separadamente (teste de X²). 
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Tabela 2. Níveis de anticorpos IgM contra as proteínas baseadas na DBPII do P. vivax ao longo do estudo de coorte 

  
Fase I 

Alta transmissão 
 Fase II 

Baixa transmissão 
 Fase III 

Alta transmissão 

  
Linha de base 

Mediana (IQR)¹  
6 meses 

Mediana (IQR)¹  
12 meses 

Mediana (IQR)¹  
  6 anos 

Mediana (IQR)¹  
7 anos 

Mediana (IQR)¹  
  9 anos 

Mediana (IQR)¹  

IgM 
DBPII-Sal1 

 

DEKnull-2  

0.9 (0.6-1.3) 
vs  

0.5 (0.3-0.9) 
0.8 (0.5-1.2)  

vs  
0.5 (0.3-0.9) 

0.7 (0.5-1.1) 
vs  

0.5 (0.3-0.8) 
  0.7 (0.4-1.1) 

vs  
0.5 (0.3-0.8) 

0.6 (0.4-0.9) 
vs  

0.4 (0.3-0.7) 
  0.7 (0.4-0.8) 

vs  
0.5 (0.3-0.8) 

  

    
Valor de p2  <0.0001 <0.0001 <0.0001  0.0008 0.0013  0.0154 

 

1A mediana e o Intervalo Interquartil (IQR) dos Índices de Reatividade (IR) foram determinados pelo ensaio de ELISA  

convencional realizado com o plasma dos indivíduos expostos ao P. vivax. O ELISA foi realizado com proteínas recombinantes 

baseadas na DBPII do P. vivax e o IR foi definido como a razão entre a média da densidade ótica (DO) da amostra de plasma 

e a média da DO do cut-off. O cut-off foi calculado a partir da média da DO de 20 indivíduos voluntários não-expostos ao P. 

vivax acrescido de dois desvios padrões.   2O valor de p foi obtido pelo teste estatístico de Mann-Whitney. 

5.2.2- Resposta de anticorpos IgG contra as proteínas da DBPII  

Na população estudada, o perfil da resposta de anticorpos IgG dirigidos contra 

epítopos variantes ou conservados da DBPII foi diferente daquele observado para os 

anticorpos IgM. Durante todo o primeiro ano do estudo, fase I, a frequência de 

respondedores contra ambas as proteínas foi similar, variando de 44 a 48% (Figura 9).  

Além disso, não foi observada diferença na intensidade de resposta entre as proteínas 

estudadas (IR variando de 0,7 - 0,8; Tabela 3). 

No entanto, durante a fase II, de baixa transmissão de malária, os níveis de 

anticorpos IgG variante-específicos reduziram significativamente (IR = 0,7 linha de base 

vs. IR = 0,2 - 0,0 para 6º e 7º ano, Tabela 3). Por outro lado, anticorpos IgG dirigidos aos 

epítopos conservados da DEKnull-2 continuaram relativamente estáveis (Tabela 3). O 

mesmo perfil de resposta foi observado em relação a frequência de respondedores. Mais 

especificamente, 48% responderam a DBPII-Sal1 na linha de base e apenas 18% no 7º 

ano do estudo (Figura 9). Em contrapartida a frequência de resposta a DEKnull-2 foi 

estável, variando de 45 e 49% (Figura 9). Este perfil de resposta se manteve até o fim do 

estudo.  
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Figura 9. Níveis de anticorpos IgG epítopos variantes (DBPII-Sal1) ou conservados (DEKnull-2) 

avaliados na população de estudo, durante as fases de alta (I e III) e baixa (II) transmissão de malária. 

Os resultados foram expressos como Índice de Reatividade (IR) obtidos pelo ensaio de ELISA, sendo os 

valores individuais representados em círculos abertos na cor azul e vermelha, respectivamente, para DBPII-

Sal1 e DEKnull-2. As medianas (linha transversal) e intervalos interquartis (linha longitudinal) foram 

representados em preto. O estudo envolveu cortes transversais realizados durante fases de alta (I e III) e 

baixa (II) transmissão de malária. A frequência de soropositivos Pos (%) está representada abaixo do gráfico 

sendo que os asteriscos indicam diferenças estatísticas pelo teste de X² entre as frequências de soropositivos 

para as duas proteínas em cada corte separadamente. 
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5.2.3- Razão entre a resposta dos anticorpos IgG e IgM contra a DBPII 

Uma vez que a cinética da resposta dos anticorpos IgM foi diferente daquela 

observada para IgG nos indivíduos estudados, buscou-se avaliar a razão entre estas 

respostas ao longo dos 9 anos de estudo.  

Como mostrado na figura 10, a relação IgG/IgM confirmou que a resposta 

sorológica contra os epítopos variantes da DBPII (Sal1) foi, predominantemente, 

associada aos anticorpos IgM. Por outro lado, a resposta contra os epítopos conservados 

presentes na DEKnull-2 foi, predominantemente, associada aos anticorpos IgG. Esta 

diferença foi mais nítida no período de baixa transmissão (Figura 1A), onde pode ser 

observar, por exemplo, que a resposta de anticorpos IgG anti-DBPII-Sal1 foi 

consideravelmente reduzida enquanto a de anticorpos IgM se manteve estável. Por outro 

lado, ao longo do estudo, a resposta de IgG foi progressivamente sendo associada aos 

epítopos conservados (DEKnull-2 > Sal1).  

