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RESUMO 

 

A malária continua sendo um sério problema de saúde pública amplamente distribuída nas 

regiões tropicais e subtropicais no mundo. No Brasil, a doença ainda apresenta elevado 

número de ocorrências, no qual o Plasmodium vivax (P. vivax) é responsável pela maioria dos 

casos. Uma das principais maneiras de controle desta enfermidade está ligada ao seu 

diagnóstico correto logo nos estágios iniciais, o que o método diagnóstico por microscopia, 

ainda considerado “padrão ouro”, muitas vezes não é capaz de proporcionar. Isso demonstra a 

necessidade de produção e distribuição de testes de diagnóstico que não dependam de muitos 

equipamentos e profissionais qualificados, e que sejam capazes de fornecer resultados rápidos 

e acurados, mesmo em regiões remotas. Portanto, o presente trabalho promoveu o desenho de 

peptídeos sintéticos contra regiões específicas da proteína Lactato Desidrogenase de 

Plasmodium (pLDH) e a imunização de camundongos para obtenção de anticorpos policlonais 

contra estes, dos quais apenas dois deles tiveram resposta de anticorpos específicos 

satisfatória. O reconhecimento destes anticorpos à proteína nativa de LDH de Plasmodium 

vivax foram confirmados através de imunofluorescência. Estudos futuros são necessários para 

confirmar a especificidade dos anticorpos, para serem avaliados com marcadores de infecções 

de malária que possam compor um kit de diagnóstico nacional de malária. 

 

Palavras-chave: Malária, peptídeos sintéticos, pLDH, anticorpos policlonais, 

imunofluorescência. 
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ABSTRACT 

 

Malaria remains a serious public health problem widely distributed in the tropical and 

subtropical regions of the world. In Brazil, the disease still presents high numbers of cases, in 

which Plasmodium vivax (P. vivax) is responsible for most cases. One of the main ways of 

controlling this disease is linked to its correct diagnosis in the early stages, which the 

diagnostic method still considered "gold standard" is often not able to provide. This 

demonstrates the need to produce and distribute diagnostic tests which are not dependent on 

equipments and/or skilled professionals and are capable of delivering fast and accurate results 

even in remote regions. Therefore, the present study promoted the design and synthesis of 

peptides against specific regions of Plasmodium Lactate Dehydrogenase (pLDH) protein to 

obtain polyclonal antibodies through immunization of mice to obtain polyclonal antibodies 

against them, which only two of them have satisfactory specific antibody responses. The 

recognition of these antibodies to the native LDH protein of Plasmodium vivax have been 

confirmed by immunofluorescence. More studies are needed to confirm the specificity of the 

antibodies to be evaluated with markers of malaria infections that may constitute a national 

malaria diagnostic kit. 

 

Keywords: Malaria, synthetic peptides, pLDH, polyclonal antibodies, lateral flow. 
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INTRODUÇÃO 

 

A malária é uma doença infecto-parasitária que continua representando um grave 

problema de saúde pública, principalmente em regiões tropicais e subtropicais do mundo 

(WHO, 2016).  Em 2016, estima-se que ocorreram 216 milhões de casos de malária, sendo 

destes 445 mil óbitos (WHO, 2017). O agente etiológico desta infecção são parasitas do 

gênero Plasmodium spp, e seus vetores são mosquitos fêmeas do gênero Anopheles que, por 

meio de repasto sanguíneo, inoculam formas infectantes do parasita na corrente sanguínea dos 

hospedeiros vertebrados (SEED; KITCHEN; DAVIS, 2005). 

São cinco as espécies de plasmódio que causam malária em humanos sendo que duas 

dominam o cenário global: o Plasmodium falciparum é responsável pela forma mais grave de 

malária, com maior ocorrência no continente africano representando 99% dos casos; O 

Plasmodium vivax possui ampla distribuição mundial, sendo predominante nas Américas, 

representando 64% dos casos (WHO, 2017). Apesar de este último estar associado a uma 

forma menos grave de malária, estudos têm demostrado que também é capaz de causar 

sintomas mais graves (VENTURA, 2010).  

No Brasil, em 2016, foram registrados aproximadamente 175 mil casos com 37 óbitos. 

Sendo que 45% destes casos encontram-se nos estados do Acre e Amazonas (WHO, 2017). 

Estando entre os países que possuem meta de redução de ≥40%, o Programa Nacional de 

Controle da Malária (PNCM), divulgou em 2017 o Plano de Eliminação da Malária no Brasil, 

com estratégias para o diagnóstico, vigilância, tratamento, controle vetorial, educação em 

saúde e mobilização social e monitoramento (BRASIL, 2016). 

Recentemente, World Health Organization (WHO) criou uma iniciativa com três 

núcleos para acelerar os avanços para controle e eliminação da malária no mundo até 2030, 

com metas de progresso em 2020 (redução de 40%), em 2025 (redução de 75%) e 2030 

(redução de 90%). Para atingir estes objetivos, são propostas várias medidas de ação e, dentre 

elas, o diagnóstico e tratamento precoce de pacientes com malária destaca-se por ser uma 

maneira eficaz para impedir que casos leves evoluam para quadros graves e contribuam para 

novos casos da doença (WHO, 2017). 

O diagnóstico de malária por microscopia ainda é o método mais utilizado para o 

diagnóstico para malária no Brasil devido ao baixo custo e a viabilidade de diferenciar as 

espécies de Plasmodium. Porém existem limitações envolvidas na interpretação dos 

resultados, que dependem da perícia do examinador, podendo levar a erros na identificação 
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das espécies (HÄNSCHEID, 2003; PROUX et al., 2011). Além disso, este método de 

diagnóstico exige uma infraestrutura adequada o que aumenta os custos principalmente em 

regiões de difícil acesso (MANGOLD et al., 2005). 

Neste cenário, os Testes de Diagnóstico Rápido (TDRs) apresentam-se como uma 

alternativa por possuírem uma boa sensibilidade e especificidade, serem de fácil utilização, 

rápidos e independentes de equipamentos (ABBA et al., 2014; BHARTI et al., 2008; WHO, 

2016). No Brasil, o emprego de TDR como método diagnóstico para malária vem subido 

gradativamente desde 2011 (WHO 2017), porém seu alto custo ainda impede seu uso em larga 

escala. Uma avaliação do TDR OptiMal® (Flow Inc., Portland, Oreg.) na região Amazônica 

demonstrou que, em regiões de difícil acesso, o custo do diagnóstico por microscopia é maior 

do que o uso de TDR (R$22,01 e R$ 16,66, respectivamente), uma vez que estas regiões 

necessitam de gastos com a qualificação profissional, equipamento, manutenção e transporte 

(DE OLIVEIRA; CASTRO; TOSCANO, 2010). Apesar disso, a ausência de um TDR de 

origem nacional dificulta seu uso no Brasil em termos de custo e logística, sendo este um dos 

motivos pelo qual este método ainda é pouco utilizado. 

Tendo em vista esta problemática, um trabalho desenvolvido por Souza e 

colaboradores (2014) promoveu a produção de proteínas recombinantes de Lactato 

desidrogenase; proteína do parasita amplamente empregada tanto como marcador de infecção 

específicos, quanto como marcador Pan específico (MOODY, 2002), de Plasmodium vivax, 

para aquisição de anticorpos, e desenvolvido um ELISA sanduíche que obteve sucesso na 

identificação do P. vivax. No entanto, quando aplicados em testes de fluxo lateral, estes 

anticorpos não mostraram um bom desempenho, provavelmente devido à interação desses 

anticorpos que, por serem contra uma região maior e mais interna na proteína, necessitam de 

um tempo maior para que ocorra o reconhecimento (SOUZA et al., 2014). 

Visando solucionar este problema, propomos a utilização de peptídeos sintéticos, uma 

vez que é necessária uma quantidade mínima de epítopos imunogênicos para desencadear 

uma resposta imune adequada, além de permitir uma abordagem multi-epítopo, permitindo 

uma cobertura maior da diversidade antigênica do patógeno (SKWARCZYNSKI; TOTH, 

2016). 

Acreditamos que obtenção de anticorpos contra peptídeos sintéticos de regiões 

específicas da proteína LDH de Plasmodium possa ter aplicação futura para diagnóstico de 

malária, seja em imunoensaios, seja em testes de fluxo lateral, garantindo a especificidade 

necessária para essas aplicações. Além disso, a criação de um TDR de origem nacional irá 
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minimizar custos e facilitar seu uso no diagnóstico de rotina, melhorando a intervenção 

terapêutica e contribuindo para a meta de erradicação a malária. 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 ASPECTOS GERAIS 

 

A malária é uma infecção aguda, sistêmica, não contagiosa, causada por protozoários 

pertencentes ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, ordem Coccidiida, subordem 

Haemosporidiidae, família Plasmodiidae e gênero Plasmodium. Considera-se que tenha 

surgido na África há milhões de anos e tenha se espalhado para regiões tropicais e 

subtropicais do mundo através de migrações, exploradores, missionários e escravos (COX, 

2002), sendo endêmica para essas áreas. 

 De todas as espécies de protozoários do gênero Plasmodium, apenas as espécies 

Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malarie, Plasmodium ovale e 

Plasmodium knowlesi são capazes de infectar humanos. Esta última, inicialmente encontrada 

apenas em primatas, já foi descrita como sendo capaz de infectar seres humanos e ocorre 

somente em algumas áreas florestais do sudeste da Ásia  (SINGH; DANESHVAR, 2013). 

Os principais vetores responsáveis pela transmissão da doença são as fêmeas do 

mosquito do gênero Anopheles, através do repasto sanguíneo. Os humanos infectados, mesmo 

os que não apresentam sintomas clínicos (assintomáticos), são capazes de abrigar formas 

sexuais dos parasitas, sendo assim reservatórios para infecção de mosquitos. A malária 

também pode ser transmitida por transfusões sanguíneas ou do compartilhamento de seringas 

contaminadas, embora esses casos ocorram com menos frequência (SEED; KITCHEN; 

DAVIS, 2005). 

O sintoma mais característico da malária é a febre de 40ºC ou mais, em intervalos 

geralmente bem definidos de 48 horas ou 72 horas, podendo passar a ser intermitente após os 

primeiros eventos. As febres causadas pelos parasitas P. vivax e P. ovale, são chamadas de 

terçã (com intervalos de 48 horas) benigna, enquanto as causadas pelo P. falciparum são 

chamadas de terçã maligna, em decorrência à gravidade das infecções causadas por esses 

parasitas. Designa-se o termo quartã (intervalos de 72 horas) para se referir à febre causada 

pelo P. malariae (SIROMA; FERRANI; RIGO, 2016). 

Outros sintomas comuns à infecção por malária incluem: cefaleia, calafrios, sudorese, 

náuseas, vômitos e mialgia. A gravidade das manifestações clínicas varia de acordo com uma 

série de fatores como a espécie do parasita causador da doença, níveis de parasitemia e a 
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imunidade da pessoa infectada, incluindo indivíduos susceptíveis como as grávidas, lactantes 

e crianças (WEISS et al., 2010). 

O P. falciparum é o parasita que causa a forma mais grave de malária em humanos, 

devido ao fato de possuírem afinidade com hemácias em qualquer estágio de maturação, o que 

eleva os níveis de parasitemia, resultando em sintomas mais agudos (GILLES, 2004;  DE 

SOUZA; RILEY, 2002). Além disso, esta espécie de Plasmodium é capaz de fazer 

sequestração de parasita, podendo levar à lesão nos tecidos cerebrais, sendo denominada 

malária cerebral (IDRO et al., 2010; WASSMER et al., 2015).  

Por outro lado, o P. vivax  e o P. ovale infectam preferencialmente as hemácias jovens, 

os reticulócitos (DE SOUZA; RILEY, 2002). Por esse motivo, os níveis de parasitemia 

tendem a ser menores e os sintomas clínicos, menos graves. Apesar disso, tem-se observado 

um aumento da gravidade dos sintomas clínicos associados à malária vivax como, por 

exemplo, a anemia grave e plaquetopenia, resultando em uma morbidade e mortalidade maior 

(VENTURA, 2010). Já o P. malariae tem preferência de invasão em hemácias maduras, 

resultando na chamada malária benigna (DE SOUZA; RILEY, 2002). 

De modo geral, os sintomas causados pela malária são muitas vezes semelhantes aos 

causados por doenças como hepatite viral, dengue e leptospirose, entre outras, o que dificulta 

seu diagnóstico (COSTA et al., 2010). 

