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RESUMO 

 

 

No Brasil a malária ao lado de leishmanioses está em processo de expansão. O seu controle 

total pela intervenção no seu ciclo biológico é difícil, não só pelas condições sócio-

econômicas da população sob risco, mas porque envolvem elementos como insetos vetores 

cujo controle ou eliminação são racionalmente irrealizáveis. A vacina, portanto, é uma 

ferramenta que poderia contribuir efetivamente para esse controle. Um dos grandes problemas 

para o desenvolvimento da vacina é a diversidade antigênica das proteínas candidatas. Dentre 

as proteínas candidatas a vacina, a proteína 1 de superfície do Plasmodium vivax (pvMSP1) é 

uma forte candidata, já que possui um papel protetor espécie – específico. Em nosso estudo, 

realizamos a genotipagem de isolados de Plasmodium vivax através de Reação em Cadeia da 

Polimerase e Sequenciamento dos blocos polimórficos 2, 6 e 10 da pvMSP1 com o objetivo 

de analisar filogeneticamente através de análise computacional a estrutura gênica e a 

diversidade alélica de isolados de P.vivax circulantes no entorno de Manaus. Os isolados do 

bloco 2 mostraram ser blocos bastante polimórficos, porém, com características semelhantes , 

formando haplótipos diferentes. Em todos os blocos analisados, detectamos genótipos 

semelhantes às cepas encontradas no Brasil, bem como a cepas encontradas em outras regiões 

geográficas. O bloco 6 apresentou um perfil semelhante ao já descrito por estudos anteriores, 

sendo um bloco rico em glutamina que é um determinante de recombinação gênica entre 

cepas e pode ser determinante de cepas pertencentes ao genótipo Belém. O bloco 10 foi o 

bloco mais conservado do nosso estudo. Percebemos que esse bloco tem seqüências que não 

são conservadas apenas em nossa região, mas também em outras regiões geográficas, como é 

o caso de regiões da Ásia, por exemplo.  

 

 

 

Palavras Chaves:  MSP1, Malária, Plasmodium vivax 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Malaria in Brazil, beside leishmaniasis disease, is under an expansion process. Its 

complete control through life cycle intervention is too difficult, not only by economic and 

social conditions of population under risk, but because it involves elements like the 

invertebral vector, which control or elimination are rationally unrealistic.  A vaccine, 

therefore, is a tool which could effectiveness contributes to malaria control. One of the 

biggest problems on vaccine development is the antigenic diversity of candidates proteins. 

Among these candidates, “merozoite surface protein 1” (pvMSP1) of Plasmodium vivax  is a 

strong one, since it has a protector role (specie-specific). In this study, we made a genotyping 

of P. vivax isolates using polymerase chain reaction (PCR) and sequencing the polymorphic 

blocks 2, 6 and 10 of pvMSP1, with the goal to analyze (using phylogenetic tools) the genetic 

structure and allelic diversity of P. vivax from periphery Manaus-AM, Brazil. The isolates of 

block 2 shown to be very polymorphic, although having similar characteristics, they formed 

different haplotypes.  On each block analyzed, we detected genotypes similar to others clones 

found in Brazil, likewise clones found in other regions of the globe. The block 6 shown 

results similar to previous studies, being a glutamine rich block. It’s a characteristic which 

lead to genomic recombination between clones and could be a key region to determine clones 

that belong to Belem genotype. The block 10 was the most conserved one of our study. We 

realized that block 10 has sequences not only conserved in our region, but in other regions of 

the globe too, like Asia, for example.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 A malária no mundo  

 

A Malár ia é a  doença parasitár ia  com maior número de int ernações 

e mortes por ano em todo o mundo, sendo um dos maiores problemas de 

saúde pública na Áfr ica,  América do Sul e Ásia Or iental,  segundo  

est imat ivas da Organização Mundia l de Saúde, 243 milhões de pessoas 

ficaram doentes em 2008 (WHO, 2009).   Em geral os países que 

apresentam maior endemia são os países subdesenvo lvidos.  

A malár ia está dist r ibuída em regiões t ropicais e subtropicais do 

mundo, onde epidemias podem ocorrer em populações com pouca ou 

nenhuma imunidade, fatores naturais (tais  como var iações climát icas) ou 

ações humanas que modificam o meio ambiente (abertura de campos para 

agr icultura,  construção de barragens,  mineração) aumentam a população  

dos mosquitos vetores da malár ia (Guerra et al . ,  2006).  

A t ransmissão da doença não ocorre de forma homogênea, havendo  

regiões com menor risco de infecção (regiões hipo-mesoendêmicas) e  

maior (hiper-ho loendêmicas) (Figura 1).  A grande divergência observada 

no estabelecimento da malár ia entre as diferentes regiões do mundo é 

resultado da var iação da dinâmica de t ransmissão parasito-vetor-

hospedeiro,  que favorece ou limita a t ransmissão dos r iscos da doença e 

morte(Brasil,2006).

 
 

Figura 1: Distribuição geográfica e endemicidade da malária no Mundo. 
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Em localidades onde as condições são favoráveis à transmissão predomina a 

espécie mais virulenta, o Plasmodium falciparum (P. falciparum), esta espécie está 

associada a mais de 95% dos casos de malár ia regist rados anualmente em 

todo o mundo, sendo capaz de causar a forma grave da doença (WHO,  

2005).  O P.falciparum  se rest r inge a determinadas regiões do globo, 

pr incipalmente ao cont inente Afr icano. Nas áreas do cont inente 

Amer icano e Asiát ico o número de casos de malár ia pelo Plasmodium 

falciparum  oscila entre 20 a 32% (WHO, 2005).  

Com 35 milhões de casos anuais,  o  Plasmodium vivax (P.vivax) é  

o  segundo maior patógeno responsável pela malár ia em humanos e a  

espécie de maior dist r ibuição geográfica.  Na América Central e  México,  

quase 100% dos casos são causados por P.vivax  (WHO., 2000),  na região  

das Andinas,  que abrange os países da Venezuela,  Co lômbia,  Peru,  

Equador e Bolívia,  quase 80% dos casos são causados por P.vivax .   

Embora a “malár ia vivax” não apresente a  mesma gravidade e 

mortalidade comparada a “malár ia  falciparum”,  ela  possui uma alt a  

morbidade e consequentemente um impacto econômico nas comunidades 

onde é endêmica (Herrera & Arévalo-Herrera. ,2007).  Est ima-se que cada 

indivíduo residente em uma área mesoêndemica de P.vivax  possa ter de 

10 a 30 episódios de malár ia,  durante a  infância e  vida adu lta produt iva 

(Mendis et al . ,  2001).  

 

 

1.2 Malária no Brasi l 

 

No Brasil são encontrados t rês espécies do protozoário causador da 

malár ia,  P.vivax ,  P.malariae  e P.falciparum ,  noventa e nove por cento 

dos casos de malár ia são regist rados anualmente na região da Amazônia 

legal,  que é composta pelos estados do Acre,  Amapá, Amazonas,  Pará,  

Rondônia,  Roraima, Tocant ins,  Mato Grosso e Maranhão (DATASUS 

2008).  

 De acordo com uma nova avaliação do Minist ér io  da Saúde, os 

casos da doença not ificados em 2008 totalizaram 309.419 regist ros,  

32,4% menos que o acumulado em 2007, que chegou a 457.569 casos na 
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mesma região. Essa redução vem sendo resultado de um importante plano  

de intensificação das ações de controle de malár ia (PIACM) para a  

Amazônia legal,  o  qual fo i implantado a part ir  do ano 2000, com o  

objet ivo de reduzir a incidência da doença, evitando o surgimento de 

epidemias localizadas e reduzindo a gravidade das infecções co m 

diagnóst ico e t ratamento precoce.  As medidas pr ior izaram municíp ios 

com índice parasitár io  anual (IPA) maior que 49,9 (responsáveis por 80% 

dos casos da doença na região),  além daqueles com prevalênc ia de 

“malár ia falciparum” maior que 20% (DATASUS ,  2008).  

O r isco de transmissão de malár ia na região da Amazônia legal 

pode ser est imado pelo IPA, esse índice base ia-se na determinação do 

número anual de casos por 1000 habitantes.  A Figura 2 mostra as áreas 

classificadas para malár ia como de alto  risco (mais de 100 casos/ 1000 

Hab),  médio r isco (entre 1 e 100 casos /1000 Hab) e baixo (menos que 1 

caso/ 1000 Hab) (Mart inez- Spinosa et al. ,2004).    

 

 

 
Figura 2: Mapa esquemático, mostrando a distribuição da incidência parasitária de malária anual no 
Brasil.  

Fonte: WHO, 2009 



___________________________________________________________Introdução 20

 
 471.894 637.474 615.247 389.762 349.896 409.960 465.880 607. 
1.3 Aspectos Gerais da Doença 

 

O ciclo er it rocít ico do parasito  é responsável pela patogenia e  

manifestações da doença que se caracterizam por padrões clínicos 

(paroxismo) tais como febre a lta,  ca lafr io s,  sudorese e cefa léia,  como 

conseqüência da ruptura das hemácias infectadas com esquizontes e do  

processo inflamatório  sistêmico decorrente do mater ial or iundo desta 

ruptura.   