A Figura 10B resume a frequência de resposta para cada antígeno ao longo do 

estudo. Em conjunto, os resultados demonstram que cerca de 60% dos anticorpos IgM 

foram direcionados aos epítopos variantes da DBPII, sendo esta proporção de resposta 

estável ao longo do tempo. De interesse, a prevalência de anticorpos IgG anti-Sal1 

diminuiu ao longo do estudo (variando de 40 a 2%), enquanto a de DEKnull-2 aumentou 

significativamente (55% a 92%). 

 

Tabela 3. Níveis de anticorpos IgG contra as proteínas baseadas na DBPII do P. vivax ao longo do estudo de coorte. 

  
Fase I 

Alta transmissão 
 Fase II 

Baixa transmissão 
 Fase III 

Alta transmissão 

  
Linha de base 

Mediana (IQR)¹  
6 meses 

Mediana (IQR)¹  
12 meses 

Mediana (IQR)¹  
  6 anos 

Mediana (IQR)¹  
7 anos 

Mediana (IQR)¹  
  9 anos 

Mediana (IQR)¹  

IgG 
DBPII-Sal1 

 

DEKnull-2  

0.7 (0.2-3.7) 
vs  

0.7 (0.3-4.0) 
0.7 (0.3-2.9) 

vs  
0.8 (0.2-3.2) 

0.8 (0.3-3.7) 
vs  

0.8 (0.3-3.7) 
  0.2 (0.1-1.2) 

vs  
0.6 (0.2-3.0) 

0.0 (0.0-0.5) 
vs  

0.5 (0.1-2.5) 
  0.3 (0.2-0.7) 

vs  
0.6 (0.4-1.6)   

    
Valor de p2  0.4758 0.9343 0.8528  0.0003 <0.0001  <0.0001  

 

1A mediana e o Intervalo Interquartil (IQR) dos Índices de Reatividade (IR) foram determinados pelo ensaio de ELISA 

convencional realizado com o plasma dos indivíduos expostos ao P. vivax. O ELISA foi realizado com proteínas recombinantes 

baseadas na DBPII do P. vivax e o IR foi definido como a razão entre a média da densidade ótica (DO) da amostra de plasma e a 

média da DO do cut-off. O cut-off foi calculado a partir da média da DO de 20 indivíduos voluntários não-expostos ao P. vivax 

acrescido de dois desvios padrões.   2O valor de p foi obtido pelo teste estatístico de Mann-Whitney. 



57 
 

 

 

 

Figura 10. Razão temporal entre as respostas de IgG e IgM dirigidas a epítopos variantes (DBPII-Sal1) ou 

conservados (DEKnull-2) da DBPII. (A) A razão entre o Índice de Reatividade (IR) de IgG/IgM contra DBPII-

Sal1 (linha azul) e DEKnull-2 (linha vermelha) para todos os indivíduos incluídos no estudo (n=163) foi 

representada em cada corte transversal. O estudo longitudinal compreendeu seis cortes transversais, incluindo 

períodos de alta (Fase I e III) e baixa (Fase II) transmissão de malária. Os três primeiros cortes foram realizados 

no primeiro ano (Linha de base, 6 meses e 12 meses) e outros três realizados 6, 7 e 9 anos após o início do estudo. 

A resposta individual na qual a razão foi favorável para IgG foi representada a esquerda (quadro branco) e a 

favorável para IgM a direita (quadro cinza). Os indivíduos que apresentaram resposta igual para IgG e IgM foram 

representados na linha pontilhada central. Os resultados da razão foram transformados em log (2). (B) Os gráficos 

de pizza representam as porcentagens dos indivíduos que tiveram os seguintes resultados da razão IgG/ IgM, 

durante as três fases de transmissão diferenciada de malária em Rio Pardo: favorável para DBPII-Sal1 (azul), igual 

contra ambas as proteínas (branco) e favorável para DEKnull-2 (vermelho).  
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5.3- Dinâmica da resposta de anticorpos IgM e IgG específicos contra a 

MSP-119  

Na população de estudo, buscou-se ainda avaliar o perfil longitudinal da resposta 

de anticorpos IgM vs. IgG contra outro antígeno vacinal, a proteína MSP-119, que é 

altamente imunogênica e não polimórfica.  

Na figura 11A observa-se que, assim como para as proteínas baseadas na DBPII, 

a resposta dos anticorpos IgM específicos contra a MSP-119 também foi relativamente 

estável ao longo dos 9 anos do estudo. Apesar de pequena redução na frequência de 

indivíduos respondedores (i.e., 31% na linha de base e 19% no último ano), os níveis de 

anticorpos IgM permaneceram relativamente estáveis (IR = 0,7 na linha de base e IR = 

0,6 no 9º ano; Tabela 4). Além disso, como esperado, a resposta dos anticorpos IgG 

específicos contra a MSP-119 variou ao longo do estudo, predominando no primeiro ano 

onde os níveis de transmissão eram relativamente altos. De fato, cerca de 62 a 70% dos 

indivíduos estudados apresentaram anticorpos IgG específicos para a MSP-119 no 

primeiro ano, enquanto apenas 30% no período de baixa transmissão (Figura 11 B).  
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Figura 11. Níveis de anticorpos IgM (A) e IgG (B) específicos contra a MSP-119 do P. vivax avaliados 

na população de Rio Pardo, AM, durante fases de alta (I e III) e baixa (II) transmissão de malária. 