 

1.2 CICLO DE VIDA DO Plasmodium sp. EM HOSPEDEIRO VERTEBRADO 

 

Para seu desenvolvimento, o Plasmodium possui a necessidade de parasitar dois 

hospedeiros distintos: um hospedeiro vertebrado, que pode ser humano ou animal; e um vetor 

invertebrado, fêmeas de mosquito do gênero Anopheles. No hospedeiro vertebrado, ocorre a 

fase assexuada, sendo por isso chamado de hospedeiro intermediário. Já no mosquito, ocorre a 

fase sexuada do ciclo de vida do parasita, por este motivo é chamado de hospedeiro definitivo 

(BARBOSA et al., 2014) (Figura 1). 

O ciclo de vida inicia no hospedeiro intermediário quando as fêmeas de Anopheles 

introduzem durante o repasto sanguíneo, formas dos parasitas chamadas de esporozoítos 

(MILLER et al., 2002), o qual é inoculado abaixo do tecido cutâneo, permanecendo na derme 

antes de penetrar na corrente sanguínea (AMINO et al., 2006). Na corrente sanguínea, os 

esporozoítos são transportados até o fígado e invadem os hepatócitos, os quais possuem as 

condições ideias para multiplicação e maturação do parasita, iniciando a fase pré-eritrocítica 
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(MILLER et al., 2002). Nesta etapa, os esporozoítos formam os esquizontes, realizando a 

maturação do parasita. Os esporozoítos de Plasmodium do gênero vivax e ovale podem ficar 

em estado de latência como hipnozoítos resistentes por vários meses, e até mesmo anos, 

podendo voltar a serem esquizontes teciduais a qualquer momento e, assim, causarem 

recaídas (KROTOSKI, 1985;  ASHLEY et al., 2006). Ao fim da fase pré-eritrocítica, os 

esquizontes hepáticos maduros rompem os hepatócitos, liberando na corrente sanguínea o 

Plasmodium na forma de merozoítos, que irão invadir os eritrócitos (KROTOSKI, 1985; 

FARID et al., 1993) (Figura 1). 

 

Figura 1: Ciclo de vida do Plasmodium sp. em hospedeiro humano. MUELLER et al., (2009). 

 

Uma vez nas hemácias, inicia-se o ciclo eritrocítico no qual os merozoítos se replicam 

dando origem aos trofozoítos, parasitas de forma anelada que utilizam a hemoglobina como 

fonte de energia para seu metabolismo, e formam novamente esquizontes de maturação. 

Quando ocorre a ruptura do esquizonte, são liberados novos merozoítos na corrente sanguínea 

que irão invadir eritrócitos e, assim, reiniciar o ciclo. É durante essa fase que antígenos do 

parasita são encontrados em maior quantidade no sangue dos pacientes infectados e os 

sintomas clínicos da doença começam a se manifestar (D’ACREMONT et al., 2014; HVIID, 

1998).  
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Uma parcela dos trofozoítos do ciclo eritrocítico se diferencia em gametócitos 

femininos e masculinos (macrogametócitos e microgametócitos, respectivamente), que 

infectam o vetor durante o repasto sanguíneo e iniciam a fase sexuada do ciclo de vida do 

plasmódio (BRASIL, 2009; DE SOUZA; RILEY, 2002).  

No vetor, as hemácias parasitadas ingeridas são irrompidas, o gametócito masculino 

forma os microgametas através da exflagelação e fecundam os macrogametócitos, dando 

origem ao oocineto. Este migra pelas células epiteliais do estômago do mosquito, onde se 

transforma em oocisto, o qual se mantém fixado no intestino médio do vetor, sofrendo 

mudanças estruturais e replicando esporozoítos em seu interior. Após a maturação do oocisto, 

acontece sua ruptura e os esporozoítos são liberados na hemolinfa e transportados até as 

glândulas salivares do mosquito. Após esse momento, o mosquito se torna apto a transmitir os 

parasitas aos hospedeiros intermediários (vertebrados), completando ciclo geral do plasmódio 

(BRUCE et al.,1990; MOORE et al., 2002). 

 

1.3 EPIDEMIOLOGIA DA MALÁRIA 

 

Em 2015, foram registrados 212 milhões de casos de malária, sendo que 

aproximadamente 430 mil destes casos foram a óbito, principalmente entre as crianças 

(WHO, 2016). Utilizando estes números como ponto de partida, foi formada uma iniciativa 

com três núcleos para acelerar os progressos para controle e eliminação da malária no mundo 

até 2030: a estratégia técnica global da World Health Organization (WHO) para Malária 

2016-2030 (GTS); o plano de apoio roll back malaria, ações e investimentos para combate da 

malária 2016-2030 (AIM); e as metas de desenvolvimento sustentável (SDG’s), Meta 3.3 

focadas em tuberculose, malária e doenças tropicais negligenciadas. Esta iniciativa propõe a 

redução da incidência dos casos de malária, comparados com os de 2015, em pelo menos 40% 

até 2020, 75% até 2025 e 90% até 2030 (WHO, 2017) (Figura 2). 
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Figura 2: Mundo Livre da Malária: Metas Globais para 2030 e Marcos de Progresso para 2020 e 

2025. Adaptado de WHO, 2017. 

 

Um ano após o estabelecimento desta iniciativa, em 2016, estima-se que ocorreram 

216 milhões de casos de malária (95% IC), 445 mil óbitos, sendo que 90% dos casos estão 

concentrados na região africana (WHO, 2017). Dos 91 países considerados endêmicos de 

malária em 2016, somente 15 países são responsáveis por 80% dos casos de malária global - 

todos na África, exceto a Índia.  Na África subsaariana, o P. falciparum é o parasita mais 

prevalente, representando 99% dos casos; o P. vivax é predominante nas Américas, 

representando 64% dos casos. Apesar da aparente falta de redução de incidência global, dois 

países, antes endêmicos, foram certificados pelo WHO com o status de Livre de Malária em 

2016, o Kyrgyzstan e o Sri Lanka, e 11 possuem o potencial de obtê-lo por possuírem pelo 

menos 3 anos consecutivos sem casos de malária (WHO, 2017) (Figura 3). 
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Figura 3: Países e territórios endêmicos para transmissão de malária no mundo e status em 2016. 

Adaptado de WHO, 2017. 

 

 A malária, além de comprometer diretamente a saúde da população, causa um impacto 

na economia dos países nos quais ocorre. Na África, essa observação fica clara quando se 

apresenta um comprometimento de quase 2% do seu produto interno bruto devido ao 

acometimento da malária a pessoas em idade produtiva (GALLUP; SACHS, 2012). Além dos 

efeitos na economia, há implicações na integridade mental e física nas pessoas afetadas pela 

malária, o que contribui para o empobrecimento dos países endêmicos para essa infecção 

(FERNANDO et al., 2003). Somando-se a tudo isso, estudos já demonstraram que a malária é 

capaz de afetar o desempenho escolar das crianças que sofrem com episódios da doença 

(VITOR-SILVA et al., 2009; VORASAN et al., 2015). 

 

 

1.3.1 Malária no Brasil 

 

A malária é a infecção parasitária que mais ocorre no Brasil, sendo que as regiões de 

maior risco se encontram na Amazônia legal (Figura 4) (BRASIL, 2017), e as infecções 

causadas pelo Plasmodium vivax são as mais prevalentes. Em 2016, foram registrados 

aproximadamente 175 mil casos com 37 óbitos (WHO, 2017) e somente 15 municípios, 

pertencentes aos estados do Acre e Amazonas, são responsáveis por aproximadamente 45% 

destes casos de malária (WHO, 2017). Em 2016, o P. vivax foi responsável por 
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aproximadamente 88% dos casos, seguido das infecções por P. falciparum (12%), e pelo P. 

malariae, responsável por menos de 1% dos casos (BRASIL, 2017).  

 

Figura 4: Mapa de risco de infecção por malária no Brasil em 2016, por 

município. FONTE: BRASIL, 2017. 

A região amazônica possui as características propícias para desenvolvimento do 

principal vetor da malária, o Anopheles darling, possuindo o clima tropical úmido, suas vias 

hidrográficas, chuvas abundantes e temperatura elevada (PENHALBEL et al., 2005). Por esse 

motivo, esta região concentra a maioria dos casos do país. O número de casos de malária na 

Região Amazônica varia de ano para ano, o que tem ligação direta com as características 

climáticas de cada temporada, pois os picos de transmissão de malária são observados nos 

períodos chuvosos (BRASIL, 2009) (Figura 5). 

 

 

Figura 5: Porcentagem dos casos notificados de malária na Região Amazônica, segundo mês da 

notificação, 2015 e 2016. * Dados preliminares, podem sofrer alterações. Fonte: PNCM, 2017. 

 

A malária, em decorrência de um esforço iniciado pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS), no século XX, teve uma diminuição significativa em números de casos no Brasil, 

sendo quase extinguida de algumas regiões antes endêmicas. No entanto, entre as décadas de 
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60 e 70 o número de casos voltou a crescer. Esse crescimento se deve, principalmente, a 

fatores como desmatamento da Região Amazônica para expansão urbana e garimpo, o que 

intensificou as migrações provenientes do Nordeste, Centro-Oeste e Sul, para essa região 

(LOIOLA; SILVA; TAUIL, 2002). As áreas urbanas periféricas também contribuíram na 

elevação do número de casos devido às baixas condições de saneamento básico causadas pelo 

êxodo rural, proporcionando condições adequadas à transmissão da doença (LOIOLA; 

SILVA; TAUIL, 2002). 

Para atingir a marco de diminuição de 40% de incidência global de malária até 2020, a 

recente iniciativa para eliminar a malária do mundo (GTS/AIM/SDG’s 2016-2030), 

classificou os 18 países endêmicos para malária das Américas entre: aqueles que terão como 

meta a redução ≥40% (12 países); e os que possuem como meta a redução de 20-30% (5 

países). O Brasil está entre os países com meta de redução de ≥40% (Figura 6) (WHO, 2017). 

 
Figura 6: Países e Territórios das Américas e Metas de Redução até 2020. Adaptado de WHO, 2017. 

 

Visando alcançar esta meta, o Brasil, pelo Programa Nacional de Controle da Malária 

(PNCM), divulgou em janeiro de 2017 o Plano de Eliminação da Malária no Brasil. A 

eliminação de malária é considerada a interrupção da transmissão vetorial de malária e 

redução à zero da incidência de infecções numa determinada área geográfica, requerendo, 

ainda, de manutenção das medidas de controle e vigilância por tempo indeterminado. Neste 

Plano de Eliminação, são divulgadas estratégias para o diagnóstico, vigilância, tratamento, 

controle vetorial, educação em saúde e mobilização social e monitoramento (BRASIL, 2016), 

sendo que, dentre estes, o diagnóstico precoce e preciso é considerado o primordial, uma vez 

que é o primeiro passo em direção à eliminação (Figura 7). 
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Figura 7: Plano de Eliminação da Malária no Brasil – Diagnóstico. Fonte: BRASIL, 2016. 

 

Apesar de todos os incentivos anteriores para erradicação dessa doença, a eliminação 

da malária no Brasil ainda não foi possível devido a fatores como diagnóstico tardio ou 

errôneo, a crescente resistência dos parasitas aos antimaláricos e o turismo em regiões 

endêmicas, (WELLEMS; MILLER, 2003). 

A disponibilidade de diagnóstico deve contemplar uma análise profunda da 

epidemiologia local, com a identificação das áreas de transmissão, população de risco e 

limitações de acesso e estrutura. Desta forma, a oferta de diagnóstico deve ser equivalente a 

situação regional, de fácil acesso as áreas de risco e ampla divulgação, permitindo um 

intervalo menor entre a identificação e o tratamento e quebrando o ciclo de transmissão 

(BRASIL, 2016). 