De um modo geral,  as formas clínicas mais graves são causadas 

por P.falciparum ,  onde o quadro clínico  pode evo luir para formas de 

malár ia complicada, at ravés de outros processos fis iopato lógicos levando  

a malár ia cerebral,  anemia,  edemas, malár ia gestacional,  insufic iência 

renal aguda dentre outras (Brasil,  2006).   

O ciclo de vida da malár ia (Figura 3) é iniciado quando a fêmea de 

mosquito  do gênero Anopheles exerce hematofagia em um hospedeiro 

humano, durante seu repasto sanguíneo, contendo formas sexuadas 

maduras denominadas gametócitos femininos e masculinos.  No estômago 

do mosquito  o  gametócito  masculino sobre exflagelação originando  

gametas masculinos ou microgametas,  e  o gametócito  feminino so fre 

maturação formando gameta feminino ou macrogametas.  O microgameta 

fert iliza o  macrogameta e  a fusão desses do is forma zigoto,  que após 

tornar-se móvel é chamado oocineto.  O oocineto fixa-se na parede do  

estômago, entre as células epitelia is,  sendo denominado oocisto  dentro 

deste formam-se muitos esporozoítos,  que são as células elongadas e 

móveis com um núcleo central,  que,  após a liberação na cavidade 

corpórea do mosquito  alcançam as glândulas salivares tornando-o 

infect ivo. Quando o mosquito  novamente,  realiza o  repasto sanguíneo, os 

esporozoítos são injetados na corrente circulatór ia.  Após um tempo 

máximo de 30 minutos,  os esporozoítos entram nos hepatócitos e inic iam 

o processo de divisão assexual conhecido como esquizogonia pré –  

er it rocít ica.  Após 12 a 15 dias os esquizontes rompem as células e  

liberam merozoítos na circulação (Per lmann & Troye Blomberg.,  2002).   
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Os merozo ítos invadem célu las vermelhas no sangue e 

t ransformam-se em trofozo ítas jovens ou anéis.  Quando começam a 

crescer e seu citoplasma torna-se mais irregular,  são denominados 

t rofozo ítas maduros que após a esquizogonia contem vár ios merozo ítas 

em seu inter ior.  Após o término de divisão o esquizonte rompe a hemácia 

e os merozoítas liberados na corrente circulatória invadem novas 

hemácias e fazem novo ciclo er it rocít ico (Rey, 2002).  

Esta liberação de parasitas na circulação é responsável pelo  

aparecimento dos sintomas devido à liberação de fatores do parasito ,  tais  

como hemozo ína,  âncoras glicosilfosfat idilinosito l (GPI) e metabó litos 

oriundos da clivagem celular que est imulam a reação inflamatória  

sistêmica com a produção de citocinas pró-inflamatór ias.   A duração do 

ciclo er it rocít ico determina a per iodic idade desses sintomas, var iando  

entre as espécies de Plasmodium  (Amino et al . ,  2006).   

Após algumas gerações de merozoítas alguns se diferenciam em 

formas sexuadas (gametócitos) sofrem maturação e são inger idos por 

fêmeas de anofelinos durante o  repasto sangu íneo, fechando o ciclo  

(Amino et al . ,  2006).  
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1.4 Genes Polimórficos em Plasmodium  

 

A existência de cepas de P. vivax  e  P.falciparum  tem sido  

documentada ao longo dos últ imos 100 anos.  A manifestação de cepas 

resistentes ao t ratamento com drogas ant imalár icas é um exemplo  

evidente do surgimento de novas formas do paras ito  em resposta à  

seleção, e só em tempos relat ivamente recentes,  entretanto,  que a 

verdadeira extensão dos po limorfismos genét icos em populações naturais 

de parasitas tornou-se evidente.  Formas elet roforét icas de enzimas 

estavam entre os primeiros marcadores bioquímicos usados para 

diferenciar iso lados de Plasmodium  (Carter,  1973),  esse método fo i 

complementado por elet roforese bidimensional para diferenciar formas 

alélicas de proteínas,  at ravés do ponto isoelét r ico e tamanho molecular,  

cerca de 20 proteínas de P.falciparum  poderam ser d iferenciadas 

(Fenton, 1985).  Métodos sorológicos,  especialmente aqueles que ut ilizam 

Figura 3: Ciclo de vida da malária  

                                                                                                                       Fonte: WHO, 2009. 
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ant icorpos monoclonais também foram extremamente valio sos para 

diferenciar formas var iantes de ant ígenos iso lados de campos (McBride 

et al . ,  1985).  Em tempos mais recentes,  a ident ificação de genes e  

seqüências de Plasmodium  levaram ao amplo uso de metodologias 

baseadas no DNA, especialmente Reação em Cadeia da Po limerase (PCR) 

para obter marcadores genét icos,  e  isso tornou-se o método de esco lha 

para estudos de campo sobre a diversidade genét ica.  A pr inc ipa l 

vantagem do método da PCR é que pode ser aplicado sobre parasitas em 

pequenas amostras de sangue ou mesmo em mosquitos sem necessidade 

de uma cultura parasitár ia.  Através dessa técnica fo i possível ident ificar  

alguns genes const ituintes da superfície  do merozoíto  em Plasmodium 

falciparum ,  como a Proteína 1 de Superfície do Merozo íto  ,  Proteína 2 de 

Superfíc ie do Merozo ito  (MSP1, MSP2) (Kimura et  al . ,  1990),  Proteína 

r ica em glutamato (GLURP) (Borre et al . ,  1991),  a Proteína 

circunsporozoito  (CSP) (Arnort  et al . , 1993) e microssatélites de 

seqüências de DNA repet idas,  que var iam em número de ale los diferentes 

(Su & Wellems, 1996).  Ale los desse t ipo diferem em tamanho e podem 

ser facilmente dist inguidos pela elet rofo rese de seus produtos de PCR 

amplificados em gel de agarose.  Var iação da seqüência entre os alelos de 

MSP1 e MSP2 podem ser detectadas usando seqüência de pr imers 

específicos em reações de PCR ou por hibr idização de seqüências at ravés 

de sondas específicas para os produtos da PCR amplificados (Babiker et  

al . ,  1994).   

A extensão destes genes po limórficos nas populações de parasit as 

aumenta a diversidade ant igênica das cepas circulantes de modo que a 

imunidade adaptat iva é cepa espec ífica.  Este fenômeno representa o  

grande entrave para desenvo lvimento de uma vac ina ant i -  malár ica 

efet iva (Su et al . ,  1997).  

 

1.5 Recombinação genética 

 

Toda a var iação genét ica se or igina ou por mutação genét ica ou 

por recombinação. Este últ imo é o  principal mecanismo para a geração  

de formas de um organismo  com novos genót ipos.  Em eucar iontes,  a  
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recombinação ocorre pr incipalmente na meiose e muito mais raramente 

na mitose.  No Plasmodium,  a meiose ocorre na formação do zigoto. Em 

termos gerais,  a meiose permite (I) uma var iedade independente de genes 

em cromossomos diferentes,  (II)  croosing - over entre genes ligados no  

mesmo cromossomo, e (III) eventos de recombinação int ragênica.  Os 

mecanismos I e II  dão origem a formas com novas combinações de genes,  

tais como duplicações e  deleções enquanto (III) é um mecanismo de 

geração de novos alelos dos genes.  O parasito  da malár ia  é hapló ide para 

a maior ia  de seu ciclo  (Walliker et al . ,  1975),  com um único estágio  

dipló ide sendo o zigoto formado pela união de gametas no mosquito .  No 

caso de o mosquito  exercer hematofagia contendo gametócitos de apenas 

um único clone, somente a autofecundação poderá acontecer devido os 

gametas serem genet icamente idênt icos,  produzindo zigotos 

homozigót icos.  Se ocorrer gametócitos de mais de um clone podem 

ocorrer eventos de passagem, resultando em recombinação  

heterozigót icas (Figura 4).  A Recombinação meiót ica não deverá ter  

grandes efe itos genét icos nos homozigotos porque ambos os alelos de 

todos os genes são idênt icos,  no entanto,  processos como a replicação de 

derrapagem e crossing-over desigual poder iam resultar em situações 

como novos ale los que apresentam var iações no número de unidades 

repet idas,  visto  em alguns genes.  Em heterozigotos,  entretanto,  a 

recombinação meiót ica inevit avelmente leva à produção de formas 

hapló ides recombinantes (Figura 4) (Sherman, 1998).  

Estes eventos ocorrem dependentemente do índice de t ransmissão  

de malár ia em áreas hipo ou hiperendêmicas.  Em áreas de baixa 

endemic idade é mais provável que a formação de novos alelos ocorra por 

processos de autofecundação acontecendo preferencialmente at ravés de 

deleção ou duplicação de seqüências gênicas do que t rocas entre 

diferentes alelos.  Este últ imo deve ser mais encontrado, provavelmente,  

em áreas de alta endemic idade onde vár ios estudos observaram 

mult ic lona lidade de cepas em pacientes infectados por Plasmodium 

falciparum  ou Plasmodium vivax .     
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A hipótese acima pode ser evidenciada por pesquisa de genót ipos 

em estudos de est rutura populacional.  Exame de parasitas não clonados 

em uma amostra de sangue fornece apenas informações limitadas sobre o  

número de clones presentes.  Se o único lócus po limórfico é examinado e,  

por exemplo, t rês ale los são vistos,  o  número mínimo de clones presentes 

deve ser de t rês.  No entanto,  se um segundo lócus examinado t iver na 

mesma amostra,  por exemplo, do is alelos,  o  número de clones sobe para 

seis,  desde que há seis combinações possíve is dos ale los em cada lócus.  