Os resultados foram expressos como Índice de Reatividade (IR) no ensaio de ELISA, sendo os valores 

individuais representados em círculos abertos na cor verde para a MSP-119. As medianas (linha transversal) 

e intervalos interquartis (linha longitudinal) foram representados em preto. O estudo longitudinal de coorte 

aberto abrangeu 6 cortes transversais, três no primeiro ano e outros três 6, 7 e 9 anos após a linha de base 

do estudo, realizados em fases diferenciadas de transmissão de malária. A frequência de soropositivos Pos 

(%) para cada corte está representado abaixo do gráfico.  
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Tabela 4. Níveis de anticorpos IgM e IgG contra a proteína MSP-119 do P. vivax durante os 9 anos do estudo de 

coorte. 

 

Fase I 
Alta transmissão 

 Fase II 
Baixa transmissão 

 Fase III 

Alta transmissão 

Linha de base 
Mediana (IQR)¹  

6 meses 
Mediana (IQR)¹  

12 meses 
Mediana (IQR)¹  

  6 anos 
Mediana (IQR)¹  

7 anos 
Mediana (IQR)¹  

  9 anos 
Mediana (IQR)¹  

MSP-119 
IgM 

vs 

IgG  

0.7 (0.5-1.3) 
vs  

1.6 (0.8-2.9) 
0.7 (0.4-1.0)  

vs  
1.6 (0.9-3.1) 

0.7 (0.4-1.0) 
vs  

1.2 (0.8-2.5) 
  

  

0.6 (0.4-1.0) 
vs  

0.7 (0.4-1.8) 
0.6 (0.3-0.9) 

vs  
0.7 (0.4-1.3) 

  

  

0.6 (0.4-0.9) 
vs  

0.8 (0.5-1.7) 
 

1A mediana e o Intervalo Interquartil (IQR) dos Índices de Reatividade (IR) foram determinados pelo ensaio de ELISA 

convencional realizado com o plasma dos indivíduos expostos ao P. vivax. O ELISA foi realizado com proteínas recombinantes 

baseadas na DBPII do P. vivax e o IR foi definido como a razão entre a média da densidade ótica (DO) da amostra de plasma 

e a média da DO do cut-off. O cut-off foi calculado a partir da média da DO de 20 indivíduos voluntários não-expostos ao P. 

vivax acrescido de dois desvios padrões.   
5.4- Influência das infecções agudas pelo P. vivax no perfil de resposta 

dos anticorpos IgM e IgG contra as proteínas baseadas na DBPII 

Considerando que as infecções agudas estão associadas, em um primeiro 

momento, com anticorpos do isótipo IgM, buscou-se investigar a influência de parasitos 

detectados na corrente sanguínea (infecção patente ou subpatente) e a resposta de IgM e 

IgG contra os epítopos variáveis e conservados da DBPII.  

Dos 163 indivíduos estudados, 42 (26%) tiveram uma ou mais amostras positivas 

para malária durante o estudo, sendo as infecções sanguíneas detectadas pela microscopia 

ótica (infecção patente) ou pelos ensaios de PCR (subpatente) (Figura 12). A maior parte 

das infecções malárias ocorreram na fase I do estudo, considerada de maior transmissão 

da doença na área. Como era de esperar, as infecções subpatentes predominam sobre as 

infecções patentes, já que estes indivíduos apresentaram história de longa exposição à 

transmissão. De interesse, o grupo de indivíduos que apresentou malária aguda (n = 42) 

não se diferenciou da população de estudo (n= 163) em relação a idade (mediana 42 vs 39 

anos) ou em relação a proporção homem : mulher (1,3:1 vs 1,1:1). Considerando as 

variáveis epidemiológicas, o tempo de residência na Amazônia foi similar entre agudos e 

não agudos (mediana de 34 vs 33 anos, respectivamente), mas a maioria dos indivíduos 

que se infectaram eram residentes dos igarapés (30 dos 163, 71%).   

Em relação a resposta de anticorpos IgM, as infecções maláricas (patente ou 

subpatente) não influenciou na positividade desta resposta (Figura 12). De fato, 

indivíduos com infecções persistentes por P. vivax (por exemplo, RP553 e RP555) não 

apresentaram resposta de anticorpos IgM contra epítopos conservados ou variáveis da 

DBPII; por outro lado, aqueles indivíduos com resposta persistente de IgM contra ambas 

proteínas (por exemplo RP416 e RP516) não apresentaram infecções sanguíneas 

detectáveis. Perfil similar foi detectado para os anticorpos IgG (Figura 12). 
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Figura 12. Perfil da resposta de IgM e IgG dos 42 indivíduos que apresentaram infecção patente ou 

subpatente por P. vivax em algum momento do estudo longitudinal (Linha de base a 9 anos). O estudo 

longitudinal compreendeu seis cortes transversais ao longo de 9 anos incluindo períodos de alta (fase I e III) e 

baixa (fase II) transmissão de malária. Os três primeiros cortes foram realizados durante o 1º ano (linha de base, 6 

e 12 meses) e outros três realizados 6, 7 e 9 anos após o início do estudo. Cada linha representa um indivíduo, 

sendo que as infecções pelo P. vivax foram classificados como patentes (vermelho claro) ou subpatentes (vermelho 

escuro) em função da positividade pela microscopia convencional ou por ensaio de PCR, respectivamente. Os 

resultados dos ensaios sorológicos de ELISA para anticorpos IgM e IgG estão representados por painéis do tipo 

“mapa-de-calor”, onde a cor azul representa resultado negativo (IR<1) e os valores positivos na escala verde/Azul 

(IR>1). O Índice de Reatividade (IR) do ELISA foi calculado através da razão entre a média da DO de cada amostra 

e a média da DO + 2 desvios padrões de amostras de voluntários não expostos.  Os espaços em branco no mapa 

de calor significam ensaio não realizado (amostra não disponível). 