A OMS (2016) direciona uma série de ações para tratamento e prevenção da malária, 

tais como: o uso de mosquiteiros tratados com inseticida (MTI); pulverização de inseticidas 

de eliminação de larvas; tratamento com antimaláricos para indivíduos vulneráveis como 

crianças e mulheres grávidas; celeridade na confirmação das suspeitas de infecção por meio 

de teste microscópico e/ou teste de diagnóstico rápido (TDR); administração rápida 

tratamento com as drogas adequado a espécie de parasita causador da infecção. Seguindo 

todas essas diretrizes, o controle e tratamento da doença se tornam muito mais prováveis. 
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1.4 DIAGNÓSTICO PARA MALÁRIA 

 

O diagnóstico e tratamento precoce de pacientes com malária é a maneira mais eficaz 

para impedir que casos leves evoluam para quadros graves, além de impedir que contribuam 

para novos casos da doença. É recomendado que todos os casos suspeitos de malária sejam 

confirmados por microscopia ou testes de diagnóstico rápido (TDR) antes de administrado o 

tratamento, garantindo a utilização do medicamento correto para cada espécie de Plasmodium 

e seu uso apenas quando necessário, minimizando a possibilidade de falha de tratamento e/ou 

possível resistência dos parasitas aos medicamentos (WHO, 2017). 

Por mais de 100 anos, a microscopia se mantém como o teste de diagnóstico 

considerado como padrão ouro para detecção de malária (MURPHY et al., 2013). No entanto, 

há vários métodos que podem ser utilizados para detecção da infecção por malária, como 

ensaios imunoenzimáticos (EIA), testes imunocromatográficos rápidos, reação em cadeia da 

polimerase (PCR), entre outros.  

 

1.4.1 Diagnóstico Parasitológico por Microscopia 

 

O teste microscópico possui características desejáveis ao diagnóstico de malária, tais 

como custo baixo, especificidade e sensibilidade alta. Por esses motivos, se mantém como 

padrão-ouro para detecção de malária (MURPHY et al., 2013).  

Este diagnóstico é realizado através da técnica do esfregaço delgado ou espesso (gota 

espessa), desenvolvida por Ross em 1903 (GOTIJO, 1995). A gota espessa (Figura 8) é mais 

utilizada, pois o sangue concentrado facilita a visualização de parasitas (BRASIL, 2009). Esta 

técnica se baseia na coleta de sangue periférico de pacientes com suspeitas de infecção 

malárica para preparo de lâminas coradas com Giemsa (ou outros corantes específicos) por 20 

a 30 minutos e posterior visualização em microscópio óptico, possibilitando a diferenciação 

de espécies de parasitas encontrados e também uma contagem de parasitas por campo, sendo 

assim, qualitativo e quantitativo (BRASIL, 2009).  
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Figura 8: Diagnóstico de malária por 

microscopia. A) Punção digital; B) 

Preparação de lâminas; C1) Gota espessa e 

C2) Esfregaço sanguíneo. Fonte: 

www.rph.wa.gov.au/malaria/diagnosis. 

 

Este exame permite a detecção de até 5-10 parasitas/µl, no entanto, esse limite é 

dependente do nível de experiência do responsável pela interpretação do teste. Em condições 

adversas como as encontradas em estudos de campo, essa capacidade passa a ser de cerca de 

100 parasitas/µl de sangue. O tempo de aplicação total deste exame é de cerca de 60 minutos 

(BRASIL, 2009). 

Apesar das vantagens apresentadas, faz-se necessário levar em consideração as 

limitações envolvidas na interpretação dos resultados, tais como: preparo inadequado das 

lâminas, lise das hemácias e consequentes mudanças na morfologia dos parasitas e, com isso, 

erros na identificação das espécies, o que poderia levar a administração de antimaláricos 

inadequados para as infecções (HÄNSCHEID, 2003; PROUX et al., 2011). Portanto, este 

método de diagnóstico exige uma infraestrutura adequada e profissionais muito bem 

qualificados para execução e interpretação dos exames (MANGOLD et al., 2005). 

 

1.4.2 Biossensores 

 

Novas tecnologias point-of-care estão sendo desenvolvidas visando maior 

sensibilidade e estabilidade em campo. Dentre essas tecnologias, temos os sensores 
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eletroquímicos, os quais são dispositivos que detectam variações ao receberem estímulos de 

natureza física ou química, respondendo com um sinal elétrico que pode ser canalizado, 

amplificado e modificado através de dispositivos eletrônicos (YOON, 2013)  

Os sensores químicos são compostos por um elemento detector e um elemento 

transdutor. O detector é formado por receptores de reconhecimento, que são unidades 

moleculares diferentes que possuem o potencial de interagir seletivamente com o analito, 

transformando a informação gerada em energia que é capaz de ser lida pelo transdutor. Esse 

transdutor, então, produz um sinal analítico a partir da energia gerada pelo estímulo dos 

receptores (BANICA, 2012).  

Algumas pesquisas buscam o desenvolvimento de biossensores para detecção de 

malária a partir de aptâmeros e anticorpos como elementos de detecção. Lee e colaboradores 

(2012) descreveram o desenvolvimento de aptassensores para malária, baseados na detecção 

da proteína pLDH empregando um sistema de reconhecimento composto de um aptâmero 

modificado como ligações tiol sobre um eletrodo de ouro, sendo a leitura do sinal realizada 

em uma plataforma de espectroscopia eletroquímica de impedância (EIS), neste estudo, o 

limite de detecção reportado para os aptasensores foi de 108.5 fM e 120.1 fM para LDH de P. 

vivax e LDH do P. falciparum, respectivamente. 

A capacidade de detectar baixas concentrações do antígeno possibilitaria também 

utilizar amostras de coleta menos invasiva. Gbotosho e colaboradores (2010) demonstrou a 

presença de antígenos maláricos estão presentes na saliva, porém em baixas concentrações. 

No entanto, o emprego desta tecnologia ainda é recente e são necessários estudos que 

permitam o desenvolvimento de testes com biossensores que sejam, ao mesmo tempo, 

sensíveis e específicos, fáceis de utilizar, de relativo baixo custo e aplicáveis em campo, pois 

a necessidade de equipamentos para utilização desta técnica é um ponto negativo a ser 

considerado. 

 

1.4.3 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

  

 As técnicas moleculares vêm sendo amplamente empregadas para diagnóstico de 

doenças infecciosas (TANG; PROCOP; PERSING, 1997). A PCR como método de detecção 

de malária foi inicialmente descrita por Waters & McCutchan, em 1989, e consiste na 
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amplificação de sequências específicas da região codificadora da subunidade menor de RNA 

ribossomal (18S rRNA) de plasmódio através da utilização de primers (sequências 

iniciadoras) responsáveis por se anelar em regiões específicas do DNA. A enzima DNA 

polimerase (Taq DNA polimerase) realiza, então, a síntese por meio de ciclagem de 

temperaturas específicas para desnaturação e extensão do DNA, resultando na aquisição de 

milhares de cópias da sequência alvo (KIMURA et al., 1997; LORENZ, 2012). 

 Esta técnica, em sua variação PCR em tempo real, permite uma análise mais sensível e 

específica que as já apresentadas. Sendo, até o presente momento, o único método de 

diagnóstico para malária, rotineiramente empregado, capaz de detectar infecções 

assintomáticas e diferenciar entre as espécies de plasmódio existentes. Por esses motivos, é a 

mais indicada para screening em bancos de sangue e para confirmação de casos suspeitos de 

malária que apresentam resultados negativos nas demais formas de diagnóstico (ALI et al., 

2005; HÄNSCHEID, 1999). 

 Apesar de todas as vantagens relacionadas a esta tecnologia, seu uso continua sendo 

restrito ao ambiente laboratorial, em decorrência ao alto custo dos reagentes e equipamentos 

utilizados, necessidade de profissionais qualificados para a execução e o cuidado para evitar 

contaminações.  

 

1.4.4 Diagnóstico Sorológico 

 

Os diagnósticos sorológicos se baseiam na interação entre antígenos do parasita na 

fase sanguínea assexuada presentes no soro dos pacientes com malária com anticorpos 

produzidos contra estes, utilizando técnicas como ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent 

Assay) ou imunofluorescência (TANGPUKDEE et al., 2009). 

Em geral, os ensaios imunoenzimáticos (EIA) possuem alta sensibilidade e 

especificidade, por se tratarem de testes baseados na ligação antígeno-anticorpo, que são 

ligações específicas (FRIGUET et al., 1985). Na técnica ELISA indireto, são usadas 

microplacas com 96 poços nos quais são aderidos antígenos. Os soros dos pacientes são 

adicionados em cada poço e, durante a incubação, ocorre ligação entre o antígeno aderido à 

placa e o anticorpo presente no soro adicionado. Em seguida, adiciona-se um segundo 

anticorpo que se ligará às imunoglobulinas da espécie que estão sendo testadas, e este está 

conjugado à enzima peroxidase, a qual, em contato com uma solução cromatogênica 
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adequada como, por exemplo, o tetrametilbenzidina (TBM) com o substrato da enzima, o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), provocam uma reação colorimétrica, possibilitando a 

mensuração da quantidade de anticorpos presentes no soro dos pacientes. Este ensaio, pelo 

fato de se basear na busca de anticorpos contra antígenos, e não na busca de antígenos, 

geralmente é mais empregado em estudos para avaliar a resposta imune humoral de pacientes 

(DRAME et al., 2010; POINSIGNON et al., 2008). 

O ELISA sanduíche se baseia, além das etapas já descritas, em mais uma etapa inicial 

a qual consiste na sensibilização da placa com anticorpos para captura de antígenos alvo 

(GONÇALES; GONÇALES, JR, 2004), as reações posteriores acontecem como o descrito 

acima (Figura 9). 

 

 

Figura 9: Princípios básicos do ELISA. A) ELISA indireto. B) ELISA sanduíche. 

 

Os biomarcadores de infecção mais empregados são as Aldolases de Plasmodium, 

proteína rica em histidina-2 (HRP-2) de Plasmodium falciparum e a lactato desidrogenase de 

Plasmodium (pLDH). 

As aldolases são as principais enzimas da via glicolítica do Plasmodium, liberadas no 

sangue dos pacientes infectados e são encontradas no citoplasma dos parasitas (DZAKAH et 

al., 2013), sendo conservada e expressa por todas as espécies de Plasmodium, ao longo de 

todo o seu ciclo de vida, podendo ser usada como um diagnóstico Pan específico. 

A HRP (Histidine-rich Proteins) são proteínas nas quais o aminoácido histidina 

representa mais de 70% da composição da cadeia polipeptídica. A HRP-2 de Plasmodium é 

exclusiva do P. falciparum, e se encontra presente no soro, e em outros fluidos de indivíduos 

infectados com este parasita (JAIN et al., 2014). A proteína PfHRP-2, embora amplamente 
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utilizada em testes de diagnóstico rápido, possui o viés de permanecer no organismos por 3 a 

5 semanas, mesmo após a cura do paciente, podendo levar a falsos positivos que acarretam na 

administração desnecessária de antimaláricos (HOUZE et al., 2009; IQBAL et al., 2004). 

Além disso, estudos recentes têm demonstrado que pode haver a deleção do gene de HRP-2 

em algumas cepas de P. falciparum, acarretando em falsos negativos para os testes de 

diagnóstico que usam esse antígeno como marcador (KOITA et al., 2012; KUMAR et al., 

2013). 

A LDH de plasmódio (pLDH) é tetramérica, contém 316 aminoácidos, e faz parte da 

via glicolítica do metabolismo do parasita, sendo produzida em todas as etapas de seu ciclo de 

vida (MOODY, 2002). Como a via glicolítica é a principal fonte de energia para o 

desenvolvimento do parasita, o consumo de glicose das hemácias infectadas pelo parasita é 

muito aumentado, chegando a ser entre 50 a 100 vezes maior do que as hemácias saudáveis 

(PREUSS; JORTZIK; BECKER, 2012; PODLASEK; MCPHERSON, 1989; WALLQVIST et 

al., 2016). A LDH participa da última reação da via glicolítica, convertendo piruvato a lactato, 

e novamente em piruvato, para formar NAD+ dando prosseguimento a glicólise anaeróbica 

(Figura 10).  Como a glicólise anaeróbica ocorre no ciclo biológico do Plasmodium no 

interior dos eritrócitos, o metabolismo da glicose proporciona a energia necessária ao 

crescimento intracelular (BERWAL et al, 2006). 

 

Figura 10: Reação catalisada pela enzima LDH. Fonte: OLIVEIRA e FRANÇA, 2016. 

 

Todas as espécies de parasitas que causam a malária em humanos expressam a LDH. 

Estas enzimas, ainda que exercendo a mesma função biológica que a LDH humana, 

apresentam diferenças nas características imunológicas, estruturais e nos níveis de expressão, 

quando comparadas (WIWANITKIT, 2007). 