O número preciso de clones só pode ser determinado at ravés do  

iso lamento e caracter ização de clones individuais de tais iso lados.  A 

Figura 4: Herança de genes cromossômicos em parasitas da malária.  (1) Esporozoítos homozigotos derivados da 
autofecundação de gâmetas do clone A, (2,3) esporozoítos heterozigotos derivados do cruzamento entre os clones 
A e B, (4) esporozoítos homozigotos derivados da autofecundação de gametas do clone B.  

                                                                                                                                                  Fonte: (Sherman, 1998) 
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composição clonal em um determinado paciente pode mudar ao longo do 

tempo, mesmo de dia para dia.  Por exemplo, Farnert  e colaboradores em 

1997 estudaram amostras diár ias de P. falciparum  em cr ianças 

assintomát icas res identes de uma aldeia em uma área da Tanzânia,  onde a 

malár ia é altamente endêmica,  ut ilizou-se a técnica de PCR para 

examinar alelos dos genes MSP1 e MSP2 e GLURP (Figura 5),  na 

maior ia dos casos,  os padrões complexos de infecções mult iclonais fora m 

encontrados.  Uma descoberta part icularmente surpreendente fo i a de que 

algumas cr ianças t iveram mudanças em genót ipos de cada 24 h,  por 

exemplo, parasitas ident ificados nos dias 1 e  3 foram semelhantes entre 

si mas difer iram daqueles observados nos dias 2 e 4.  A explicação mais 

provável para essa mudança fo i que as diferentes cepas de parasit as 

foram submet idas a seqüestro em dias alt ernados,  ainda nesse estudo fo i 

observado quem em muit as pessoas até t rês genes ale los de novos 

parasit as foram observados,  durante o  per íodo de 2 semanas.  

 

 Figura 5: Método para analisar os cruzamentos entre os clones de parasitas da malária.  

                                                                                                                    Fonte: (Sherman,1998). 
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Outros estudos longitudina is foram fe itos em pacientes com 

int ervalos de tempo mais longo, Daubersies e co laboradores 1996,  

analisaram os alelos MSP1 e MSP2 de P.falciparum  de pacientes em duas 

aldeias no Senegal,  que t inham diferentes taxas de t ransmissão de 

malár ia durante os per íodos de 3 meses onde, amostras de sangue foram 

co letadas a cada 2 semanas e,  pelo menos onde, cinco clones foram 

presentes em alguns casos.  Flutuações de alelos também foram 

observadas em amostras co lhidas em alguns pacientes a 2 a  4  int ervalos 

de dias.  Em Pikine,  um subúrbio de Dakar,  onde a t ransmissão fo i 

sazonal,  foram ret iradas amostras de t rês pessoas,  cinco vezes ao longo  

de um per íodo de 5 semanas durante a estação seca,  nestas infecções,  os 

alelos de cada gene semelhantes foram observados em cada amostragem,  

mostrando que os clones persist iram ao longo deste per íodo (Sherman.,  

1998).  

Estudos sobre a est rutura populacional de P.vivax  era até 2008 

prejudicado pela falta de informação sobre o genoma do parasita.  Porém 

agora com o genoma do P.vivax  completo,  novos marcadores poderão ser  

ut ilizados ao lado daqueles já conhecidos.  Antes do genoma, pesquisas 

têm sido realizadas a respeito  da var iação de alelos de do is genes,   

PvCSP e o homólogo PvMSP1. Análise de iso lados de P.vivax  em Papua 

Nova Guiné,  Brasil,  Sr i Lanka, Tailândia,  Filipinas e China revelou a 

heterogeneidade ampla destes genes.  A diversidade alé lica de PvCSP 

geralmente não é tão grande como o observado no PvMSP1 (Del Port illo  

et al . ,  1991).  Outros estudos realizados na China e nas Filipinas,  

revelaram idênt icos ale los PvCSP em três dos seis iso lados chineses e  

seis de sete filip inos iso lados,  em cada caso, os parasitas presentes nos 

iso lados difer iram no lócus PvMSP1 e por isso não foram considerados 

clones do mesmo parasit a (Mann et al . ,  1994).  A taxa de infecções 

mult ic lona is por P.vivax  parece à pr imeira vista,  ser infer ior ao P.  

falciparum ,  no entanto,  devido à diversidade limit ada de alguns genes,  o  

número de lócus incluídos na análise precisa ser levado em conta.  Por 

exemplo, em Papua Nova Guiné,  38% das infecções por P.vivax foram 

mult ic lona is usando PvMSP1, mas essa porcentagem sobe para 65% em 

dois outros locais que foram incluídos na análise (Ko lakovich et al . ,  
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1996).  Um grande estudo realizado na Índia,  ut ilizando t rês enzimas 

polimórficas conclu iu que 20% dos iso lados foram P.vivax  mult iclonais 

(Joshi et  al. ,  1997).  Parece haver nenhuma diferença significat iva na taxa 

de infecção mult iclonal entre os tempos de t ransmissão de baixa e alt a,  

nem qualquer diferença nas freqüências alélicas ao longo dos 8 anos de 

estudo (Sherman.,1998).  

 

 

1.6 Vacina contra a malária  

 

Vár ias protozooses const ituem-se em grandes problemas de saúde 

pública no mundo, e dentre elas a malár ia é a que t raz maiores 

preocupações pela prevalência e morbidade, sendo incluída pela 

Organização Mundial da Saúde entre as seis endemias pr ior itár ias para 

invest imento em pesquisa.  No Brasil,  a malár ia ao lado de leishmanioses 

está em processo de expansão, porém o seu controle total pela 

int ervenção no seu ciclo  bio lógico é difícil ou não realizável,  não só 

pelas condições sócio-econômicas da população sob r isco,  mas,  porque 

envo lvem elementos como insetos vetores cujo controle ou eliminação  

são racionalmente irrealizáveis.  A vacina,  portanto,  é uma ferramenta 

que poder ia contr ibuir efet ivamente para esse controle (Lindoso.,2000).   

Há muitas pesquisas em desenvo lvimento visando vacinas contra 

malár ia,  porém não há produtos liberados para uso na população geral.  

Há vár ios fatores que result am nesta sit uação atual,  um dos fatores é  

decorrente da complexidade do ciclo biológico onde o parasito  toma 

formas morfo lógicas diversas,  este fato  leva ao envo lvimento de 

ant ígenos diversos nas vár ias fases do ciclo .  Além disso,  os parasito s 

têm a capacidade de modificar as moléculas de seus ant ígenos,  var iação  

ant igênica,  diante de uma resposta imune protetora (Stoute et al .,  1998).   

Para o  desenvo lvimento de qualquer vacina o ponto de part ida é a  

constatação da possibilidade de induzir imunidade no hospede iro contra 

a infecção em questão.  Na malár ia  esta evidência fo i ver ificada há mais 

de 30 anos em animais exper imentais e em homens imunizados co m 

esporozoítos atenuado (Nussensweig et al . ,  1967),  porém, não sendo  
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fact ível o  uso destes como vac ina,  pela impossibilidade de produção em 

grande esca la de esporozoítos dentre outras questões prát icas,  iniciou-se 

a busca de outros imunógenos obt idos ut ilizando tecno logias bioquímicas 

e de bio logia molecular avançadas.  Vacinas vo ltadas para a fase pré-

er it rocít ica que tem o esporozoíto  como alvo ou que impeçam a invasão  

do hepatócito  pelo parasito ,  ou ainda que o eliminem durante a  

esquizogonia dentro do hepatócito  são interessantes por bloquear a  

infecção no seu início,  porém, a sua eficácia há de ser abso luta 

considerando que escape de um único parasito  pode levar à fase 

er it rocít ica da infecção com suas conseqüências patológicas.  Ao lado de 

estudos visando esta fase pré-er it rocít ica,  duas outras linhas de pesquisa 

são desenvo lvidas tendo como alvo a fase er it rocít ica e o  bloqueio da 

t ransmissão, esta últ ima visando impedir o  desenvo lvimento do parasito  

dentro do inseto vetor com indução de ant icorpo no hospedeiro que ter ia  

efeito  dentro do tubo digest ivo do inseto, inter fer indo na reprodução do 

parasito  (Ling et al . ,  1994).  