Além disto, os ensaios de correlação confirmaram não haver associação (positiva 

ou negativa) entre a resposta de anticorpos IgM e IgG para qualquer uma das proteínas 

estudas (correlação de Spearman, p > 0.05) (Figura 13). Esta ausência de correlação não 

foi associada a presença ou ausência de malária aguda.  
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Figura 13. Ausência de correlação entre as respostas de anticorpos IgM e IgG contra antígenos da 

DBPII. Para a análise, os indivíduos foram subdivididos em função da presença (P. vivax, painéis 

superiores, triângulos fechados) ou ausência de malária aguda (Não infectado, painéis inferiores, círculos 

abertos).  Para cada uma das proteínas, DBPII-Sal1 (azul) e DEKnull-2 (vermelho), os níveis de anticorpos 

IgM e IgG detectados no ELISA (Índice de reatividade, IR) foram analisados pela Correlação de Spearman, 

sendo os valores do coeficiente de correlação (r2) incluído em cada gráfico.  

5.5- Influência das infecções agudas pelo P. vivax no perfil de resposta 

dos anticorpos IgM e IgG contra a proteína MSP-119 

Visando avaliar se o perfil de resposta sorológico era específico das proteínas 

DBPII, buscou-se avaliar a resposta de IgM e IgG contra uma proteína imunogênica do 

P. vivax, como a MSP-119. Os resultados demonstram que a resposta de anticorpos IgM 

anti-MSP-119 também não se correlacionou com a presença e ou persistência de infecções 

agudas pelo P. vivax (Figura 14A). No entanto a maior frequência de anticorpos IgG 

ocorreu no primeiro ano do estudo, período de maior transmissão de malária na área. A 

resposta de IgM não se correlacionou com a de IgG (correlação de Spearman, p > 0.05) 

(Figura 14B) nos indivíduos com infecções agudas, nem naqueles sem infecção detectável 

pelo P. vivax. 



63 
 

 

 

 

Figura 14. Resposta de anticorpos IgM e IgG anti-MSP-119 dos 42 indivíduos que apresentaram 

infecção aguda por P. vivax em algum momento do estudo longitudinal. No painel à esquerda (A) cada 

linha representa um indivíduo, sendo que as infecções pelo P. vivax foram classificados como patentes 

(vermelho claro) ou subpatentes (vermelho escuro) em função da positividade pela microscopia 

convencional ou por ensaio de PCR, respectivamente. Os resultados dos ensaios sorológicos de ELISA para 

anticorpos IgM e IgG estão representados por painéis do tipo “mapa-de-calor”, onde a cor azul representa 

resultado negativo (IR<1) e os valores positivos na escala verde/Azul (IR>1). O Índice de Reatividade (IR) 

do ELISA foi calculado através da razão entre a média da DO de cada amostra e a média da DO + 2 desvios 

padrões de amostras de voluntários não expostos. Os espaços em branco no mapa de calor significam ensaio 

não realizado (amostra não disponível). No gráfico à direita (B) os indivíduos foram subdivididos em 

função da presença (P. vivax, painéis superiores, triângulos fechados) ou ausência de malária aguda (Não 

infectado, painéis inferiores, círculos abertos) e os níveis de anticorpos IgM e IgG detectados no ELISA 

foram analisados pela Correlação de Spearman, sendo os valores do coeficiente de correlação (r2) incluídos 

em cada gráfico. 
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5.6- Perfil da resposta de anticorpos IgM e IgG contra a DBPII em 

função da resposta de anticorpos inibitórios da interação DBPII/DARC     

Considerando que anticorpos inibitórios da interação DBPII-DARC (BIAbs) 

podem ser indicadores de proteção clínica, avaliou-se aqui a relação entre as respostas de 

anticorpos IgG/ IgM e o perfil de BIAbs. Devido as dificuldades de se conduzir ensaios 

funcionais in vitro, uma amostra representativa da população estudada, incluindo apenas 

indivíduos que contribuíram com amostras na fase I e II (n = 57), foi avaliada quanto a 

atividade dos BIAbs. Os resultados do acompanhamento longitudinal permitiu a 

classificação destes em três grupos distintos (Figura 15): i) respondedores persistentes 

(RP), que tiveram resposta de BIAbs de longa-duração; ii) respondedores temporários 

(RT), que tiveram resposta variável de BIAbs durante o estudo (positiva ou negativa e 

vice-versa) e iii) não respondedores (NR), aqueles que não tiveram BIAbs detectáveis em 

nenhum momento do estudo.   