A pLDH (LDH de Plasmodium sp) possui uma série de características que a tornam 

um ótimo marcador de infecção para malária como, por exemplo, o fato de ser uma enzima 

utilizada para do desenvolvimento intracelular do parasita, tornando sua concentração 
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relacionáveis aos níveis de parasitas no sangue de pessoas infectadas, no que diz respeito ao 

Plasmodium falciparum (MAKLER; HINRICHS, 1993; VAN GENDEREN et al., 2004). 

Parte das características estruturais dessa proteína são conservadas entre as espécies de 

plasmódio que causa malária em humanos, o que torna possível a sua utilização como um 

marcador pan específico. Além disso, essas enzimas não são encontradas em pacientes sem 

infecção 7 dias após o tratamento efetivo ou cura (HOUZE et al., 2009; MBABAZI et al., 

2015).  

 

1.4.5 Testes de Diagnóstico Rápido de Malária 

 

Os testes de diagnóstico rápido (TDR) para malária partem do princípio da 

imobilização de antígenos através de uma ligação antígeno-anticorpo. Eles possuem duas 

fases: a fase fixa e a móvel. Na fase fixa, são aderidos anticorpos específicos a uma 

membrana de nitrocelulose; Na fase móvel, anticorpos específicos são aderidos a partículas de 

ouro coloidal. O sangue de paciente com suspeita de malária é colocado com a fase líquida do 

kit diagnóstico e, quando em contato com a membrana teste, resulta na ligação antígeno-

anticorpo, tornando possível a visualização de uma linha colorida (MOODY, 2002; PIPER et 

al., 1999) (Figura 11). 

 
Figura 11: Esquema de funcionamento de testes de 

diagnósticos rápidos (TDRs). Adaptado de WHO et al., 2008. 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estabeleceu uma série de diretrizes para a 

produção de TDR para aplicações point-of-care. Essas diretrizes, basicamente, recomendam 

que os testes tenham facilidade de acesso àqueles que necessitam, tenham uma boa 
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sensibilidade e especificidade, que sejam fáceis de usar, rápidos e independentes de 

equipamentos (WHO, 2011). 

Quanto à sensibilidade e especificidade destes testes, a OMS determina devam ter uma 

sensibilidade, pelo menos, equivalente à da microscopia em condições de campo, que 

corresponde à detecção de aproximadamente 100 parasitas/µl. Para essa parasitemia, os testes 

devem ser capazes de detectar os antígenos em 100% das vezes, com uma especificidade de 

90%. Além disso, os testes devem específicos para os antígenos indicativos de parasitas vivos 

circulantes, não podendo ser reativos a produtos de parasitas inviáveis, como resquícios de 

proteínas ou ácidos nucléicos. Idealmente, também devem oferecer a verificação de eficácia 

de tratamentos ou resistência às drogas antimaláricas (WHO, 2011). 

Atualmente, existem vários testes de diagnóstico rápido disponíveis no mercado. Os 

testes existentes geralmente são para detecção de P. falciparum, de P. falciparum + Pan 

específico (que é capaz de detectar P. falciparum e outras espécies de plasmódio que infectam 

humanos), de P. falciparum e P. vivax, P. vivax + Pan específico, testes apenas com anticorpo 

Pan específico ou somente para detecção de P. vivax (WHO, 2011) (Figura 12). 

 

Figura 12: Componentes e interpretações para ensaio 

imunocromatográfico. Fonte: Adaptado de 

http://www.malariasite.com/. 

 

Os testes de diagnóstico rápido vêm contribuindo para o tratamento correto da malária. 

A WHO possui o Programa de Teste de TDR para Malária, que durante o período de 2010 a 
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2016, estimou a venda de $1,66 bilhões em TDRs comerciais que foram distribuídos 

globalmente. Este valor representa aproximadamente 312 milhões TDRs, sendo que 269 

milhões destes foram entregues somente para Região Africana WHO. Em 2016, o uso de 

testes diagnóstico em casos suspeitos de malária na África aumentou de 36% em 2010 para 

87% em 2016. Este aumento ocorreu principalmente devido ao aumento do uso de TDRs, que 

contaram por 63% de todos os diagnósticos realizados (WHO, 2017) (Figura 13). 

 

 
Figura 13: Proporção de casos suspeitos de Malária que receberam diagnóstico, 2010-2016. 

Adaptado de WHO, 2017. 

 

Apesar da microscopia ainda ser o método mais utilizado para o diagnóstico para 

malária no Brasil, o emprego de TDRs vem aumentando desde 2011, passando de 1486 em 

2011 para 23273 em 2016. Estima-se que foram distribuídos no Brasil 68 mil unidades de 

TDRs pelo em 2016, logo, sua utilização ainda está abaixo da esperada (WHO, 2017). Isso 

ocorre porque os TDRs ainda não eliminam a necessidade da verificação por exame 

microscópico, em decorrência do fato de não serem capazes de detectar algumas infecções 
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com níveis muito baixos de parasitemia, por causa disso, os resultados negativos de pacientes 

que possuem sintomas clínicos devem ser ainda testados por microscopia (TANGPUKDEE, 

2009). 

 

 
Figura 14: Casos de malária reportados por método de diagnóstico no Brasil, 2010 a 2016. Adaptado de WHO, 

2016. 

 

De modo geral, os TDRs são simples, eficientes e proporcionam resultados 

rapidamente (DE OLIVEIRA; DE CASTRO GOMES; TOSCANO, 2010) e sua aplicação em 

campo tem sido estimulada, tanto pela velocidade, sensibilidade e especificidade de 

diagnóstico, tanto pelo custo-benefício da técnica. Em um estudo realizado na Tanzânia – 

África - (LUBELL et al., 2008) avaliando os custos locais com malária em uma região com 

mais de 60% de incidência de casos, a comparação do diagnóstico por TDR, diagnóstico por 

microscopia e tratamento presuntivo com antimaláricos sem diagnóstico, demonstrou que o 

uso de TDR reduz significantemente os custos se o índice de aderência for maior de 65%. 

De maneira semelhante, foi realizado uma comparação de custos entre um TDR 

comercial, CareStart Rapid Diagnostic Kit (Access Bio, Inc., New Jersey, USA), com o 

diagnóstico por microscopia (OGUNNIYI et al., 2016). Foram avaliados os valores de custo 

como estrutura, qualificação profissional, uso de instalações elétricas, material de consumo, 

horas de trabalho e tratamento, tendo como base os custos de uma unidade médica em Ibadan 

– África. Esse estudo estimou o custo total da microscopia em $ 10.77, contra $ 5.61 do TDR 

(aproximadamente R$ 34,91 e R$ 18,19, respectivamente, câmbio realizado em 07/03/2018) 

(OGUNNIYI et al., 2016). 

Apesar disso, os custos variam de acordo com as condições epidemiológicas locais. 

No Brasil, uma avaliação do OptiMal® (Flow Inc., Portland, Oreg.) em 12 municípios 

endêmicos para malária do estado do Pará, na região Amazônica, demonstrou o custo por caso 

do diagnóstico por microscopia em aproximadamente $6.79 e por TDR em $5.14 
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(aproximadamente R$22,01 e R$ 16,66, respectivamente, câmbio realizado em 25/02/2018). 

Apesar do valor do TDR OptiMal® ser elevado em comparação com a microscopia (Figura 

15), os altos custos relacionados a qualificação profissional, equipamento, manutenção e 

transporte para a microscopia diminuem seu custo-benefício (DE OLIVEIRA; CASTRO; 

TOSCANO, 2010) 

 
Figura 15: Custo total das estratégias de diagnóstico para 33 mil exames na região Amazônica, Brasil, em 

2006. Adaptado de OLIVEIRA et al 2010. 

 

O alto custo ainda agregado aos TDRs em relação a microscopia (Figura 15) é um 

fator motivador para o incentivo em pesquisas e desenvolvimento visando o diagnóstico. Em 

2016, estima-se que $85 milhões foram investidos apenas em estudos visando o diagnóstico 

de malária (WHO, 2017).  No Brasil, não considerando os fatores adicionais, o valor do TDR 

é aproximadamente 5 vezes maior que o da microscopia, principalmente devido à ausência de 

testes de origem nacional, o que aumenta significativamente o seu custo de distribuição, sendo 

este um dos fatores da baixa adesão ao uso de TDR (Figura 14). 

Em trabalhos anteriores foi desenvolvida uma proteína recombinante de PvLDH (LDH 

de Plasmodium vivax) com a intenção de elaborar um imunoensaio utilizando os anticorpos 

policlonais obtidos. Foi então proposto um ELISA sanduíche no qual se obteve sucesso para 

avaliar infecção de pacientes com malária por P. vivax (SOUSA et al., 2014), não 

apresentando reações cruzadas com infecções por P. falciparum. No entanto, estes anticorpos 

não demostraram um bom desempenho quando aplicados em testes de fluxo lateral. A 

proteína PvLDH possui aproximadamente 312 aminoácidos (AVILA et al., 2002) e, dentre os 

possíveis problemas enfrentados, destaca-se a ausência de controle da estrutura onde o 

anticorpo será formado. 

  Visando solucionar este problema, foi proposta a utilização de peptídeos sintéticos. 

Sua aplicação tem sido amplamente utilizada para o desenvolvimento de vacinas, uma vez 
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que utiliza uma quantidade mínima de epítopos imunogênicos para desencadear uma resposta 

imune adequada. Além disso, esta técnica permite uma abordagem multi-epítopo, na qual são 

escolhidos vários epítopos imunogênicos de uma única proteína, permitindo uma cobertura 

maior da diversidade antigênica do patógeno (SKWARCZYNSKI et al., 2016). 

Em estudo realizado com Hurdayal e colaboradores (2010), foram produzidos 

anticorpos anti-peptídeos de LDH de P. falciparum, de P. vivax e LDH pan específico (P. 

falciparum + P. vivax), os quais se mostraram capazes de detectar e distinguir infecções 

maláricas entre P. vivax e P. falciparum, demonstrando que esse tipo de estratégia pode ser 

eficaz para diagnóstico. Porém, este estudo não avaliou o desempenho dos anticorpos obtidos 

por meio de testes em fluxo lateral. 

Sendo assim, o presente trabalho propôs a obtenção e a confirmação de 

reconhecimento de anticorpos obtidos contra peptídeos sintéticos de regiões específicas da 

proteína LDH de Plasmodium à proteína nativa, para aplicação em diagnóstico de infecções 

maláricas. A utilização desses anticorpos pode ser uma saída para a obtenção de uma 

ferramenta de diagnóstico que seja eficiente para detecção de malária tanto na utilização em 

imunoensaios, quanto em uma futura aplicação em testes de fluxo lateral, garantindo a 

especificidade necessária para essas aplicações. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver anticorpos policlonais para diagnóstico de malária a partir de peptídeos 

sintéticos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Desenhar peptídeos referentes a regiões específicas da pLDH, PfLDH e PvLDH (LDH 

Pan específica, LDH de Plasmodium falciparum e LDH de Plasmodium vivax); 

• Obter anticorpos policlonais contra os peptídeos produzidos; 

• Confirmar o reconhecimento dos anticorpos policlonais obtidos com à proteína LDH 

nativa.  
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3. METODOLOGIA 

 

            3.1 MODELO DE ESTUDO 

 

O trabalho realizado foi um estudo de pesquisa aplicada, no qual se esperou obter marcadores 

específicos de infecção malárica por meio da produção de anticorpos policlonais contra regiões da 

proteína pLDH, tanto escolhidas por Hurdayal e colaboradores (2010), sendo chamadas de P1 a P3, 

selecionadas neste projeto, chamadas de P4 a P6. O estudo foi realizado em ambiente laboratorial e de 

caráter prospectivo. 

3.2 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

 

O presente estudo foi desenvolvido com camundongos requeridos para pesquisas e 

vinculado ao projeto “Desenvolvimento de anticorpos policlonais contra proteína LDH de 

Plasmodium vivax”, deferido pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal do Instituto 

Nacional de Pesquisa da Amazônia (INPA), com CEUA-INPA 003/2015 (Anexo 1). As 

técnicas de experimentação foram executadas no Biotério Central do INPA.  As amostras de 

sangue utilizadas são provenientes de coletas realizadas sob o comitê de ética da Universidade 

Federal do Amazonas, CAAE: 57293216.3.0000.0005. 