Na busca de imunógenos candidatos à vacina,  pr inc ipalmente 

quando se buscam molécu las sintét icas,  o  conhecimento do mecanismo  

imune protetor é essencial.  A proteína que cobre o esporozoito  é 

conhecida como Proteína do Circunsporozoíto  do inglês 

“circunsporozoite protein” (CSP).  O epítopo B imunodominante desta 

proteína é  a porção central repet it iva NANP encontrada no P.  

falciparum ,  mas presente e conservada nas diversas espécies de 

Plasmodium .  Em um estudo, o gene da CSP fo i clonado (Dame et al . ,  

1984) e,  subseqüentemente,  foram obt idos produtos recombinantes 

(Ballou et al . ,  1987) e sintét icos (Herr ingnton et al . ,  1987) considerados 

seguros para uso em seres humanos,  porém, estudos clínicos não  

mostraram proteção além de 20 – 30% (Ballou et al . ,  1987, Guiguemende 

et al . ,  1990, Fr ies et al . ,  1992).  Segundo Stoute e co laboradores (1997),  

uma formulação que consiste de proteína de fusão de uma porção da CSP 

e ant ígeno de superfície da hepat ite B (HBsAg),  denominada RTS.S, fo i 

testada em vo luntár ios humanos com adjuvantes diversos e  

imunoest imulantes.   Result ados inic iais com RTS.S em emulsão água e 

óleo acrescida de imunoest imulantes monofosfor il lip íd io A e QS21 
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despertaram entusiasmo por confer ir  proteção em seis dos sete 

indivíduos vacinados quando desafiados com mosquito  infectado por P. 

falciparum  t rês semanas após a terceira dose da vacina.  No entanto, 

quando cinco destes indivíduos e outros dois que receberam outro t ipo de 

adjuvante e que mostraram proteção inicial foram desafiados novamente 

após 6 meses,  cinco desenvo lveram infecção (Stoute et al . ,  1998),  

abortando prosseguimento para a fase III da vacina.   

Epítopos da fase er it rocít ica também são objeto de intenso estudo e 

há 25 anos fo i observada proteção de macacos injetados com merozo itos 

de P. knowlesi  e P.falciparum  ut ilizando adjuvante completo de Freund 

(Mitchel & Cohen 1975, Sidiqqi 1977).  A Proteína 1 da superfície  de 

merozo ito   (MSP-1) de P. yoelii  fo i pur ificada com ant icorpo monoclona l 

e esta induziu imunidade em camundongo contra a infecção com o 

parasito  homólogo (Holder & Freeman 1981); proteína homóloga de 

MSP-1 também fo i encontrada em outras espécies de Plasmodium  

inc luindo P. falciparum  (Ho lder  et al . ,  1985).  Ut ilizando proteína de 

fusão MSP-1 - glutat iona S t ransferase fo i possível proteger camundongo  

à infecção por P. yoelii (Ling et al . ,  1994) e MSP-1 recombinante de P.  

falciparum  induziu proteção em  macacos Aotus (Kumar et al . ,  1995).  

Proteína de fusão de MSP-1 e epítopo T do toxóide tetânico fo i para 

teste de fase I em seres humanos e observaram-se algumas reações 

adversas,  recomendando-se maior cautela no uso (Keit el et al . ,  1999).   

Constatando-se que a imunidade dir igida exclusivamente a uma 

fase do ciclo  do parasito  dificilmente levar ia a uma proteção efet iva,  

vár ios compostos combinando epítopos de diferentes fases do ciclo  do  

parasito  foram elaborados para estudo. O mais estudado é o  SPf66,  

desenvo lvido na Co lômbia,  que contém a seqüência PNAMP do CSP da 

fase pré-er it rocít ica e t rês ant ígenos da fase er it rocít ica incluindo um 

epítopo do MSP-1, que mostrou efeito  protetor parcial quando testado no 

macaco e em vo luntár ios humanos (Patarroyo et al . ,  1987, Patarroyo et  

al . ,  1988).   

Numa abordagem diferente da obtenção simples de proteínas 

recombinantes para uso como vacina,  alguns compostos são resultantes 

de inserção de segmentos de gene que codificam para proteínas do 
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parasito  de interesse em microrganismos que por si só suscit am resposta 

imune que possam contr ibuir na imunização com o composto vacinal.  

Uma destas preparações é o  NYVAC-Pf7 que não só associa epítopos de 

fases diferentes do ciclo  do parasito ,  mas,  estes são expressos pelo vírus 

da vaccinia NYVAC. Foram inser idos neste vírus genes que codificam 

para proteínas expressas por parasitos na fase de esporozoito  (CSP e 

PfSSP2),  fases hepát ica (LSA1),  er it rocít ica (MSP1, SERA, AMA1) e 

sexuada (Pfs25).  Não tendo observado  nenhum efe ito  colateral da 

NYVAC-Pf7 em macaco Rhesus,  fo i testado em vo luntár ios humanos em 

teste de fases I  e II .  Houve indução tanto da resposta humoral quanto 

celular a diferentes componentes ant igênicos,  mas,  somente retardou o 

aparecimento da paras itemia,  não induzindo proteção (Ockenhouse et al . ,  

1998).   

Vacina de DNA é uma outra possibilidade explorada tendo como 

vantagem a facilidade na sua obtenção e indução de resposta de células 

T, principalmente CD8+ além da persistência no hospedeiro com 

est imulação imune por per íodo pro longado. DNA de CSP de P. yoelii  

(PyCSP) fo i testada em camundongos BALB/c confer indo proteção 

parcial dependente de células T CD8+.  DNA de CSP de P. falciparum  

fo i testada em vo luntár ios humanos quanto à toxicidade e segurança.  

Num estudo em que se combina o uso de DNA de PyCSP e um 

recombinante const ituído por vírus da vaccinia contendo segmento de 

gene de PyCSP observa-se melhor proteção e produção maior de 

ant icorpos com o uso inic ial de DNA seguido de recombinante como 

reforço do que o uso de duas doses de vacina de DNA (Sedegah et al . ,  

1998).  

Embora o P. vivax  seja  considerada uma espéc ie importante do 

ponto de vista  epidemio lógico pela frequência,  os estudos para o  

desenvo lvimento de vacina com esta espécie de Plasmodium  ocorrem 

numa escala mais modesta.  Os estudos mais avançados são de testes em 

vár ias espécies de pr imatas não humanos com d iferentes compostos 

vacinais.  O pr imeiro teste em pr imata foi com esporozoito  atenuado e 

com o ant ígeno recombinante de CSP de P. vivax ,  observando-se 

produção de ant icorpos e proteção em alguns e pro longamento do 
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per íodo prepatente em outros (Collins et al . ,  1989).  A imunogenicidade 

de pept ídeos da proteína da fase er it rocít ica MSP-1 de P. vivax  vem 

sendo estudada (Damangel et al . ,  1996) e Perera e  co laboradores 1998,  

viram que no modelo de pr imata infectado com P. cynomolgi ,  

considerado similar à infecção humana por P. vivax ,  fo i ut ilizado  

ant ígeno recombinante de MSP-1 de P. cynomolgi  em baculovírus 

obtendo-se proteção grande que não se alterou após seis meses.  O pape l 

protetor espécie-específico do ant ígeno MSP1, observado pr incipalmente 

em estudos envo lvendo a espécie P. falciparum  fortalecem a MSP1 como 

forte candidata a vacina ant imalár ica (Mertens et  al . ,  1993),  já  que sua 

importância bio lógica na invasão do merozo íto in vit ro  e o  efeito  de 

ant icorpos inibitór ios a  penetração do parasita  no er it rócito  já são bem 

conhecidos at ravés de estudos (Holder et al . ,  1999).  

 

 

1.7 Proteína de Superfície do Merozoíto  

 

O ant ígeno MSP-1 é uma proteína de superfície  do merozo íto 

presente tanto em P. falciparum  quanto em P. vivax  e apresenta um 

padrão genômico e genét ico comum. Em relação ao genômico tem sido  

demonstrado à est rutura gênica da MSP-1 a existência de regiões 

conservadas,  semiconservadas e po limórficas.  Genet icamente os blocos 

conservados do gene MSP-1 apresentam dimorfismo genét ico.  Em 

relação à MSP-1 de P. vivax ,  Del port illo  e co laboradores mostraram 

pela bio logia mo lecular a presença de dois ale los MSP-1 presentes no  

Brasil,  em Belém e Salvador (Mertens et al . ,  1993).  Essas glicoproteínas 

são acopladas à superfície  dos merozoítos at ravés de âncoras GPI e 

compreendem mot ivos repet it ivos que var iam em seqüência e número de 

repet ições.  

A ocorrência de po limorfismos nesses mot ivos,  os qua is 

apresentam epítopos imunodominantes para células T e B, ou a simples 

var iação no número de repet ições,  parece contr ibuir para o  escape imune 

do parasito  (Anders et al . ,  1994).  Realmente,  ant icorpos naturalmente 

adquir idos são capazes de dist inguir entre mot ivos repet it ivos dist intos 
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de ant ígenos pertencentes à mesma família alé lica (Ranford-Cartwr ight ,  

et al . ,  1996; Da Silveira et al . ,  1999; Tonhoso lo et al . ,  2001),  mesmo se 

a diferença entre eles residir  somente no número de vezes em que um 

mesmo mot ivo se repete (Tonhoso lo et al .,  2001).   

O gene que codifica esta proteína apresenta-se em cópia única e 

possui um pept ídeo de 1796 aminoácidos (Del Port illo  et al . ,  1991).   É  

sintet izada com um precursor de 200-250 kDa (Undagama et al . ,  1989).  

Sofre do is processos de proteólise (Figura 6) no pr imeiro dividindo-se 

em do is fragmentos,  um contendo 506 aminoácidos,  denominada região  

N-terminal.  O outro fragmento contendo 111 aminoácidos que 

corresponde a 42 kDa (Sakai et al . ,  2003).  Na segunda proteólise uma 

parte equivalente a 19 kDa não tem papel de ligante,  porem a proteólise 

é importante para a invasão, pois ant icorpos que bloqueiam a proteólise 

estão associados a inibição da invasão in vit ro  (Blackmam et al . ,  1990).  