Como pode ser observado na figura 15, a resposta de IgG do grupo BIAbs 

persistentes (PR) foi estável para ambas as proteínas, mesmo no período de baixa 

transmissão de malária (Fase II). Por outro lado, a estabilidade e amplitude da resposta 

de IgG diminuiu progressivamente em função da menor atividade de BIAbs (PR > TR > 

NR). Nos mesmos indivíduos, nenhuma associação clara foi obtida entre a resposta dos 

anticorpos IgM e a presença ou persistência dos BIABs.  
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Figura 15. Perfil de resposta dos anticorpos IgM e IgG específicos para epítopos variantes (DBPII-

Sal1) e conservados (DEKnull-2) nos indivíduos estudados segundo o status de anticorpos inibitórios 

de ligação DBPII-DARC (BIAbs). De acordo com a detecção de BIAbs, indivíduos (n=57) foram 

classificados como (Ntumngia et al., 2017): i) Respondedores persistentes (RP), que tiveram resposta de 

BIAbs de longa-duração; ii) Respondedores temporários (RT), que tiveram resposta variável de BIAbs 

durante o estudo e iii) Não respondedores (NR), que não tiveram BIAbs detectáveis em  nenhum momento 

do estudo. Cada linha representa a resposta individual de anticorpos IgM e IgG contra a DBPII-Sal1 (azul) 

e DEKnull-2 (vermelho), como detectado pelo ensaio sorológico de ELISA. Os resultados do ELISA foram 

representados como Índice de Reatividade (IR), com IR ≥ 1 considerado positivo. Os símbolos coloridos 

indicam resposta de anticorpo positiva no ELISA e os símbolos brancos resposta negativa.  
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5.7- Avaliação da avidez dos anticorpos IgM e IgG contra as proteínas 

DBPII  

Por último, buscou-se caracterizar a avidez (força da ligação antígeno-anticorpo) 

das respostas de IgM/IgG anti-DBPII, com ênfase no grupo previamente caracterizado 

quanto ao status imunológico de BIAbs (item 5.6). Entre os 57 indivíduos avaliados para 

atividade BIABs, 29 foram avaliados pela avidez, pois apenas este grupo apresentou 

anticorpos IgG e/ou IgM detectáveis no item anterior. 

Em geral, os anticorpos IgG para a DBPII-Sal1 foram de alta avidez (> 90%) 

quando comparado aos anticorpos IgM (Figura 16A). Apesar disto, a avidez dos 

anticorpos IgM pode ser classificada também como elevada (> 60%, segundo Zakeri et 

al., 2011 onde valores até 30% são classificados como baixa avidez, de 30 a 50% média 

avidez e acima de 50% alta avidez). Além disso, a força de interação entre estes anticorpos 

e a Sal1 parece não ter sido influenciada pela intensidade de transmissão de malária na 

região, uma vez que que não houve variações significativas na avidez desses anticorpos 

(IgG e IgM) ao longo do estudo. Perfil similar foi obtido para a DEKnull-2 (Figura 16B).  
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Figura 16. Avidez da ligação entre os anticorpos IgM e IgG dos indivíduos de Rio Pardo e os epítopos 

variantes (DBPII-Sal1) (A) e conservados (DEKnull-2) (B) da DBPII durante fases de alta (I e III) e 

baixa (II) transmissão de malária. A avidez dos anticorpos IgM (círculo aberto roxo) e IgG (círculo aberto 

verde) foi representada em % Avidez que significa a razão entre a DO da amostra sob efeito do agente 

caotrópico e a DO da amostra sem o agente caotrópico x 100. As linhas pretas longitudinais indicam os 

intervalos interquartis e as linhas transversais indicam as medianas. Os resultados obtidos (n = 29) foram 

representados ao longo dos nove anos de estudo, abrangendo fases de alta transmissão (fase I e III) e baixa 

transmissão de malária (fase II). 

Finalmente, buscou-se avaliar se a presença e/ou persistência dos anticorpos 

BIAbs influenciaria na avidez dos anticorpos IgM/IgG específicos (Figura 17). Os 

resultados mostraram que a avidez destes anticorpos independeu do status de BIAbs 

previamente definido, sendo similar nos grupos PR, TR ou NR. Os resultados 

confirmaram ainda que em todos os grupos a avidez da resposta de IgG foi maior que a 

IgM.  
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Figura 17. Avidez entre os anticorpos IgM e IgG e as proteínas baseadas na DBPII nos indivíduos de 

Rio Pardo classificados conforme o status de anticorpos inibitórios da ligação DBPII-DARC (BIAbs). 

A mediana da avidez entre os anticorpos IgM (linha verde) e IgG (linha roxo) e os epítopos variáveis 

(DBPII-Sal1) e conservados (DEKnull-2) da DBPII dos indivíduos previamente classificados de acordo 

com o status imunológico de BIAbs (n=29) foi representada ao longo dos 9 anos do estudo longitudinal. 

Os indivíduos foram classificados previamente em (Ntumngia et al., 2017): (RP) Respondedores 

Persistentes – Resposta estável de BIAbs, (RT) Respondedores Temporários – Resposta variável de BIAbs, 

(NR) Não Respondedores – Não apresentaram resposta de BIAbs durante o estudo. A avidez foi 

representada em % Avidez que significa a razão entre a DO da amostra sob efeito do agente caotrópico e a 

DO da amostra sem o agente caotrópico x 100. A área sombreada em verde (IgM) e roxa (IgG) representa 

o intervalo interquartil da % de Avidez da amostra populacional. O asterisco indica que a amostra foi 

composta de apenas 1 indivíduo e a linha tracejada representa a ausência de amostra em determinado 

período. 
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6- Discussão 

Visando contribuir para o entendimento da imunidade naturalmente adquirida de 

longa duração contra os protótipos vacinais baseados na DBPII, buscou-se aqui 

caracterizar a resposta dos anticorpos IgG e IgM contra epítopos variantes (DBPII-Sal1) 

e conservados (DEKnull-2) da proteína. Para isto, o estudo incluiu uma avaliação 

retrospectiva de indivíduos expostos à malária na Amazônia, cujos inquéritos imuno-

epidemiológicos foram realizados durante os anos de 2008 a 2017, incluindo períodos de 

alta e baixa transmissão de malária na área.  