 

3.3 DESENHO E SÍNTESE DOS PEPTÍDEOS 

  

Foi realizada uma análise com ferramentas de bioinformática para desenho dos 

peptídeos referentes a três regiões da proteína LDH de plasmódio. Utilizou-se a plataforma de 

bioinformática NCBI - National Center for Biotechnology Information – 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) para a obtenção das sequências da proteína LDH específica 

de P. falciparum (PDB ID: 1CEQ_A), P. vivax (GenBank ID: AFZ62592.1) e LDH de 

humano (GeneBank ID: CAE11711.1). As sequências foram alinhadas utilizando o programa 

Clustal Ômega (http://www.clustal.org/omega/) e utilizada a ferramenta de predição de 

epítopos do IEDB - Immuno Epitope Database and Analisis Resource – 

(http://www.iedb.org/home_v3.php), no qual foram analisados parâmetros como semelhança 

de sequências entre as espécies, hidrofilicidade e acessibilidade de epítopos. Foram 

selecionadas regiões comuns entre as espécies, pertencentes a epítopos com alta 

acessibilidade na estrutura tridimensional e alta hidrofilicidade.  

http://www.clustal.org/omega/
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As sequências de aminoácidos escolhidos neste estudo e as sequências de três 

peptídeos propostos por Hurdayal e colaboradores (2010) foram enviadas para análise na 

Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) em colaboração com o professor Dr. 

Ricardo Andréz Machado de Ávila. Após confirmação e correção das sequências, foi iniciada 

a síntese química dos peptídeos utilizando uma adaptação da técnica Solid-Phase Peptide 

Sintesis (MACHADO DE AVILA et al., 2011; MERRIFIELD, 1969), realizada por meio da 

mesma colaboração. 

 

 

3.4 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS 

 

As imunizações foram realizadas utilizando o adjuvante comercial KLH (Keyhole 

Limpet Hemocyanin - Sigma-Aldrich
®

), que consiste na proteína hemocianina que possui a 

função de carreadora de oxigênio no sangue de moluscos e artrópodes. A hemocianina de 

Megathura crenulata é reconhecidamente imunogênica, sendo largamente utilizada como 

adjuvante experimental em animais, tendo a vantagem de possuir uma grande distância 

evolutiva com os animais geralmente utilizados em pesquisas experimentais, possibilitando a 

produção de anticorpos específicos (HARRIS; MARKL, 1999; LATEEF et al., 2007). 

O acoplamento dos peptídeos ao adjuvante KLH foi feito antes de cada uma das 

imunizações, por meio da ligação covalente promovida pelos agentes químicos EDAC 

[Cloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida] em concentração final de reação de 

1,1mg/mL e NHS (N-hidroxissuccinimida), concentração final 100ng/mL, adicionados a 

5mM de tampão MOPS [ácido 3-(N-mofolino)propanesulfônico], 0,4mg/mL de KLH e 

1mg/mL de cada um dos peptídeo sintéticos. 

 Para esses ensaios, camundongos fêmeas da linhagem Balb/c, com 6 a 8 semanas de 

idade foram imunizados via intraperitoneal com 100μg dos peptídeos acoplados ao carreador 

juntamente com adjuvante de Freund (1:1), que funcionou como emulsificante da solução. No 

total foram imunizados seis peptídeos diferentes de pLDH, totalizando 6 grupos teste, e um 

grupo controle imunizado apenas com o KLH e adjuvante de Freund, formando assim, o 

grupo controle. Cada grupo continha três camundongos. Foram realizadas 6 imunizações com 

intervalos de 7 dias, seguidas de um booster adicional. Para a avaliação do progresso, os soros 

dos camundongos foram coletados após cada imunização e testados por ELISA indireto. Após 
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o booster, foi retirado o sangue total. A eutanásia foi feita por meio da anestesia dos 

camundongos seguido de deslocamento da cervical. O descarte das carcaças ficou a cargo da 

equipe técnica do Biotério Central do INPA.  

 

3.5 DETECÇÃO DE ANTICORPOS ANTI-PEPTÍDEOS 

 

3.5.1 ELISA Indireto 

  

Os ensaios de ELISA foram realizados segundo Harlow e Lane (1988), com a 

finalidade de avaliar a aquisição de anticorpos pelos camundongos em decorrência às 

imunizações. As placas de 96 poços foram sensibilizadas com cada um dos seis peptídeos 

pLDH, em duplicata para cada soro de camundongo, diluídos em tampão 

carbonato/bicarbonato (pH 9.6) overnight a 4º C. Em seguida, ocorreram 5 lavagens com PBS 

1X, e bloqueio com PBS 1X+BSA 3%, adicionando-se 300µl/poço, e estes foram incubados a 

37ºC durante 1 hora. Os soros provenientes das imunizações foram diluídos em tampão de 

bloqueio a 1/100 e adicionados aos poços, seguido por uma incubação em câmara úmida em 

estufa a 37ºC por 1h. Após este período, foram realizadas 5 lavagens com PBS 1X. 

Anticorpos anti-IgG de camundongo biotinilados foram diluídos 1/2000 em tampão de 

bloqueio e então adicionados nos poços e incubados a 37ºC por 1 hora e, em seguida, lavados 

5 vezes em PBS 1X. Foi realizada uma etapa adicional utilizando a estreptavidina acoplada 

com peroxidase nas mesmas condições citadas acima. Para a revelação da reação, foi 

adicionada a substância cromogênica Tetrametilbenzidina (TMB - Sigma) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2) durante 10 minutos e interrompida com ácido sulfúrico (H2SO4) a 2M. Os 

dados foram obtidos por leitor de ELISA em um filtro de absorbância de 450nm. O cut-off foi 

calculado pela média da densidade ótica (DO) dos soros controles somado ao dobro do desvio 

padrão obtido. 

 

3.6 PURIFICAÇÃO DOS ANTICORPOS EM COLUNA DE PROTEÍNA G 

 

A coluna contendo resina de Proteína G Sepharose (Sigma) foi equilibrada com 10 mL 

de tampão de ligação (Fosfato de sódio 0,02M, pH 7.0). Os soros dos camundongos foram 

diluídos 1:10 em tampão de ligação e colocados na coluna, seguidos por lavagens com 15mL 
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de tampão de ligação. A resina foi eluída com 3 a 5mL de tampão de eluição (Glicina 0,1M, 

pH 2.7) e coletado em microtubos de 1,5mL. Em cada microtubo com soro purificado foi 

adicionado 50µl de tampão neutralizador (Tris HCL 1M, pH 9.0). Após a purificação, a 

coluna foi lavada com tampão de ligação (5 a 10mL) e armazenada com etanol 30%. A 

purificação foi confirmada por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS/PAGE 12% a 100V 

por uma hora.  

 

 

3.7 CONFIRMAÇÃO DO RECONHECIMENTO DOS ANTICORPOS 

DESENVOLVIDOS PELA  pLDH NATIVA 

3.7.1 Imunofluorescência Indireta 

 

Para a realização da imunofluorescência foi realizado o protocolo padronizado por 

Sanz et al., (2013), brevemente descrito a seguir. Utilizaram-se lâminas contendo hemácias 

parasitadas com P. vivax, pré-fixadas em trabalhos anteriores por imersão em acetona gelada, 

(BEZERRA, 2016), confeccionadas no Hospital de Medicina Tropical. As lâminas foram 

bloqueadas com PBS-BSA 3% por 30 minutos e foi adicionado os anti-peptídeos obtidos 

diluídos em tampão de bloqueio a 1mg/mL e incubados por 1h a 37°C em câmara úmida. 

Após a incubação, as lâminas foram lavadas 3 vezes por imersão em PBS por 2 minutos. Foi 

adicionado o anticorpo fluorescente Alexa 488 Fluor (Thermofisher scientific) como 

anticorpo secundário, diluído a 1:1000 em tampão de bloqueio, e incubados por 30 minutos a 

37°C em câmara úmida. Após a incubação, as lâminas foram lavadas 3 vezes por imersão em 

PBS por 2 minutos. Ao final do processo, foram adicionadas gotas de glicerina e coberto com 

lamínulas sem fazer bolhas. Foram realizadas lâminas adicionais coradas com DAPI ou 

brometo de etídio por 10 minutos em temperatura ambiente para observar o padrão de 

integridade celular de acordo com o DNA. As amostras foram lidas em microscópio de 

imunofluorescência nas objetivas de 40X e 60X. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

          4.1 PRODUÇÃO CIENTÍFICA DURANTE O MESTRADO 

 

Uma revisão bibliográfica discorrendo sobre métodos de diagnóstico foi realizada e 

aceita para publicação na revista Scientia Amazonia (ANEXO 7.2).  

 

4.2 SEQUÊNCIAS DOS PEPTÍDEOS SINTÉTICOS  

 

 Neste estudo, realizamos a análise e produção de anticorpos provenientes de peptídeos 

sintéticos da proteína pLDH. Em estudos anteriores (SOUZA et al., 2014), esta proteína foi 

produzida de forma recombinante e utilizada para obtenção de anticorpos com a finalidade de 

diagnóstico. Contudo, os produtos gerados apresentaram aplicabilidade em testes tipo ELISA, 

porém não em testes de diagnóstico rápido. 

 Para solucionar este problema, foi proposta utilização de peptídeos sintéticos como 

estratégia de obtenção de anticorpos. Peptídeos com tamanho de 10-20 aminoácidos são 

considerados ideais como antígenos, uma vez que adotam uma conformação específica 

própria, que não necessariamente reflete a conformação da proteína nativa. Virtualmente isso 

significa que qualquer sequência pode ser tornar imunogênica se for apresentada ao sistema 

imune da maneira correta. Contudo, existem ainda muitos fatores que influenciam nesta 

resposta, como por exemplo, a hidrofilicidade, antigenicidade, reconhecimento por células B, 

dentro outros. Logo, são recomendados para a otimização da busca de peptídeos de interesse, 

o uso de diferentes regiões de uma mesma proteína e imunizar mais de animal com cada 

peptídeo, pois muitas vezes os anticorpos gerados podem funcionar de maneiras diferentes em 

cada ensaio (HANCOCK; O’REILLY, 2005). 

 A análise dos epítopos pelo programa IEDB se mostrou efetiva para realizar a triagem 

in silico das sequências de LDH. As regiões com as maiores taxas referentes à hidrofilicidade 

(Figura 16) de acessibilidade (Figura 17) da sequência de aminoácidos de LDH comum às 

espécies de P. falciparum e P. vivax (PDB ID: 1CEQ_A), aqui chamada de sequência Pan 

específica, se encontra na posição 96-110. Apesar do pico não ser positivo para o parâmetro 

de hidrofilicidade, esta região foi escolhida por apresentar acessibilidade satisfatória quando 

analisada em sua estrutura tridimensional (Figura 24A), característica importante para 
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antígenos empregados na obtenção anticorpos, pois facilita assim o reconhecimento de 

anticorpos (SARAVANAN; BABU, 2010) e também por ser a única que além de possuir 

acessibilidade na superfície da proteína nativa, diferir da sequência escolhida por Hurdayal et 

al (2010).  

Para a sequência de LDH específica para P. falciparum (PDB ID: 1CEQ_A), a região 

que demonstrou especificidade de sequência, bem como picos positivos de hidrofilicidade e 

acessibilidade, compreende a região 275-288 (Figura 18 e 19). Para a sequência de LDH 

específica para P. vivax (GenBank ID: AFZ62592.1), os epítopos preditos positivos para a 

hidrofilicidade (Figura 20) e acessibilidade (Figura 21) estão na região 274-288, distinguindo-

se apenas em 4 aminoácidos da sequência específica do P. falciparum. 

De maneira similar ao proposto neste estudo, por Hurdayal e colaboradores (2010) 

propôs a produção de anticorpos para aplicação em TDR por peptídeos sintéticos comum as 

espécies de Plasmodium (APGKSDKEWNRDDLL), um específico para P. falciparum 

(LISDAELEAIFDC) e um específico para P. vivax (KITDEEVEGIFDC). Como resultados, 

os anticorpos produzidos apresentaram boa reatividade quando testados em “western blot” 

utilizando proteínas recombinantes, porém não chegaram a ser aplicados em testes de fluxo 

lateral. 

Para este estudo, foram selecionadas as regiões referentes aos peptídeos de LDH de P. 

vivax, P. falciparum e uma região em comum para as duas espécies - Pan específica - foram 

escolhidas (Figura 22). Também foram sintetizadas as sequências peptídicas propostas por 

Hurdayal e colaboradores (2010) (Figura 23).  