 

 

Dentre as proteínas de estágio sanguíneo de Plasmodium ,  a  

proteína 1 de superfície  do merozo íto  tem sido estudada intensivamente 

como um potencial alvo para proteção imuno lógica.  Sua função está  

relacionada ao processo de invasão do erit rócito ,  pois estudos de Ho lder  

e co laboradores (1994) demonstraram que ant icorpos denominados 

inibitór ios do processamento do precursor impediam a invasão das 

hemácias pe lo merozoíto  do  P.falciparum.  A invasão dos er it rócitos 

pelos merozo ítos é fundamental para o  estabelecimento e manutenção da 

infecção malár ica em um indivíduo (Cowman et al . ,2001),   como esse 

Figura 6: Processamento MSP1 

                                                                                                                  Fonte: Sakai et al., 2003) 
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estágio do parasit a se encontra na circulação sanguínea ele se torna um 

potencia l alvo para ação de vacinas.  

Em um estudo realizado com uma população r ibeir inha da 

Amazônia legal,  Portuchuello  (RO) onde se,  ident ificaram pacientes 

assintomát icos e  sintomát icos,  a aquis ição natural de ant icorpos avaliada 

contra uma proteína recombinante correspondente a  região N terminal do  

MSP1 de P.vivax  passou a ser considerada uma importante candidata à  

vacina ant i -  malár ica (Nogueira et al,  2006).   Nesse mesmo estudo, 

dados mostraram que pacientes assintomát icos apresentavam ant icorpos 

IgG3 contra a  região N-termina l da MSP1 de P.vivax,  no entanto,  soros 

de alguns indivíduos assintomát icos não reconheceram a proteína 

recombinante N-term MSP1 construída a part ir  de DNA da cepa Belém.  

Assim, a var iabilidade das regiões po limórficas poder ia ser explicação  

para o  não reconhecimento por parte de alguns assintomát icos.   

Cons iderando-se que a aquisição de imunidade contra os 

plasmódios humanos em áreas alt amente endêmicas tem sido fortemente 

at ribuída à cont ínua exposição ao parasit o ,  é sabido que esta imunidade 

esteja associada com aquisição de repertório  de ant icorpos contra 

ant ígenos do parasito  com o elevado po limorfismo (Day & Marsh, 1991,  

Tetteh et al  2005; Nogueira et al  2006,).  Embora alguns estudos venham 

sendo conduzidos no Brasil com a fina lidade de caracter izarem 

genet icamente iso lados de parasitos que circulam em regiões de 

t ransmissão, não existe nenhum estudo no entorno de Manaus no estado 

do Amazonas,  havendo somente estudos de Del Port illo  e Urbano em 

iso lados de Rondônia (Del Port illo  et al. ,  1991; Mancilla  et al . ,  1994; Da 

Silve ira et al. ,  1999;).  Portanto, a análise genot ípica dos iso lados que 

pretendemos realizar em zonas per ifér icas de Manaus deve fornecer  

informações sobre os alelos e a dinâmica de t ransmissão dos mesmos. 
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2. OBJETIVO 

O presente projeto visa analisar a estrutura gênica e a diversidade alélica de 

isolados de P.vivax circulantes no entorno de Manaus baseando-se em três seqüências 

gênicas correspondentes aos blocos polimórficos 2, 6 e 10 do gene MSP1. 

 

 

2.1 Objetivos Específicos 

� Determinar a seqüência gênica de três blocos polimórficos do gene PvMSP-1; 

� Avaliar as seqüências e compará-las com as já disponíveis em banco de dados; 

� Determinar a freqüência das seqüências do gene PvMSP-1 e agrupá-las na forma 

de cladograma para determinar o repertório gênico dos isolados circulantes nas 

regiões de coleta. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 População e Área de Estudo: O estudo fo i realizado com amostras 

sangu íneas posit ivas para malár ia,  causada por P.vivax ,  de pacientes 

atendidos na Fundação de Medic ina Tropical de Manaus – AM,  

residentes no entorno de Manaus,  no qual diagnóst ico por PCR “Rea l 

Time” e lâmina de gota espessa foram ut ilizados para detecção e 

constatação da parasit emia.  

 

3.2 Coleta e Considerações Éticas:  Dispondo das informações de 

diagnóst ico,  foram convidados para part icipar indivíduos que t iverem 

resultado de (Reação em Cadeia da Po limerase) PCR ou lâmina gota 

espessa posit ivos para “malár ia  vivax”.  Os mesmos ou seus 

representantes responderam um quest ionár io  epidemio lógico e assinaram 

um termo de consent imento livre e esclarecido aprovado pelo  Comit ê de 

Ét ica da Universidade Federal do Amazonas sob CAAE: 3640.0.000.115-

07. 

 

3.3 Processamento das Amostras e Extração de DNA:  A extração de 

DNA fo i fe ita  at ravés do Kit  comerc ial Charge Switch gDNA 50-100ul  

Blood kit  (Invit rogen),  conforme inst ruções do fabr icante.     

  

3.4 Primers e PCR: Para realizar análise do po limorfismo foram 

ut ilizados os pr imers do estudo de Bastos e colaboradores (2007),  Bloco 

2 pvF1 (5’CTCTGACAAAGAGCTGGAC3’) pvR9 

(5’GCTCCTTCAGCACTTTCACGCG 3’),  Bloco 6 pvF4 ( 5’ 

TACTACTTGATGGTCCTCAAAAG 3’), pvR6 (5’GTGCTTGTGACATGCGTA 3’), 

Bloco 10 pvF7 (5’CCTTAAGAATACCGAGATTTTGCTGAAG 3’) pvR3 

(5’GCGATTACTTTGTCGTAG 3’) na concentração de 10 pM. Para o preparo da 

reação foram utilizados: Tampão 10X, DNTP 100 µM, Mgcl 1,5 Mm e Taq Polimerase 

1 U, nas seguintes condições: 95o 5Min. 1X, 94º 1Min., 630 1Min., 72o 1Min., 36X, 72º 

1X 10Min. As amostras foram visualisadas em gel de agarose 1%. 
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3.5 Purificação de amostras de DNA genômico em gel de agarose: Os produtos de 

PCR amplificados em gel de agarose, foram purificados utilizando o Kit comercial de 

Purificação QIAquick Gel Extraction  - QIAGEN, conforme instruções do fabricante. 

3.6 Sequenciamento dos produtos de PCR: Os produtos foram analisados em 

seqüenciador automático de DNA MegaBace 1000 da FIOCRUZ/BA, pelo método de 

terminação da cadeia ou dideoxi Cada amostra foi seqüenciada pelo menos 3 vezes. 

3.7 Análise das seqüências: Os eletroferogramas oriundos do seqüenciamento foram 

visualizados e editados pelo SeqMan II do pacote Lasergene versão 4.05 (DNAStar). As 

seqüências dos produtos da PCR foram comparadas com seqüências depositadas em 

bancos de dados disponíveis no GenBank (National Center for Biotechnology 

Information), através do Blast-p do inglês “Blast Protein” Alinhamentos foram 

realizados entre as seqüências resultantes dos blocos 2, bloco 6 e bloco 10 do gene 

MSP-1 com outras seqüências do mesmo gene depositadas no GenBank, utilizando os 

programa EditSeq e MegAlign do pacote Lasergene versão 4.05 (DNAStar). A partir 

destas seqüências foram construídas árvores filogenéticas, utilizando o programa Mega 

line, também do pacote Lasergene. As árvores filogenéticas foram comparadas às 

tabelas de percentual de similaridade e divergência entre seqüências alinhadas, através 

do Megaline.  
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4. RESULTADOS  

4.1 Amostras do gene MSP1 com PCR positivo 

Obt ivemos 130 amostras diagnost icadas posit ivas por gota espessa para 

P.vivax  pela Fundação de Medicina Tropical da cidade de Manaus - AM, indivíduos 

procedentes do entorno de Manaus.   

Das 130 amostras oriundas da Fundação de Medic ina Tropical,  obt ivemos 73 

amostras posit ivas para o  bloco 2 na PCR,  onde fo i possível ver ificar var iações nos 

tamanhos dos fragmentos amplificados.  Ut ilizamos um p lasmídio (ICB2-5) e (ICB-

10) contendo uma construção gênica correspondente à região N-termina l do gene 

MSP-1 do iso lado Belém, cedido gent ilmente por Dr.  Hernando Del Port illo  para 

ser usado como controle da reação da PCR. Para os blocos 6,  fo i feita PCR em 100 

amostras sanguíneas e dessas 61 foram posit ivas,  onde também fo i observado a 

var iação no tamanhos dos fragmentos.  Já para o  bloco 10 fo i feit a PCR em 70 

amostras e 61 foram posit ivas,  houve var iação nos fragmentos.  

Bloco 2                                                           Bloco 6 

                 

Bloco 10 

Bloco 10                                                       Bloco 10 

                  

 

 

 

 

Figura 8: Amostras positivas no PCR bloco 6 
com fragmentos com tamanhos 470 a 515 PB. 