Em linhas gerais a resposta dos anticorpos IgM foi mais frequentemente associada 

a uma resposta do tipo variante-específica, caracterizada aqui pela resposta contra os 

epítopos variantes da DBPII-Sal1. Neste contexto, os resultados sugerem que em uma 

área com transmissão instável e variável de P. vivax, a resposta de anticorpos IgM parece 

ser predominante para a variante majoritária na região. De fato, estudos anteriores 

confirmaram que na comunidade de Rio Pardo, a Sal1 foi altamente prevalente, sendo 

responsável por cerca de 50% dos casos de malária detectados (Kano et al., 2012). De 

interesse, o perfil da resposta de anticorpos IgM foi mantido durante todo o 

acompanhamento longitudinal, mesmo nos anos nos quais a transmissão de malária caiu 

drasticamente na região (Fase II). Em conjunto, esses resultados sugerem que a resposta 

de anticorpos IgM específicos contra a DBPII nos indivíduos expostos ao P. vivax é de 

longa-duração, mesmo em áreas de transmissão hipoendêmica.  

Os resultados aqui apresentados permitiram concluir ainda que a resposta de 

anticorpos IgM de longa-duração não foi exclusiva das proteínas DBPII, já que perfil  

semelhante foi detectado para anticorpos IgM contra outra proteína do P. vivax, a MSP-

119, que não é polimórfica e é altamente imunogênica (Wang et al., 2016). Entretanto, os 

dados aqui apresentados não permitem concluir se esta resposta de anticorpos anti-P. 

vivax está sendo mantida na ausência de “booster” (i.e., devido a presença de células 

plasmáticas de vida longa e/ou células B de memória) ou se depende de exposição 

continuada ao antígeno (Bohannon et al., 2016; Borges Da Silva et al., 2018). Neste 

sentido, em modelos de malária murina, foi demonstrado que baixos níveis parasitários 

em infecções crônicas podem fornecer antígenos suficientes para manter plasmablastos 

IgM+ na medula óssea (Winter et al., 2012; Papillion et al., 2017).  

Até o momento, poucos estudos longitudinais foram conduzidos para avaliar a 

duração da resposta secundária de anticorpos IgM nas infecções maláricas e, 

principalmente naquelas causadas pelo P. vivax. Apesar disto, anticorpos IgM específicos 

contra antígenos do P. falciparum foram detectados por no mínimo 6 meses em 

Australianos retornando de áreas endêmicas (Boyle et al., 2019). Outros autores 

demonstram que anticorpos IgM contra antígenos do P. vivax permaneceram por cerca de 

30 dias após a infecção aguda e o tratamento (Patgaonkar et al., 2018). Infelizmente, 

nenhum estudo até o momento acompanhou esta resposta por períodos longos, como o 

aqui descrito (cerca de 9 anos). Em resumo, todos esses achados reforçam o novo 

paradigma da resposta secundária de IgM antígeno-específica, onde estes anticorpos 
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parecem ser de alta afinidade e a resposta de longa-duração (Boonyaratanakornkit & 

Taylor, 2019).  

No que concerne a dinâmica de resposta dos anticorpos IgG contra a DBPII, o 

perfil observado foi diferente do perfil de resposta dos anticorpos IgM descrito acima, 

sendo que a flutuação nos níveis de transmissão de malária em Rio Pardo foi fundamental 

para elucidar a contribuição relativa dos anticorpos IgG vs IgM na composição da resposta 

imune contra a DBPII. Neste contexto, foi possível demonstrar que anticorpos IgG 

direcionados contra os epítopos variantes da Sal1 foram influenciados pelos níveis de 

transmissão local, sendo mais indicativos dos níveis de transmissão de malária na área 

(Pires et al., 2018). De fato, anticorpos IgG anti-Sal1 diminuíram progressivamente com 

a redução dos níveis de transmissão na área, sendo substituídos por anticorpos IgG contra 

os epítopos conservados presentes na DEKnull-2. Estes achados ressaltam que nesta 

população, com histórico de longa-exposição à malária, anticorpos anti-DEKnull-2 se 

mantêm independente dos níveis de transmissão. Esses resultados já eram esperados, pois 

nosso grupo demonstrou que a resposta de IgG anti-DEKnull-2 uma vez adquirida é 

estável e de longa-duração (Ntumngia et al., 2017; Pires et al., 2018).  

De interesse, os dados aqui apresentados demonstram ainda uma ausência de 

correlação entre os níveis dos anticorpos IgM e IgG contra a DBPII. Na malária, tem sido 

proposto que a correlação (ou não) entre anticorpos IgG/IgM pode variar em função das 

diferenças estruturais entre os antígenos do parasito. Pode se citar, como exemplo, os 

estudos que demonstraram associação entre a resposta de anticorpos IgG e IgM para a 

proteína MSP-2, mas nenhuma correlação para a MSP-119 ou AMA-1 (Stanisic et al., 

2015). De fato, no presente trabalho não foi observada correlação entre a resposta dos 

anticorpos IgG e IgM anti-MSP-119 do P. vivax. Além disto, parece que regiões/epítopos 

diferentes de um mesmo antígeno pode ter um comportamento diferente; no caso da MSP-

119 a porção N-terminal esta predominantemente associada com anticorpos IgM, 

enquanto a C-terminal com anticorpos IgG (Soares et al., 1999; Cassiano et al., 2016). 