Todas as sequências sintetizadas no laboratório coordenado pelo Dr. Ricardo Andréz 

Machado de Ávila (UNESC) para este estudo podem ser encontradas sumarizadas abaixo 

(Tabela 1).  

Tabela 1: Sequências de peptídeos selecionados para síntese no Departamento de Bioquímica (UNESC) 

Especificidade de Epítopos Selecionados por 

Hurdayal et al., 2010 

Selecionados neste 

Estudo 

Nomenclatura 

neste Estudo 

    Plasmodium vivax KITDEEVEGIFDC 

 

P1 

   
 

Pan específico 
APGKSDKEWNRDDLL 

 
P2 

(P. vivax+P. Falciparum) 
 

   
 

Plasmodium falciparum LISDAELEAIFDC 

 

P3 



46 
 

   
 

Plasmodium falciparum 

 

GGTPVVGANGVEQ P4 

   
 

Pan específico 

 
DDLLPLNNKIMIEIG P5 

(P. vivax+P. Falciparum) 

 

   
 

Plasmodium vivax 

 

GGTPLVIGGTGVEQ P6 

        



   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Análise de epítopo Pan específico (P. falciparum + P. vivax) 

quanto sua acessibilidade, feita pelo programa IEDB. Marcada em 

vermelho está sequência selecionada para síntese, em azul a sequência de 

Hurdayal et al., (2010), em marrom o local onde as sequencias se 

sobrepõem. A seta vermelha indica a região 96-110 (PDB: 1CEQ_A), que 

compreende os aminoácidos selecionados, que mostra um pico negativo 

indicando predição de acessibilidade. A seta azul indica a região 

correspondente a sequência de Hurdayal et al., (2010). 

 

Figura 16: Análise de epítopo Pan específico (P. falciparum + P. vivax) 

quanto sua hidrofilicidade, feita pelo programa IEDB.  Marcada em 

vermelho está sequência selecionada para síntese, em azul a sequência de 

Hurdayal et al., (2010), em marrom o local onde as sequencias se sobrepõem. 

A seta vermelha indica a região 96-110 (PDB: 1CEQ_A), que compreende os 

aminoácidos selecionados, que mostra um pico indicando uma predição de 

boa hidrofilicidade. A seta azul indica a região correspondente a sequência 

de Hurdayal et al., (2010). 

 



   
 
 

 

  

Figura 19: Análise de epítopo P. falciparum específico quanto sua 

acessibilidade, feita pelo programa IEDB. Marcada em verde está sequência 

selecionada para síntese, em azul a sequência de Hurdayal et al., (2010). A seta 

vermelha indica a região 275-288 (PDB: 1CEQ_A), que compreende os 

aminoácidos selecionados, que mostra um pico positivo para predição de 

acessibilidade. A seta azul indica a região correspondente a sequência de 

Hurdayal et al., (2010). 

 

Figura 18: Análise de epítopo P. falciparum específico quanto sua 

hidrofilicidade, feita pelo programa IEDB. Marcada em verde está 

sequência selecionada para síntese, em azul a sequência de Hurdayal et al., 

(2010). A seta vermelha indica a região 275-288 (PDB: 1CEQ_A), que 

compreende os aminoácidos selecionados, que mostra um pico positivo para 

predição de hidrofilicidade. A seta azul indica a região correspondente a 

sequência de Hurdayal et al., (2010). 

 



   
 

 

 

Figura 20: Análise de epítopo P. vivax específico quanto sua hidrofilicidade, 

feita pelo programa IEDB. Marcada em laranja está sequência selecionada para 

síntese, em azul a sequência de Hurdayal et al., (2010). A seta vermelha indica a 

região 274-288 (GenBank: AFZ62592.1), que compreende os aminoácidos 

selecionados, que mostra um pico positivo para predição de hidrofilicidade. A seta 

azul indica a região correspondente a sequência de Hurdayal et al., (2010). 

 

Figura 21: Análise de epítopo P. vivax específico quanto sua acessibilidade, 

feita pelo programa IEDB. Marcada em laranja está sequência selecionada para 

síntese, em azul a sequência de Hurdayal et al., (2010). A seta vermelha indica a 

região 274-288 (GenBank: AFZ62592.1), que compreende os aminoácidos 

selecionados, que mostra um pico positivo para predição de acessibilidade. A seta 

azul indica a região correspondente a sequência de Hurdayal et al., (2010). 
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Figura 22: Alinhamento das proteínas LDH humanos (de Plasmodium 

falciparum e Plasmodium vivax) feito através do Clustal Ômega. 

Marcadas em amarelo, rosa e verde estão as sequências de aminoácidos 

selecionadas para produção de peptídeos Pan específico (PfLDH+PvLDH) 

(P5), P. falciparum específico (P4) e P. vivax específico (P6), 

respectivamente. Números de acesso: LDH humana: GeneBank ID: CAE 

11711.1, PfLDH: PDB: 1CEQ_A 0141 e PvLDH: GenBank: AFZ62592.1. 

Figura 23: Alinhamento das proteínas LDH humana (de Plasmodium 

falciparum e Plasmodium vivax) feito através do Clustal Ômega. Marcadas em 

roxo, azul e laranja estão as sequências de aminoácidos selecionadas por 

Hurdayal et al. (2010) para produção de peptídeos Pan específico 

(PfLDH+PvLDH) (P2), P. falciparum específico (P3) e P. vivax específico (P1), 

respectivamente. Números de acesso: LDH humana: GeneBank ID CAA32033, 

PfLDH: PlasmoDB ID: PF13–0141 e PvLDH: PlasmoDB PVX–116630. 
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Uma vez que a localização de superfície dos antígenos é necessária para 

aumentar as chances de interação dos anticorpos obtidos com a proteína nativa 

(HURDAYAL et al., 2010), foram acessadas o posicionamento espacial das sequências 

selecionadas diretamente na estrutura 3D das proteínas PvLDH e PfLDH depositadas no 

“Protein data bank” - PDB (sob o código de acesso 2a94 e 5hs4, respectivamente), 

confirmando a disponibilidade das sequencias nas regiões mais superficiais da proteína 

(Figura 24). 

 
Figura 24: Estruturas em 3D de subunidades de pLDH, visualizadas através do programa PDB 

Viewer. A e B correspondem a estrutura 3D de uma das subunidades da LDH de P. falciparum (PfLDH) 

em dois pontos de vista diferentes. A coloração amarela corresponde ao pan-específico (P2) e roxo 

PfLDH específico (P3) utilizados por Hurdayal et al. (2010); vermelho pan-específico (P5) e verde 

PfLDH específico (P4) selecionados neste estudo. Marcada em laranja, estão os quatro aminoácidos nos 

quais as duas sequências se sobrepõe (96-99) C e D correspondem a estrutura 3D de uma subunidade da 

LDH de P. vivax (PvLDH) em dois pontos de vista diferentes.  A coloração amarela corresponde ao pan-

específico (P2) e roxo PvLDH (P1) específico utilizados por Hurdayal et al. (2010); vermelho pan-

específico (P5) e verde PvLDH específico (P6) selecionados neste estudo. 
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 4.3 AQUISIÇÃO DE ANTICORPOS CONTRA OS PEPTÍDEOS 

SINTÉTICOS 

  

 Para avaliação da resposta de produção de anticorpos específicos dos 

camundongos contra os peptídeos propostos, foram realizados ELISAs indiretos para 

quantificação da DO. Os resultados estão dispostos na Figura 25. 

 As imunizações para os peptídeos P3, P4, P5 e P6 (Tabela 1) não atingiram a 

DO superior ao cut-off  estabelecido (DO 0.8) após as 7 imunizações (Figuras 25 C-F). 

Somente os peptídeos PvLDH (Figura 25A) específico e pLDH (Figura 25B) 

desenvolvidos por Hurdayal e colaboradores (2010) apresentaram respostas superiores a 

DO 1.0. 

 O cut-off apresentou valores elevados devido ao alto reconhecimento dos 

anticorpos gerados pelos soros negativos, sugerindo uma possível reatividade cruzada 

com o carreador KLH.  

 Apesar das várias vantagens do KLH em relação a outros carreadores - devido a 

sua alta imunogenicidade e distância evolutiva com os animais mais utilizados em 

pesquisas para obtenção de anticorpos policlonais - relatadas em outros trabalhos 

(HARRIS; MARKL, 1999; LATEEF et al., 2007), neste estudo não atuou como um 

bom carreador para imunização com peptídeos sintéticos. Esta baixa obtenção de 

específicos pode ser devido uma série de fatores, como modificações nos peptídeos e na 

sua antigenicidade causadas pelo processo de acoplamento e instabilidade das moléculas 

conjugadas (BRIAND; MULLER; VAN REGENMORTEL, 1985; GOMEZ-

SANCHEZ et al., 2014).  

Uma alternativa para diminuir a reatividade inespecífica seria utilizar como 

moléculas carreadoras que não geram anticorpos, tais como os nanotubos de carbono 

(PANTAROTTO et al., 2003; SILVESTRE et al., 2014; TLILI et al., 2010). Tendo em 

vista o potencial dessas moléculas como carreador, em etapas posteriores a esse 

trabalho, nanotubos de carbonos solubilizados por uma técnica desenvolvida em estudos 

anteriores realizados por nossa equipe serão empregados para imunização em animais 

visando obtenção de maiores títulos de anticorpos específicos.  
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Figura 25: Gráfico de ELISA de soros de camundongos contra os peptídeos 

sintéticos. A-C) Resposta do grupo de camundongos imunizados com o peptídeos P1, 

P2 e P3, sendo PvLDH, pLDH, PfLDH de Hurdayal et al., 2010, respectivamente. D-E) 

Resposta do grupo de camundongos imunizados com o peptídeos P4, P5 e P6, sendo 

PfLDH, pLDH, PvLDH deste estudo, respectivamente. 

 

 Após as imunizações, somente os anti-peptídeos P1 e P2 foram purificados e 

quantificados pelo reagente de Bradford (Sigma Aldrich), ficando com em concentração 

final de 1µg/µL. A coluna de proteína G-sepharose foi eficiente em purificar os 

anticorpos em estudo, como visualizado na Figura 26. A baixa concentração e volume 

de anticorpos produzidos é resultante do fato de que o modelo animal utilizado para 

obtenção desses anticorpos, camundongos, são animais de pequeno porte. O uso desse 

modelo não apresenta a escalabilidade necessária para obtenção de ferramentas de 

diagnóstico que possam compor um TDR nacional. Problemática que pode ser sanada 

com a aplicação da tecnologia IgY, utilizando anticorpos produzidos em galinhas. 

 A tecnologia IgY, oferece uma alternativa mais ética em comparação à 

experimentação animal em mamíferos, dispensando a sangria dos animais a cada 

imunização e possuem maior custo benefício produzindo uma quantidade de anticorpos 

específicos muito superior à obtida com animais de menor porte com camundongos ou 

coelhos (ERHARD; SCHMIDT; ZINSMEISTER, 2000; LI et al., 2015). 
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Figura 26: Gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) 12% contendo a purificação das 

amostras em estudo. 1 – anti-peptídeo P1; 2- 

Anti-peptídeo P2; C – Controle da eletroforese. 

 

4.4 RECONHECIMENTO DOS ANTI-PEPTÍDEOS CONTRA A PROTEÍNA 

LDH NATIVA POR IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 

Para avaliar o reconhecimento dos anti-peptídeos P1 e P2 pela proteína nativa, 

foram realizadas imunofluorescência indireta com hemácias parasitadas com diferentes 

estágios do P. vivax. Primeiramente foram realizadas marcações de hemácias 

parasitadas por trofozoítos com soro negativo de camundongos (27 A-B), onde é 

possível observar uma fluorescência leve, resultado do reconhecimento inespecífico do 

KLH aos peptídeos sintéticos. E marcação com brometo de etídio e DAPI (Figura 27 C-

D), para avaliar a integridade das células e observar o padrão de marcação de hemácias 

parasitadas, sendo que esses corantes são capazes de aderir ao DNA do parasita e 

fluorescer nos comprimentos de onda de 300 nm a 360 nm no caso do brometo de etídio 

e 348 nm a 461 nm no caso do DAPI.  