Figura 9 e 10: Amostras positivas no PCR bloco 10 com fragmentos com tamanhos 
500 a 615 PB. 

Figura 7: Amostras positivas no PCR bloco 2 
com fragmentos com tamanhos 473 a 515 PB. 

500 PB 

500 PB 

500 PB 

500 PB 

500 PB 

500 PB 
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4.2 Variações no tamanho dos fragmentos de bandas visualizados em gel de agarose 

4.2.1 Bloco 2 

A tabela abaixo mostra a var iação dos fragmentos amplificados da região 2 

(bloco 2) e visualizados em gel de agarose os fragmentos var iaram de tamanho 

sendo < 500 pb (�490 pb)  a � 500 pb (com var iações de �  500 a 600 pb),  suger indo 

diferenças nos genót ipos amplificados.  As var iações de tamanhos dos fragmentos 

de PCR obt idas aqui também foram detectadas por estudos de Bastos e Urbano em 

2007, na reg ião do Acre.  

 

 Tabela 1: Variação no tamanho dos fragmentos de bandas do bloco 2 do gene MSP1 visualizados em gel de 
agarose. 
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Os diferentes tamanhos dos produtos obt idos na reação de PCR do Bloco 2 já  

evidenciam a diversidade genét ica da população de parasit as (Tabela 1).  Contudo 

pôde-se ver ificar o  predomínio de um dos produtos,  de 500pb. Estes dados 

func ionam como um marcador importante para a est rutura populacional dos 

parasitos circulantes.   

4.2.2 Blocos 6  

Notamos duas variações nos tamanhos dos fragmentos no bloco 6 de 500 pb e > 500 pb (� 

530 pb) . Apesar da pequena variação do bloco 6, esses produtos de PCR são sugestivos de isolados  

polimórficos.           

 

 

 

 

Tabela 2: Variação no tamanho dos fragmentos de bandas do bloco 6 do gene MSP1 visualizados em gel de 
agarose. 
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 4.2.3 Bloco 10 

No bloco 10 verificamos variações entre 500 a > 500 pb (� 600 pb), sendo que a altura 500 

pb foi mais encontrada (Tabela 3). Esses dados também indicam indícios de polimorfismos devido 

aos diferentes tamanhos dos produtos amplificados. 

Novamente os resultados obtidos com os produtos do bloco 10, onde os mesmos foram 

únicos, corroboram os dados dos blocos 2 e 6 indicando infecções por  populações monoclonais.  

                     

 

 

   

 

 

Tabela 3: Variação no tamanho dos fragmentos de bandas do bloco 10 do gene MSP1 visualizados em gel de agarose. 
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4.3 Isolados positivos comparados a negativos de acordo com a amplificação de cada bloco 

A Tabela 4 mostra resultados da amplificação dos produtos de PCR para os três blocos 

estudados em todas as amostras, distinguindo-as daqueles que foram positivos ou negativos para um 

bloco.  

Dos 61 isolados, trinta e seis foram positivos para o bloco 2, trinta e cinco foram positivos 

para o bloco 6 e quarenta e três foram positivos para o bloco 10. Pode-se perceber que o bloco 10 foi 

o bloco mais amplificado já que quase todos os produtos de PCR puderam ser visualizados em gel 

de agarose, corroborando os dados encontrados na literatura que apontam entre os blocos 

polimórficos o bloco 10 é mais conservado.  

Entre os resultados, houve doze que amplificaram na PCR em apenas 1 bloco (Tabela  4). 

Esses resultados sugerem que a existência de polimorfismos na região alvo dos primers utilizados 

nesta pesquisa, já que as reações positivas confirmam a estabilidade do DNA extraído e a reação do 

especifico bloco amplificou vários outros isolados. 

Apesar do polimorfismo destes poucos isolados a grande maioria das amostras foi 

amplificada demonstrando que os pares de primers utilizados neste estudo (e desenhados por Bastos 

e colaboradores, 2007) são aplicáveis nos estudos genéticos dos isolados no Brasil. Experimentos 

preliminares realizados com primers desenhados Inwong e colaboradores (2005) não serviram para 

amplificar os blocos 2, 6 e 10 dos isolados do Brasil (dados não mostrados). O estudo de Inwong e 

colaboradores foram aplicados na Ásia e os primers foram desenhados para os isolados desta região. 

Portanto, o polimorfismo nas seqüências alvos destes primers é responsável pela ineficácia das 

nossas amplificações.  
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Tabela 4: Isolados positivos comparados a negativos de acordo com a amplificação de cada bloco. 
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4.4 Análises das seqüências  

4.4.1 Bloco 2 

Selecionamos seqüências já depositadas em banco de dados (genbank) através do blast(p) 

que se assemelhassem aos isolados encontrados no bloco 2, a figura 11 mostra os dados dessas 

seqüências.  

 

 

 

4.4.2 Alinhamento entre seqüências do bloco 2 com seqüências disponibilizadas no genbank 

Foram selecionadas do genbank através do programa blast(p) cepas com perfil de similaridade de 

58% a 100% referentes aos isolados desse estudo (Figura 11). Na formação do alinhamento 

(Figura12a 12b), identificamos seqüências de aminoácidos que se repetem tanto nos isolados de 

nosso estudo, como em cepas oriundas de outras regiões geográficas. A figura 24 no anexo indica o 

percentual de similaridade entre as seqüências em questão. 

 

 

 

Figura 11: Identidade das seqüências do bloco 2 dos isolados deste estudo com seqüência disponibilizadas no 
genbank 
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Figura 12a: A

linham
ento dos isolados do bloco 2 com

 isolados oriundos do genbank. 



____________________________________________________________________R
esultados 

 

49  

 
  

Figura 12b: A
linham

ento dos isolados do bloco 2 com
 isolados oriundos do genbank. 
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4.4.3 C
ladogram

a referente ao alinham
ento entre bloco 2 e seqüências disponibilizadas no genbank  

  
T

odos os isolados do bloco 2 foram
 agrupados e com

binados em
 um

 cladogram
a (Figura 13) com

 seqüências provenientes de outras 

regiões (seqüências do genbank), indicando um
a aproxim

ação dos isolados da região da A
m

azônia com
 isolados de outras regiões geográficas, 

um
 dado interessante é que cepas de regiões distantes com

o é o caso da T
ailândia, B

angladesh e C
oréia foram

 sim
ilares a alguns isolados do 

bloco 2, isso m
ostra que evolutivam

ente houve alterações em
 parasitas encontrados em

 nossa região, entretanto, o perfil de sim
ilaridade ainda é 

im
portante. C

epas com
 registro inicial A

B
V

, ficaram
 entre os grupos m

ais próxim
os dos isolados de nosso estudo, essas cepas são oriundas 

tam
bém

 de um
a região da A

m
azônia L

egal e foram
 descritas nos estudos de B

astos em
 2007.  E

m
 anexo, a figura (24) confirm

a o percentual de 

sim
ilaridade e divergência em

 relação aos nossos isolados e aos encontrados em
 outras regiões geográficas. 
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Figura 13: C
ladogram

a referente ao alinham
ento entre bloco 2 e seqüências disponibilizadas no genbank 
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4.5 Recombinações de seqüências encontradas no Bloco 2 

4.5.1 Seqüência peptídica SDENAKRGGQSTN conservada em alguns isolados 

 Através do alinhamento realizado entre algumas amostras que mostraram ser  

mais semelhantes de acordo com suas seqüências de aminoácidos,  podemos notar 

que alguns iso lados são mais similares do que outros de acordo com alguns fatores,  

como por exemplo, uma repet ição de um pept ídeo. Os iso lados 2 e 58 se 

assemelham na repet ição as seqüência pept ídica SDENAKRGGQSTN (Figura 14),  

enquanto que outros iso lados 18, 13,  8 e 59 não possuem esta seqüência ( figura 

15).  

  
 

 

 

 

 

Figura 14: Seqüência peptídica SDENAKRGGQSTN conservada em alguns isolados 
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4.5.2 Recombinação na seqüência PAPAAPSSTNANYEAKKIIYQAIYNGI 

 A seqüência majoritária que aparece para o grupo de isolados 18, 13, 8 e 59 

seqüência PAPAAPSSTNANYEAKKIIYQAIYNGI, parece ser um peptídeo conservado para os 

isolados do bloco 2, porém nos isolados 2 e 58 não encontramos esta seqüência.  

  

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Recombinação na seqüência PAPAAPSSTNANYEAKKIIYQAIYNGI 
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4.5.3 Seqüência contendo evidência de processo recombinatório LISDENAKRGSQ 
SPAPAAPSSTNANY 

Na análise do alinhamento, identificamos também dois outros grupos com perfis 

semelhantes, nesses grupos identificamos o peptídio KLISDENAKR e o SPAPAAPSSTNANY, 

onde os isolados 61 e 80 puderam ser classificados. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Recombinação ISDENAKRGSQ SPAPAAPSSTNANYE 
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4.5.4 Repetições de SSX 

 Putaporntip e colaboradores (2002) identificaram oligômeros nas seqüências do bloco 2 para 

diferenciação de vários haplótipos. Nos isolados de nosso estudo encontramos um trímero de 

aminoácidos que se repetem, com um perfil semelhante ao do estudo de Putaporntip SSX (onde X é 

definido como qualquer resíduo).  Percebemos quatro tipos de combinações de trímero, com 

isolados contendo 6 repetições, 5, 4 e duas repetições (Figura 17). O isolado 58 há seis repetições 

desta seqüência, nos isolados 18, 13, 8 e 61 quatro repetições e no isolado 59 há cinco repetições.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Repetições de SSX, onde X refere-se a qualquer aminoácido. 
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4.6 Identidade das seqüências do bloco 6 dos isolados deste estudo com seqüência 
disponibilizadas no Genbank 

Selecionamos seqüências já depositadas em banco de dados (genbank) através do blast(p) 

que se assemelhassem aos isolados encontrados no bloco 6, a figura 18 mostra os dados dessas 

seqüências.  