Em relação a DBPII, diversos estudos tem mapeado os epítopos funcionais e 

imunorreativos de células B associados com resposta de anticorpos IgG (Chootong et al., 

2010; Ntumngia et al., 2012; Chen et al., 2016; George et al., 2019), mas não há dados 

disponíveis sobre os epítopos específicos para a resposta de IgM. Estudos futuros fazem-

se necessário neste sentido.  

Historicamente, sabe-se que a presença de infecções agudas pode alterar o perfil 

de resposta humoral, principalmente dos anticorpos IgM que são rapidamente produzidos 

após exposição ao patógeno (revisto por Eisen, 2014; revisto por Pleass et al., 2015). 

Assim, investigou-se aqui se uma nova exposição às formas sanguíneas do P. vivax 

(infecção, recaída e/ou recorrência) poderia ser suficiente para fazer um “booster” da 

resposta dos anticorpos IgM e/ou IgG anti-DBPII. Os resultados demonstraram que a 

infecção aguda (patente ou subpatente) não influenciou na resposta de IgM e/ou IgG. As 

razões para a falta de correlação entre infecções agudas e resposta de anticorpos IgM/IgG 

não são conhecidas. Apesar disto, pode-se especular que diferentes fatores não 

mutuamente exclusivos poderiam explicar este resultado. A primeira hipótese é a de que 
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as novas infecções sanguíneas podem ter sido causadas por outras variantes da DBPII que 

não foram contempladas nos antígenos aqui estudados. Entretanto, esta hipótese não 

explica grande parte das infecções, já que a Sal1 é uma variante prevalente na área de 

estudo (Kano et al., 2012).  

Uma outra possibilidade para explicar a falta de “booster” na resposta de 

anticorpos durante a infecção sanguínea é que as baixas densidades parasitárias podem 

não ter sido suficientes para aumentar os níveis de anticorpos. De fato, nos indivíduos 

estudados houve predomínio de infecções subpatentes (77% por PCR vs 23% por 

microscopia). Entretanto, achados na malária experimental demonstraram que a resposta 

secundária de IgM não parece ser influenciada pela dose do antígeno utilizada no desafio 

(Krishnamurty et al., 2016). Neste contexto, a explicação mais plausível para a falta de 

associação entre parasitemia e “booster” da resposta de anticorpos, pode ser a localização 

tecidual de grande parte das formas sanguíneas do P. vivax. Isto porque achados recentes 

têm confirmado a presença frequente do parasito em órgãos como a medula óssea 

(Obaldia et al., 2018) e o baço (revisto por Silva-Filho et al., 2020). Dessa maneira, os 

parasitos circulantes podem não refletir a carga parasitaria verdadeira do indivíduo, já que 

grande parte dos parasitos pode estar  localizado em nichos hematopoiéticos fora da 

circulação sanguínea (Lopes et al., 2014; Barber et al., 2015; Silva-Filho et al., 2020).   

Em estudos anteriores foi demonstrado que indivíduos com níveis elevados e 

persistentes de anticorpos IgG para a DEKnull-2 eram capazes de produzir uma resposta 

duradoura de anticorpos capazes de bloquear a interação DBPII-DARC (BIAbs) 

(Ntumngia et al., 2017). Nesta próxima etapa, fez se necessário avaliar se a resposta de 

anticorpos IgM anti-DBPII influenciava na presença e/ou persistência da resposta de 

BIAbs, já que os anticorpos neutralizantes estão associados à proteção clínica (King et 

al., 2008; Nicolete et al., 2016). Os resultados aqui apresentados não permitiram 

identificar associação (positiva ou negativa) entre a resposta de IgM e a presença e/ou 

persistência da atividade de BIAbs. Estudos futuros deverão ser conduzidos para definir 

o papel dos anticorpos IgM anti-DBPII na resposta imune mediada pelo P. vivax. Isto é 

particularmente relevante, já que tem sido sugerido que os anticorpos IgM podem ser 

necessários para sustentar uma resposta protetora ótima de longa duração dos anticorpos 

IgG em diferentes infecções, como por exemplo, virais (West Nile vírus) e na própria 

malária murina (Harte et al., 1983; Boes et al., 1998; Diamond et al., 2003). 

Devido à ausência de correlação entre a resposta de anticorpos IgM anti-DBPII e 

a atividade de BIAbs, buscou-se avaliar a avidez dos anticorpos IgM, isto é, a força de 

ligação total antígeno-anticorpo (Hedman et al., 1993). Considerando os critérios 

utilizados de classificação da intensidade da avidez dos anticorpos utilizada por estudos 

anteriores (Zakeri et al., 2011), nenhuma amostra do nosso estudo apresentou baixa ou 

média avidez (i.e., abaixo de 50% após tratamento com ureia). De importância, este perfil 

se manteve ao longo de todo estudo, mesmo nos períodos de baixa transmissão de malária. 

Em conjunto, os resultados aqui apresentados confirmaram elevada avidez dos anticorpos 

IgM antígeno-específicos, tanto contra epítopos conservados quanto variantes da DBPII. 