Nos estágios de trofozoíto, os anticorpos anti-peptídeo P1 e P2, marcados com o 

anticorpo fluorescente IgG Mouse Alexa Fluor 488
™ 

(Thermofisher Scientific),  foram 

capazes de reconhecer a proteína nativa (Figura 28 A-D). Esses resultados eram 

esperados, visto a especificidade dos anti-peptídeos P1 e P2 (respectivamente PvLDH e 

pLDH), tendo a potencial de se ligar à proteína nativa PvLDH, corroborando com os 

resultados obtidos por Hurdayal e colaboradores (2010).  
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Nos estágio de merozoíto os anticorpos anti-peptídeo P1 e P2 também foram 

capazes de reconhecer a proteína nativa (Figura 29 A-D), como esperado. As marcações 

foram observadas na objetiva de 40X, mesmo na emissão de luz branca intermediária, é 

possível observar fluorescência leve nas hemácias parasitadas marcadas (Figura 29A e 

29C). A fluorescência se torna nítida ao observar na luz fluorescente (Figura 29B e 

29D). A marcação com DAPI e brometo de etídeo (Figura 29 E e F) mostrou o padrão 

das hemácias parasitadas, provenientes na mesma amostra, porém coradas em outro 

poço.  

Não foi possível realizar a marcação das hemácias parasitadas incubadas com os 

anti-peptídeos P1 e P2 com DAPI ou brometo de etídio, devido às limitações estruturais, 

pois o microscópio utilizado não é capaz de separar com precisão os comprimentos de 

onda anteriormente citados, quando sobrepostos.  

Como perspectivas, temos a avaliação por imunofluorescência do 

reconhecimento dos anti-peptídeos P1 e P2 à proteína PfLDH objetivando verificar a 

especificidade dos dois epítopos, o que não pode ser realizado neste estudo, devido 

dificuldades de conseguir amostras de pacientes infectados com Plasmodium falciparum 

na região.  
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Figura 27: Controle da imunofluorescência visualizado em objetiva de 60X. 

Cultura de hemácias parasitadas com trofozoíto de P. vivax.  A) Campo 

com luz branca; B) Campo de luz fluorescente mostrando trofozoíto incubado 

com soro negativo de camundongo; C) Campo de luz fluorescente mostrando 

trofozoíto corados com brometo;  D) Campo de luz fluorescente mostrando 

trofozoíto corados com DAPI. 
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Figura 28: Imunofluorescência de trofozoíto com os anti-peptídeos P1 e 

P2 visualizado em objetiva de 60X. Cultura de hemácias parasitadas com 

trofozoíto de P. vivax.  A) Campo com luz branca mostrando trofozoíto 

incubado com anti-peptídeo P1; B) Campo fluorescente mostrando trofozoíto 

incubado com anti-peptídeo P1; C) Campo com luz branca mostrando 

trofozoíto incubado com anti-peptídeo P2;  D) Campo  fluorescente 

mostrando trofozoíto incubado com anti-peptídeo P2. 
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Figura 29: Imunofluorescência de merozoíto com os anti-peptídeos P1 e P2 e controles visualizado 

em objetiva de 40X. Cultura de hemácias parasitadas com trofozoíto de P. vivax.  A) Campo com luz 

branca mostrando merozoíto incubado com anti-peptídeo P1; B) Campo  fluorescente mostrando 

merozoíto incubado com anti-peptídeo P1; C) Campo com luz branca mostrando merozoíto incubado 

com anti-peptídeo P2;  D) Campo  fluorescente mostrando merozoíto incubado com anti-peptídeo P2; 

E) campo de luz fluorescente mostrando merozoítos corados com DAPI; F) Campo de luz fluorescente 

mostrando merozoítos corados com brometo de etídeo; G) Campo de luz fluorescente mostrando 

merozoítos incubado com soro negativo de camundongo. 
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5. CONCLUSÃO 

 

 As sequências sintetizadas deste estudo mostraram seguir um padrão equivalente 

ao mostrado nas análises in silico, onde apenas os peptídeos P1 e P2 (PvLDH e 

pLDH de Hurdayal), que mostraram os picos mais positivos para hidrofilicidade 

e acessibilidade e disposição espacial mais exposta na estrutura da proteína 

pLDH 3D, despertaram uma resposta específica de anticorpos; 

 O KLH não se mostrou um bom carreador para imunização dos peptídeos 

obtidos neste estudo, gerando altos títulos de anticorpos inespecíficos contra os 

peptídeos; 

 Os anti-peptídeos P1 e P2 apresentaram reconhecimento à proteína pLDH nativa 

em ensaio de imunofluorescência, equivalente às suas especificidades dos 

epítopos selecionados; 

 Alguns fatores limitantes deverão ser contornados nas etapas seguintes - que 

serão realizadas em um projeto de doutorado - para alcançar os objetivos 

delineados inicialmente, como a melhora na obtenção de anticorpos pela troca 

do carreador utilizado em imunizações e infraestrutura para análise de 

resultados; 

 Posteriormente, as ferramentas desenvolvidas neste trabalho serão aplicadas em 

metodologias com maior escalabilidade para avaliação de potencial como 

marcadores de diagnóstico específicos de malária.  
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7. ANEXO 1 

 

7.1 PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL 

 



68 
 

 

 

 

 

 



69 
 

 

7.2 ARTIGO DE REVISÃO ACEITO PARA PUBLICAÇÃO 

Métodos para diagnóstico de Malária: Atualização e desafios
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Resumo 

A malária continua sendo um sério problema de saúde pública amplamente distribuída nas 

regiões tropicais e subtropicais no mundo. Uma das principais maneiras de controle desta 

enfermidade está ligada ao seu diagnóstico correto logo nos estágios iniciais, o que o método 

diagnóstico por microscopia, ainda considerado “padrão ouro”, muitas vezes não é capaz de 

proporcionar. Com isso, temos demonstrado a necessidade de aperfeiçoamento das técnicas 

atualmente disponíveis, além de uma adequação às necessidades dos países mais afetados pela 

malária. Sendo assim, a presente revisão teve como objetivo informar sobre os principais 

métodos de diagnósticos disponíveis e sobre os desafios do desenvolvimento da metodologia 

ideal para detecção de infecções maláricas. 

Palavras-chave: Microscopia, LAMP, TDRs. 

Abstract 

Malaria remains a serious public health problem widely distributed in the tropical and 

subtropical regions of the world. One of the main ways of controlling  it’s the early diagnostic, 

which microscopic diagnostic method, still considered a "gold standard", is often not able to 

provide. It demonstrates the need to improve currently available techniques, as well as an 

adaptation to regional conditions of malaria endemic countries. Therefore, the present review 
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aimed to describe the main diagnostic methods available and challenges in the developing an 

ideal assay for malaria detection. 

Keywords: Microscopy, LAMP, TDRs. 

 

1. Introdução 

A malária é uma infecção aguda, 

sistêmica, não contagiosa causada por 

protozoários do gênero Plasmodium sp. 

Considera-se que tenha surgido na 

África há milhões de anos e tenha se 

espalhado para regiões tropicais e 

subtropicais do mundo através de 

migrações, exploradores, missionários e 

escravos (COX, 2002), sendo endêmica 

para essas áreas. 

De todas as espécies de protozoários 

do gênero Plasmodium, apenas as 

espécies P. vivax, P. falciparum P. 

malarie, P. ovale, P. knowlesi são 

capazes de infectar humanos. Esta 

última foi mais recentemente descoberta 

em seres humanos, inicialmente 

encontrada apenas em primatas (SINGH 

et al., 2003), e ocorre somente em 

algumas áreas florestais do sudeste da 

Ásia  (SINGH; DANESHVAR, 2013). 

Os principais vetores responsáveis 

pela transmissão da doença são fêmeas 

do mosquito do gênero Anopheles, 

através do repasto sanguíneo. Os 

humanos infectados, mesmo os que não 

apresentam sintomas clínicos 

(assintomáticos), são capazes de abrigar 

formas sexuais dos parasitas, sendo 

assim reservatórios para infecção de 

mosquitos. A malária também pode ser 

transmitida através de transfusões 

sanguíneas ou do compartilhamento de 

seringas contaminadas, embora esses 

casos ocorram com muito menos 

frequência (KITCHEN; CHIODINI, 

2006). 

O sintoma mais característico da 

malária é a febre de 40 ºC ou mais, em 

intervalos geralmente bem definidos de 

48 horas ou 72 horas (variando de 

acordo com a espécie infectante), 

podendo passar a ser intermitente após 

os primeiros eventos.  

Outros sintomas comuns à infecção 

por malária incluem: cefaleia, calafrios, 

sudorese, náuseas, vômitos e mialgia. A 

gravidade das manifestações clínicas 

varia de acordo com uma série de 

fatores como, espécie do parasita 

causador da doença, níveis de 

parasitemia, imunidade da pessoa 

infectada, incluso tratando-se de um 

indivíduo susceptível, como as grávidas, 

lactantes e crianças e exposições prévias 

da pessoa infectada (WEISS et al., 

2010). 
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O diagnóstico precoce desta doença 

é uma das formas mais importantes de 

controle, uma vez que possibilita do 

tratamento antes de uma maior 

progressão de transmissão. No entanto, 

os sintomas causados pela malária são 

muitas vezes indistinguíveis de 

sintomas causados por doenças como 

hepatite viral, dengue e leptospirose, 

entre outras, o que dificulta seu 

diagnóstico (COSTA et al., 2010). 

Para contornar essa problemática, 

vários métodos de diagnóstico foram 

desenvolvidos para detectar o parasita 

da malária ou seus subprodutos, cada 

um possuindo suas vantagens e 

desvantagens em relação ao seu uso, 

variando em desempenho, custo e 

praticidade.  

 

2. Metodologia 

A revisão da literatura sobre os 

principais métodos de diagnóstico e 

suas atualizações foi feita por meio de 

busca de publicações de pesquisas sobre 

diagnósticos para Malária disponíveis 

em banco de dados eletrônicos: 

Periódicos CAPES, Lilacs, Scopus e 

Science Direct. O período destas 

publicações foi de 2002 a 2017, cujas 

palavras-chave foram: Malaria 

diagnostic, Malaria detection, malaria 

diagnosis, Rapid Diagnostic Test for 

Malaria, Malaria Molecular 

Diagnostic, Malaria Parasitologial 

diagnostic e malaria serological 

diagnostic.  

3. Diagnóstico de Malária 

Por mais de 100 anos, a microscopia 

se mantém como o teste de diagnóstico 

considerado como padrão ouro para 

detecção de malária (MURPHY et al., 

2013). No entanto, há vários métodos 

que são utilizados em estudos da 

infecção por malária, como ELISA 

(Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay), imunofluorescência, testes 

imunocromatográficos rápidos, PCR 

(Reação em Cadeia da Polimerase), 

entre outros. 

3.1 Diagnóstico parasitológico 

O teste microscópico possui 

características desejáveis ao diagnóstico 

de malária, tais como custo baixo, 

especificidade e sensibilidade alta. Por 

esses motivos, se mantém como padrão-

ouro para detecção de malária.  

Este diagnóstico é realizado através 

da técnica do esfregaço delgado ou 

espesso (gota espessa) (BRASIL, 2010). 

A Gota espessa é mais utilizada, pois o 

sangue concentrado facilita a 

visualização de parasitas (BRASIL, 

2009). Esta técnica se baseia na coleta 
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de sangue periférico de pacientes com 

suspeitas de infecção malárica para 

preparo de lâminas coradas com Giemsa 

(ou outros corantes específicos) de 20 a 

30 minutos e posterior visualização em 

microscópio óptico, possibilitando a 

diferenciação de espécies de parasitas 

encontrados e também uma contagem 

de parasitas por campo, sendo assim, 

qualitativo e quantitativo (BRASIL, 

2009).  

Este exame permite a detecção de 

até 5-10 parasitas/µl, no entanto, esse 

limite é dependente do nível de 

experiência do responsável pela 

interpretação do teste. Em campo, essa 

capacidade passa a ser de cerca de 100 

parasitas por µl de sangue. O tempo de 

aplicação total deste exame é de cerca 

de 60 minutos (BRASIL, 2009). 

Apesar das vantagens apresentadas, 

faz-se necessário levar em consideração 

que muitos vieses estão envolvidos na 

interpretação dos resultados, tais como: 

preparo inadequado das lâminas, lise 

das hemácias e consequentes mudanças 

na morfologia dos parasitas e, com isso, 

erros na identificação das espécies, o 

que poderia levar a administração de 

antimaláricos inadequados para as 

infecções (HÄNSCHEID, 2003; 

PROUX et al., 2011).  