  

 

4.6.1 Alinhamento das seqüências do bloco 6 com seqüências do Genbank 

Foram selecionadas do genbank através do programa blast(p) cepas com perfil de 

similaridade de 85% a 99% referentes aos isolados do bloco 6. Alinhamos os isolados do bloco 6 

(Figura 19a 19b) com as seqüências encontradas no genbank, e a partir da análise podemos 

encontrar perfis de seqüências de aminoácidos de cepas oriundas de outras regiões geográficas, bem 

como de nossa região, como é o caso das seqüências com início de registro ABJ, semelhantes aos 

perfis dos isolados encontrados em nosso estudo. Assim como no bloco 2 isolados do bloco 6, 

também apresentaram um percentual alto de similaridade em relação a cepas procedentes de outras 

regiões geográficas e ao alinharmos ambas as seqüências percebemos que existem porções de 

aminoácidos conservadas tanto nas cepas oriundas de regiões diferentes da região de nosso estudo, 

quanto dos isolados provenientes do nosso estudo. 

Figura 18: Identidade das seqüências do bloco 6 dos isolados deste estudo com seqüência disponibilizadas no 

genbank. 
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Figura 19 a: A
linham

ento das seqüências do bloco 6 com
 seqüências do genbank 
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Figura 19 b: A
linham

ento das seqüências do bloco 6 com
 seqüências do genbank 
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4.6.2 C
ladogram

a da seqüência obtida através do seqüenciam
ento entre os isolados do bloco 6 com

 sequências do genbank 

T
odos os isolados do bloco 6 foram

 agrupados e com
binados com

 seqüências provenientes de outras regiões (seqüências do genbank) na 

árvore filogenética (Figura 20), indicando um
a aproxim

ação dos isolados da região da A
m

azônia com
 isolados de outras regiões geográficas. 

Percebem
os na figura que existem

 dois grandes grupos de isolados que estão conectados por um
 ram

o m
aior na árvore filogenética, indicando 

assim
 isolados que com

binam
 m

ais com
 algum

as seqüências do que com
 outras. O

 percentual de identidade e divergência de cada isolado 

com
binado encontra-se no anexo na figura 25. 
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Figura 20: cladogram

a entre seqüências do bloco 6 do gene M
SP-1 com

 seqüências do genbank. 
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4.7 Análises das seqüências do bloco 10 do gene MSP1 

4.7.1 Identidade das seqüências do bloco 10 dos isolados deste estudo com seqüências 

disponibilizadas no Genbank 

Selecionamos seqüências já depositadas em banco de dados (genbank) através do blast(p) 

que se assemelhassem aos isolados encontrados no bloco 10, a figura 21 mostra os dados dessas 

seqüências.  

  

 

 

4.7.2 Alinhamento referente a seqüências do bloco 10 associadas com seqüências do genbank 

O alinhamento entre isolados do bloco 10 (figura 22) mostra seqüências majoritárias entre o 

grupo, seqüências fora da marcação representam aminoácidos diferentes do grupo majoritário de 

aminoácidos. Pode-se perceber que houve significativas seqüências de aminoácidos em comum 

entre o Bloco 10. Foram selecionadas do Genbank através do programa blast(p) cepas oriundas de 

outras regiões geográficas com perfil de similaridade de 95% a 98% referentes aos isolados do bloco 

10 percebemos no alinhamento que o perfil de isolados do bloco 10 é semelhante ao perfil de 

isolados de outras regiões geográficas, inclusive foi possível perceber que esse bloco assim como os 

outros também apresenta peptídeos conservados. A partir desse alinhamento podemos confirmar que 

o bloco 10 realmente é o bloco mais conservado de nosso estudo, não apenas na região estudada 

mais também em outras regiões geográficas 

 

Figura 21: Identidade das seqüências do bloco 10 dos isolados deste estudo com seqüências disponibilizadas no genbank. 
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Figura 22: A
linham

ento referente a seqüências dos isolados do bloco 10 do gene M
SP1 associadas a seqüências do genbank. 



____________________________________________________________________R
esultados 

 

61  

4.7.3 C
ladogram

a referente a seqüências do bloco 10 associadas com
 seqüências do genbank 

A
través dos cladogram

a (figura 23) percebem
os que os genótipos com

 o registro A
A

M
22864, A

A
N

86240, A
A

F91164, X
P 00161842 e o 

A
A

N
86217, são  sim

ilares aos encontrados nesse estudo, o interessante disso é que som
ente o X

P00161842 – Sal I - é um
 genótipo conservado 

nas diversas regiões com
 potencial m

alarígeno, os outros genótipos encontrados são oriundos de regiões pertencentes à Á
sia, apesar de 

pertencerem
 a outro continente percebem

os que os isolados da região do A
m

azonas, têm
 um

 perfil m
uito sem

elhante aos encontrados naquela 

região. 
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 Figura 23: C

ladogram
a referente a seqüências do bloco 10 associadas com

 seqüências do geenbank 
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5. DISCUSSÃO 

 

A malár ia causada por Plasmodium vivax  representa um grande 

problema para saúde pública em muitos países t ropicais e subtropicais.  

Um dos grandes problemas para o  desenvo lvimento da vacina contra a  

essa doença é a diversidade ant igênica das proteínas candidatas a vacina.  

A cr ít ica para o  problema emergente é que a resposta do hospedeiro a um 

alelo,  não é muito eficaz contra parasitas que expressam diferentes 

formas alélicas (Keit tel et al . ,  1999).  Portanto,  estudos de var iação  

genét ica para os ant ígenos de vacinas cont ra Plasmodium vivax  são muito 

importantes.   

O estudo do polimorfismo é importante não só para estabelecer o  

repertório  ant igênico dos iso lados de regiões onde a malár ia é endêmica,  

mas também para elucidar os mecanismos que são gerados at ravés da 

diversidade ant igênica.  Dentre as proteínas candidatas a vacina,  a  

proteína 1 de superfície  do Plasmodium vivax  (PvMSP1) é uma forte 

candidata,  já que possui um papel protetor espécie – específico e 

segundo Holder e co laboradores (1999),  sua importância bio lógica na 

inibição da penetração de parasita no er it rócito  at ravés de ant icorpos já é  

bem conhecida.   

Os genes que codificam a MSP-1 dos plasmódios encontram-se em 

cópia única no genoma hapló ide,  cada clone expressa somente uma das 

subseqüências-t ipo encontradas na natureza.  (Rich et al . ,  2000),  

entretanto,  novas var iantes desses genes podem ser  geradas,  

predominantemente por meio de recombinação int ragênica durante a  

meiose que ocorre no inseto,  nos casos em que os zigotos resultantes da 

fusão de gametócitos carregam alelos genet icamente diferentes (Kemp,  

1992).  O po limorfismo de PvMSP-1 tem sido considerado como result ado  

de recombinação interalélica na natureza (Putapornt ip et  al . ,  2002).  E m 

relação ao polimorfismo do gene MSP-1 de P. falciparum ,  pouco se sabe 

sobre o polimorfismo  de P. vivax  MSP-1. Dessa forma, este estudo tende 

a contribuir com novos dados a respeito  dessa diversidade da PvMSP1 na 

região do entorno de Manaus.   
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Em nosso estudo, ident ificamos diferentes seqüências de iso lados 

do gene MSP-1 nos blocos 2,  6 e 10 na região de Manaus,  ver ificamos 

que essas seqüências encontradas possuem caracter íst icas que 

classificam o iso lado como do Bloco 2,  Bloco 6 e Bloco 10, apesar de 

encontrarmos algumas caracter íst icas que são conservadas para um bloco 

determinado, ver ificamos que em alguns iso lados esses per fis diferem,  

resultando em uma grande var iabilidade genét ica.  Em um estudo 

realizado por Bastos e co laboradores na região do Acre (2007),  

observou-se a grande var iabilidade genét ica do gene MSP-1 nesses 

mesmos blocos.   

As seqüências destes ant ígenos provenientes de iso lados 

circulantes em uma região de Rondônia e  outra do Pará foram 

comparadas às encontradas nos parasitos da região do Acre,  notou-se que 

nenhum dos blocos pôde ser considerado dimórficos,  ou seja,  nenhuma 

das seqüências pôde ser agrupada como do t ipo Belém ou do t ipo  

Salvador,  já que algumas delas divergiram de ambas,  muit as delas sendo  

geradas por recombinação entre as duas cepas.  Estes dados reforçam a 

versat ilidade do polimorfismo do gene MSP1 na geração da diversidade 

ant igênica da proteína nos iso lados de P. vivax  c irculantes nas regiões do  

Brasil.  