Esses resultados podem, mesmo que indiretamente, reforçar os achados recentes que 
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sugerem que as células B de memória IgM+ sofrem hipermutações somáticas levando, 

subsequente, a seleção clonal e produção de anticorpos IgM de alta afinidade (revisto por 

Gatto & Brink 2010; Bohannon et al., 2016; Borges Da Silva et al., 2018)  

Apesar da avidez relativamente elevada dos anticorpos IgM antígeno-específicos, 

as taxas foram, em geral, inferior aquelas detectadas para os anticorpos IgG. Mais 

especificamente, o tratamento com um agente dissociador do complexo antígeno-

anticorpo (ureia) teve pouca influência na interação IgG-antígeno, sendo as taxas de 

avidez das amostras aqui estudadas > 80%. Até o momento, um único estudo avaliou a 

avidez de anticorpos contra a proteína DBP do P. vivax (Zakeri et al., 2011). Estes autores 

demonstraram que apenas cerca de 40% de indivíduos estudados tinham resposta de 

anticorpos IgG considerada de alta avidez contra a DBP. A razão para a discrepância dos 

resultados de Zakeri e colaboradores (2011) com os aqui descritos não é conhecida, mas 

pode ser atribuída, em parte, a diferença nos antígenos utilizados e nos protocolos de 

avidez. Enquanto o estudo de Zakeri e colaboradores (2011) utilizou a região I e IV da 

DBP, o presente estudo utilizou a região II, que é a região do ligante aos eritrócitos. Além 

disso, no presente trabalho, após a titulação da concentração de ureia a ser utilizada nos 

ensaios, optou-se pela concentração ideal de 5M.  Por outro lado,  nos estudos  de Zakeri 

e colaboradores a concentração utilizada foi de 8M. Deve-se ter cautela ao comparar as 

taxas de avidez com qualquer estudo da literatura visto que existe uma gama de protocolos 

para o estudo da avidez e, embora a maioria utilize o ensaio de ELISA com adição do 

agente caotrópico, como o realizado no presente trabalho, as concentrações são variáveis  

(Ferreira et al., 1996; Leoratti et al., 2008; Zakeri et al., 2011; Ibison et al., 2012). 

Infelizmente, no estudo de Zakeri e colaboradores (2011) a avidez de anticorpos IgM não 

foi estudada. De interesse ainda, o estudo aqui desenvolvido empregou um protótipo 

vacinal baseado em regiões conservadas da DBP (DEKnull-2), cuja resposta foi associada 

a anticorpos de alta avidez. Estes achados reforçam o potencial da DEKnull-2 como 

protótipo vacinal. Por último, vale a pena ressaltar que em estudos de vacina é 

fundamental  avaliar a avidez dos anticorpos antígeno-específico, pois isto poderá auxiliar 

em uma possível correlação entre imunidade e proteção clínica, como já propostos em 

doenças virais e bacterianas (Schlesinger & Granoff, 1992; Bachmann et al., 1997; 

Goldblatt et al., 1998; Maynard et al., 2002). Em relação à malária, embora o aumento da 

avidez de anticorpos IgG contra antígenos do P. falciparum já foi correlacionada no 

passado com proteção clínica (Ferreira et al., 1996), poucos estudos tem sido 

desenvolvido neste sentido (Ferreira et al., 1996; Leoratti et al.., 2008), com resultados 

contraditórios em humanos e modelos experimentais (Ibison et al., 2012; Reddy et al., 

2012; Ann et al., 2019). Apesar disto, os achados aqui apresentados fornecem as bases 

iniciais para o entendimento do papel da avidez dos anticorpos envolvidos na resposta 

imune de longa-duração na imunidade contra a malária. 

Em resumo nossos resultados demonstram que em populações continuamente 

expostas a níveis baixos e instáveis de transmissão de malária, a resposta de anticorpos 

IgM específicos contra epítopos variantes e conservados da DBPII é de longa-duração. 

Enquanto a resposta de IgM foi, predominantemente, associada a epítopos variantes da 
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DBPII, a resposta de IgG se direcionou aos epítopos conservados da proteína que parecem 

estar associados a resposta de BIAbs. Este perfil de resposta IgM/IgG não foi influenciado 

pela presença de parasitos circulantes. A razão para a persistência da resposta dos 

anticorpos IgM específico contra o P. vivax em nosso estudo longitudinal merece 

investigações futuras uma vez que tal isótipo pode ser  relevante na resposta imunológica 

contra a malária, podendo contribuir para o aprimoramento do desenvolvimento de 

vacinas baseadas na DBPII.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 
 

 

 

7- Conclusões 

 

• A resposta dos anticorpos IgM contra epítopos variantes (Sal1) e conservados 

(DEKnull-2) da DBPII do P. vivax se manteve relativamente estável durante o estudo 

longitudinal, sendo a resposta independente dos níveis de transmissão de malária na 

área estudada;  

 

• Este perfil de resposta dos anticorpos IgM não é exclusivo contra a DBPII uma vez 

que também foi verificado contra a MSP-119; 

 

• A resposta dos anticorpos IgG voltada para os epítopos variáveis e conservados da 

DBPII variou em função dos níveis de transmissão do P. vivax na região; a diminuição 

da resposta de anticorpos IgG aos epítopos variantes foi acompanhada por um aumento 

dos anticorpos contra epítopos conservados da DEKnull-2;  

 

• As infecções agudas não interferiram no perfil de resposta humoral contra a DBPII 

nem mesmo contra a MSP-119. Independente da presença de parasitos circulantes, a 

resposta de IgM não se correlacionou com a de IgG;  

 

• A presença ou persistência da resposta de anticorpos IgM DBPII-específicos não se 

correlacionou com o perfil da resposta de anticorpos inibitórios da interação DBPII-

DARC; 

 

• A avidez do complexo anticorpo-DBPII foi elevada para ambos isótipos de 

imunoglobulinas, sendo aquela detectada para anticorpos IgG maior que para os 

anticorpos IgM.  
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