Apesar das novas abordagens, como 

a busca por corantes alternativos para 

diminuir o tempo de execução da 

técnica (MULAY et al., 2017) e da 

tentativa de melhorar o desempenho da 

microscopia em campo com o auxilio de 

câmeras e softwares (BRESLAUER et 

al., 2009), este método de diagnóstico 

ainda exige uma infraestrutura 

adequada, profissionais muito bem 

qualificados para execução e 

interpretação dos exames (MANGOLD 

et al., 2005). 

3.2 Diagnóstico Sorológico 

Os diagnósticos sorológicos se 

baseiam na interação entre antígenos do 

parasita na fase sanguínea assexuada 

presentes no soro dos pacientes com 

malária com anticorpos produzidos 

contra estes, utilizando técnicas como 

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent 

assay) ou imunofluorescência 

(TANGPUKDEE et al., 2009). 

Em geral, os EIA (ensaios 

imunoenzimáticos) possuem alta 

sensibilidade e especificidade, por se 

tratarem de testes baseados na ligação 

antígeno-anticorpo, que são ligações 

específicas (LIPMAN et al., 2005). Na 

técnica ELISA indireto, microplacas 

que possuem poços, chamados “well”, 

onde são aderidos antígenos. Os soros 

dos pacientes são adicionados em cada 

poço e, durante a incubação, ocorre 



73 
 

 

ligação entre o antígeno aderido à placa 

e o anticorpo presente no soro 

adicionado. Em seguida, adiciona-se um 

segundo anticorpo que se ligará às 

imunoglobulinas da espécie que estão 

sendo testadas, e este está conjugado à 

enzima peroxidase, a qual, em contato 

com a solução cromatogênica adequada 

como, por exemplo, o 

tetrametilbenzidina (TBM) com o 

substrato da enzima, o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) provoca uma reação 

colorimétrica, possibilitando a 

mensuração da quantidade de anticorpos 

presentes no soro dos pacientes. Este 

ensaio, pelo fato de se basear na busca 

de anticorpos contra antígenos, e não na 

busca de antígenos, geralmente é mais 

empregado em estudos para avaliar a 

resposta imune humoral de pacientes 

(DRAME et al., 2010; POINSIGNON 

et al., 2008). 

O ELISA sanduíche se baseia, além 

das etapas já descritas, mais uma etapa 

inicial a qual consiste na sensibilização 

da placa com anticorpos para captura de 

antígenos alvo (GONÇALES; 

GONÇALES, JR, 2004), as reações 

posteriores acontecem como o descrito 

acima. 

Os biomarcadores de infecção mais 

empregados são as Aldolases de 

Plasmodium, Proteína Rica em 

Histidina-2 (HRP-2) de Plasmodium 

falciparum e a Lactato Desidrogenase 

de Plasmodium (pLDH). 

As aldolases são as principais 

enzimas da via glicolítica do 

Plasmodium, liberadas no sangue dos 

pacientes infectados e são encontradas 

no citoplasma dos parasitas (DZAKAH 

et al., 2013). 

As proteínas HRP (Histidine-rich 

proteins), são proteínas nas quais o 

aminoácido histidina representa mais de 

70% da composição da cadeia 

polipeptídica. A HRP-2 de Plasmodium 

é exclusiva do P. falciparum, e se 

encontra presente no soro, e em outros 

fluidos de indivíduos infectados com 

este parasita (JAIN et al., 2014). 

A proteína PfHRP-2, embora 

amplamente utilizada em testes de 

diagnóstico rápido possui o viés de 

permanecer no organismos por um 

período de tempo mesmo após a cura do 

paciente, podendo levar a falsos 

positivos que acarretam na 

administração desnecessária de 

antimaláricos (HOUZE et al., 2009; 

IQBAL et al., 2004), além disso, 

estudos recentes têm demonstrado que 

pode haver a deleção do gene de HRP2 

em algumas cepas de P. falciparum, 

acarretando em falsos negativos para os 

testes de diagnóstico que usam esse 

antígeno como marcador (KOITA et al., 

2012; KUMAR et al., 2013). 
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A LDH de plasmódio (pLDH) faz 

parte da via glicolítica do metabolismo 

do parasita, é produzida tanto em todas 

as etapas do ciclo de vida deste 

(MOODY, 2002). Como a via 

glicolítica é a principal fonte de energia 

para o desenvolvimento do parasita, o 

consumo de glicose das hemácias 

infectadas pelo parasita é muito 

aumentado, chegando a ser entre 50 a 

100 vezes maior do que as hemácias 

saudáveis (PREUSS; JORTZIK; 

BECKER, 2012; WALLQVIST et al., 

2016). 

 

3.3 Testes de Diagnóstico Rápido 

(TDRs)  

Os testes de diagnóstico rápido 

(TDR) para malária consistem em 

anticorpos contra antígenos específicos 

do plasmódio imobilizados em 

membranas de nitrocelulose e ligados a 

partículas de ouro, nas quais migra a 

fase líquida de sangue de pessoas com 

suspeita de infecção malárica. Estes 

testes possuem uma fase fixa, na qual há 

um anticorpo de captura aderido à 

membrana de nitrocelulose e com isso, 

a migração do antígeno presente na fase 

móvel resulta na ligação antígeno-

anticorpo, tornando possível a 

visualização de uma linha colorida 

(MOODY, 2002). A viabilidade do teste 

é verificada por meio de um anticorpo 

anti-camundongo (MOODY, 2002). 

A OMS estabeleceu uma série de 

diretrizes para a produção de testes de 

diagnóstico rápido (TDR) para 

aplicações point-of-care. Essas 

diretrizes basicamente recomendam que 

os testes tenham facilidade de acesso 

àqueles que necessitam, tenham uma 

boa sensibilidade e especificidade, que 

sejam fáceis de usar, rápidos e 

independentes de equipamentos (WHO, 

2011). 

Quanto à sensibilidade e 

especificidade destes testes, a OMS 

determina devam ter uma sensibilidade, 

pelo menos, equivalente à da 

microscopia em condições de campo, 

que é equivalente ao nível de detecção 

de aproximadamente 100 parasitas/µl. 

Para essa parasitemia, os testes devem 

ser capazes de detectar os antígenos em 

100% das vezes, com uma 

especificidade de 90%. Além disso, os 

testes devem específicos para os 

antígenos indicativos de parasitas vivos 

circulantes, não podendo ser reativos a 

produtos de parasitas inviáveis, como 

resquícios de proteínas ou ácidos 

nucléicos. Idealmente, também devem 

oferecer a verificação de eficácia de 

tratamentos ou resistência às drogas 

antimaláricas (WHO, 2011). 
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Atualmente, existem vários testes de 

diagnóstico rápido disponíveis no 

mercado. Os testes existentes 

geralmente são para detecção de P. 

falciparum, de P. falciparum + Pan 

reativo (que é capaz de detectar -

Plasmodium falciparum e outras 

espécies de plasmódio que infectam 

humanos), para Plasmodium falciparum 

e Plasmodium vivax, P. vivax e Pan 

reativo, teste apenas com anticorpo Pan 

reativo ou somente para detecção de 

Plasmodium vivax (WHO, 2011). 

3.4. Diagnóstico molecular 

As técnicas moleculares vêm sendo 

amplamente empregadas para 

diagnóstico de doenças infecciosas 

(EMMADI et al., 2011). A PCR como 

método de detecção de malária foi 

inicialmente descrita por Waters & 

McCutchan, em 1989 e consistem na 

amplificação de sequências específicas 

da região codificadora da subunidade 

menor de RNA ribossomal (18S rRNA) 

de plasmódio, pela da utilização de 

primers (sequências iniciadoras), 

responsáveis por se anelar em regiões 

específicas do DNA, e da enzima DNA 

polimerase (Taq DNA polimerase), que 

realiza a síntese por meio de ciclagem 

de temperaturas específicas para 

desnaturação e extensão do DNA, 

resultando na aquisição de milhares de 

cópias da sequência alvo (LORENZ, 

2012). 

Apesar de todas as vantagens 

relacionadas a esta tecnologia, seu uso 

continua sendo restrito ao ambiente 

laboratorial, em decorrência ao alto 

custo dos reagentes e equipamentos 

utilizados, necessidade de profissionais 

qualificados para a execução e o 

cuidado para evitar contaminações.   

3.4.1 PCR em tempo real 

 A PCR em tempo real, permite 

uma análise mais sensível e específica 

que as já apresentadas, (PERANDIN et 

al., 2004; MANGOLD et al., 2005) 

sendo, até o presente momento, o único 

método de diagnóstico para malária, 

rotineiramente empregado, capaz de 

detectar infecções assintomáticas, além 

de ser capaz de diferenciar entre as 

espécies de plasmódio existentes 

(MURPHY et al., 2012). Por esses 

motivos, é a mais indicada para 

screening em bancos de sangue e para 

confirmação de casos suspeitos de 

malária que apresentam resultados 

negativos nas demais formas de 

diagnóstico (ALI et al., 2005;) 

 

3.4.2 LAMP (Loop Mediated 

Isothermal Amplification) 
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Um novo método de diagnóstico 

molecular vem sendo utilizado para 

detecção de infecções maláricas, sendo 

este LAMP (Loop Mediated Isothermal 

Amplification) (HAN et al., 2007; 

SINGH et al., 2013;) este método 

consiste na amplificação do DNA sem a 

variação de temperatura necessária para 

os métodos convencionais de PCR. Por 

ser mais simples, com sua análise 

podendo ser feita por meio de 

visualização de turbidez ou 

fluorescência e não necessitar de muitos 

equipamentos, tem o potencial de ser 

utilizado em condições de campo 

(POLLEY et al., 2013), além de 

apresentar altos índices de sensibilidade 

(PATEL et al., 2013), o que é essencial 

para o diagnóstico da malária. 

 

3.5 Biossensores 

Os sensores eletroquímicos, os quais 

são dispositivos que detectam variações 

ao receberem estímulos de natureza 

física ou química, respondendo com um 

sinal elétrico que pode ser canalizado, 

amplificado e modificado através de 

dispositivos eletrônicos (YOON, 2013) 

também se apresentam como uma 

alternativa para o aumento da 

capacidade de detecção da malária, uma 

vez que possível ser aplicado em 

campo. 

Algumas pesquisas buscam o 

desenvolvimento de biossensores para 

detecção de malária a partir de 

aptâmeros e anticorpos como elementos 

de detecção. Lee e colaboradores (2012) 

descreveu o desenvolvimento de 

aptassensores para malária, baseados na 

detecção da proteína pLDH empregando 

um sistema de reconhecimento 

composto de um aptâmero modificado 

como ligações tiol sobre um eletrodo de 

ouro, sendo a leitura do sinal realizada 

em uma plataforma de espectroscopia 

eletroquímica de impedância (EIS). O 

limite de detecção reportado para os 

aptasensores foi de 108.5 fM e 120.1 

fM para LDH de P. vivax e LDH do P. 

falciparum, respectivamente.  

A capacidade de detectar baixas 

concentrações do antígeno possibilitaria 

também utilizar amostras de coleta 

menos invasiva, como as de saliva, visto 

que como demonstrado por Gbotosho et 

al. (2010), os antígenos maláricos estão 

presentes deste tipo de fluido, porém em 

baixas concentrações 

 

4. Considerações Finais 

Considerando a distribuição 

geográfica da malária, um método de 

diagnóstico point-of-care seria o ideal 

às necessidades da população mais 

acometida por esta doença.  
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Levando-se em conta também que a 

transmissão da doença também pode ser 

continuada por meio de indivíduos que 

estão infectados, porém não apresentam 

sintomas (assintomáticos), seria de 

suma importância que a sensibilidade 

do teste fosse alta, além da sua 

confiabilidade em relação à distinção 

das espécies infectantes, para evitar a 

administração errônea de antimaláricos, 

e para, também, evitar a resistência dos 

parasitas a estes.  

Portanto, mesmo com a grande 

variedade de métodos de diagnóstico, 

ainda é um desafio obter um método 

que tenha todas as características 

desejáveis de necessárias aos órgãos de 

saúde governamentais para distribuição 

para população em áreas de risco. 

O grande desafio dos próximos anos 

será o de encontrar uma maneira de 

combinar o baixo custo da microscopia, 

a praticidade dos TDRs e a alta 

sensibilidade e especificidade do 

diagnóstico molecular. 
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