De acordo com os resultados da amplificação dos produtos de PCR 

para os t rês blocos estudados (Tabela 4) de 61 iso lados,  t r inta e  seis 

foram posit ivos para o  bloco 2,  t r inta e  cinco foram posit ivos para o  

bloco 6 e quarenta e t rês foram posit ivos para o  bloco 10. Pode-se 

perceber que o bloco 10 fo i o  bloco mais amplificado já que quase todos 

os produtos de PCR poderam ser visualizados em gel de agarose,  

corroborando os dados encontrados na literatura que apontam entre os 

blocos po limórficos o  bloco 10 é mais conservado. Entre os resultados,  

houve doze que amplificaram na PCR em apenas 1 bloco. Esses 

resultados sugerem que há existência de po limorfismos na região alvo  

dos pr imers ut ilizados nesta pesquisa.  Apesar do polimorfismo nestes 

iso lados a grande maior ia das amostras fo i amplificada demonstrando  

que os pares de pr imers ut ilizados neste estudo (e desenhados por Bastos 

e co laboradores,  2007) são aplicáveis nos estudos genét icos dos iso lados 
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no Brasil.  Exper imentos preliminares realizados com pr imers desenhados 

Inwong e co laboradores (2005) não serviram para amplificar os blocos 2,  

6 e 10 dos iso lados do Brasil (dados não mostrados).  O estudo de Inwong 

e co laboradores foram aplicados na Ásia e os pr imers foram desenhados 

para os iso lados desta região. Portanto, o  polimorfismo nas seqüências 

alvos destes pr imers é responsável pela ineficácia das nossas 

amplificações.   

Os iso lados do bloco 2 de nosso estudo, foram considerados blocos 

mais suscept íveis a recombinações,  percebemos durante a  análise do  

alinhamento entre as suas seqüências  uma var iação alélica,  entre os 

seguimentos de aminoácidos,  o  que pôde ser detectado at ravés de perfis  

de pept ídeos que foram caracter íst icos em algumas seqüências de nossos 

iso lados,  isso indica que há uma var iedade de haplót ipos do gene MSP1 

na região do Amazonas.  Em estudo fe ito  na Ásia por Putapornt ip  e  

co laboradores (2002),  também foram encontrados iso lados caracter izados 

por var iações a lélicas.  Esses iso lados foram classificados como 

haplót ipos de acordo com cada perfil de var iação. Nos eucar iotos,  a 

recombinação genét ica homóloga esta geralmente associada à divisão  

celular  (garant indo a segregação ordenada dos cromossomos)  e ao reparo  

de DNA. A recombinação ocorre com maior freqüência durante a meiose,  

processo no qual células dipló ides da linhagem germinat iva,  com do is 

conjuntos iguais de cromossomos, dividem-se para produzir  gametas 

hapló ides,  cada gameta possuindo apenas um membro de cada par de 

cromossomos que em outro estágio serão refer idos como cromát ide 

irmãs.  É nessa etapa que ocorre recombinação genét ica homóloga que 

aumentará a d iversidade genét ica da população (Lehninger. ,2002),  de 

modo que a imunidade adaptat iva será cepa específica.  Este fenômeno  

representa o  grande entrave para desenvolvimento de uma vacina ant i -  

malár ica efet iva.    

Outro dado muito importante em relação ao bloco 2 que pôde ser  

detectado fo i que esses iso lados,  foram semelhantes a cepas or iundas de 

regiões geográficas bem distantes da Amazônia Brasileira,  indicando  

assim que apesar da evo lução das espécies de parasit as,  muitos ainda 
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carregam ident idades genot ípicas que assemelham-se a seus ancest rais.  

Segundo histor iadores e evo lucionistas,  antes da separação do novo e 

velho mundo era possível haver a existência de parasitos causadores da 

malár ia,  a part ir  da separação houve migração de espécies diferentes para 

diferentes regiões,  influenciados por fatores climát icos.  Porém, até ho je 

ainda existem discussões a esse respeito ,  alguns historiadores acreditam,  

que algumas espécies de parasitos possam ter sobrevivido em uma 

viagem por mar ou mesmo uma sucessão de viagens do Sul da Ásia para 

o  leste da costa das Américas (Carter and Mendis. ,  2002).  

As análises do seqüenciamento para o bloco 6 apresentaram um 

int eressante perfil a  respeito  dos iso lados desse bloco, o  alinhamento  

entre as seqüências mostrou que exist e uma grande quant idade do  

aminoác ido glutamina (Q) entre as seqüências.   Putapornt ip e  

co laboradores (1997) fa laram a respeito  desse grupo de aminoácidos que 

eles chamam de grupo po lyg lutamina (Poli-Q),  segundo o autor esse 

marcador é caracter íst ico da cepa Belém e representa a pr inc ipal fonte de 

diversidade genét ica da cepa. Além disso,  uma região Po li-Q é 

considerada importante sít io  de recombinação entre t ipos de Belém e Sa l 

I ,  e como mostrado na lit eratura,  recombinações int eralélicas entre esses 

t ipos são muito freqüentes.  Santos-Ciminera (2007) e Putapornt ip e  

co laboradores (2007) encontraram genót ipos na região Amazônica que 

foram semelhantes aos iso lados encontrados em nosso estudo, isso  

mostra que perfis do gene MSP1 de P.vivax  para esse bloco já esta sendo  

bem caracter izado. 

Os iso lados do bloco 10 foram caracterizados em nosso estudo 

como iso lados com genót ipos mais conservados,  visto  que apresentaram 

seqüências de aminoácidos conservadas tanto para região da Amazônia  

quanto para regiões mais distantes.  Iso lados pertencentes a esse bloco  

são geralmente caracter izados por muitos autores como dimórficos,  isto  

é,  são considerados como genót ipos Salvador ou genót ipos Belém. E m 

nosso estudo podemos perceber que as seqüências foram muito  

semelhantes à cepa Salvador,  mas também apresentaram similar idade 

com outros genót ipos,  sendo similares inclusive com os encontrados na 
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Tailândia por Putapornt ip e co laboradores (2002) e Han e Chai (2001) na 

Coréia do Sul.   

Nossos result ados mostraram que na região do estado do 

Amazonas,  assim como em outras regiões com potencial malar ígeno,  

também é possíve l encontrar diferentes genót ipos da Proteína 1 de 

Superfíc ie de Merozoita de Plasmodium vivax .  Essa proteína tem sido  

estudada intensivamente como uma grande candidata a vacina.  Nogueira 

e colaboradores (2005),  em estudos realizados em uma região também 

inc luída na Amazônia Legal,  demonstraram que pacientes assintomát icos 

com malár ia apresentaram ant icorpos contra uma proteína recombinante 

que fo i construída a part ir  de uma cepa Belém.  Em acordo com diversos 

estudos referentes a essa proteína,  o  estudo do perfil de genót ipos 

encontrados em diferentes regiões geográficas é de extrema importância,  

já  que poderão dar suporte para novos conhecimentos em relação à 

PvMSP1, podendo contr ibuir,  com o aceleramento da produção de uma 

vacina eficaz contra o Plasmodium vivax .  
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6.CONCLUSÃO 

  

1.  Nossos result ados mostraram que na região do entorno de Manaus,  

assim como em outras regiões com potencial ma lar ígeno, também é 

possível encontrar diferentes genót ipos da Proteína 1 de Superfície  de 

Merozo ita de Plasmodium vivax .  

  

2.  Os iso lados do bloco 2 de nosso estudo mostraram ser blocos 

bastante po limórficos,  porém, com caract er íst icas semelhantes,  formando 

haplót ipos d iferentes.  Detectamos genót ipos semelhantes a  iso lados no  

Brasil,  bem como genót ipos iso lados em outras regiões geográficas,  

como, por exemplo, genót ipos oriundos da Ásia.   

 

3.  O bloco 6 apresentou um perfil semelhante ao já descr ito  em 

outros estudos,  com por exemplo, o  grupo Poli-Q que é um determinante 

de recombinação gênica entre cepas e pode ser determinante de cepas 

pertencentes ao genót ipo Belém. 

 

4.  O bloco 10 fo i o  bloco mais conservado do nosso estudo, 

percebemos que esse bloco tem seqüências que não são conservadas 

apenas em nossa região, mais também em outras regiões geográficas,  

como é o caso de regiões da Ásia,  por exemplo. 

 

5.  A part ir  desses result ados serão construídas proteínas 

recombinantes das seqüências mais encontradas nos iso lados aqu i 

estudados.  Com isso,  em um futuro próximo, poderemos analisar o  níve l 

de ant icorpos de pacientes contra esses epítopos recombinantes.  
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Dispondo de resultados favoráveis,  cont inuaremos nosso estudo para em 

um futuro em longo prazo, realizarmos testes para avaliar o  potencial de 

ant icorpos contra esses epítopos na inibição da invasão do merozo íto  no 

er it rócito .  
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10. Anexos 

 

 

 Figura 26: Percentual de identidade e divergência entre os isolados do bloco 2 associados com seqüências do genbank. 

 



____________________________________________________________ANEXO 78 

 

 

 

 
Figura 27: Percentual de identidade e divergência entre os isolados do bloco 6 associados com seqüências do genbank. 

 


