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RESUMO 

Costa, J.D.N. Estudos sobre o envolvimento de clag9 (cytoadherence-linked assexual gene) 

durante a remodelação do eritrócito infectado com P. falciparum e sua participação no 

desenvolvimento da imunidade em malária. 2012. 158f. Tese (Doutorado) – Programa de 

Pós-Graduação em Biologia Experimental, Universidade Federal de Rondônia, Porto Velho, 

RO. 

No presente estudo foi avaliado possível papel indireto do PfCLAG9 na citoaderência e a 

participação como alvo imunológico. Foram analisadas amostras de parasitos de P. 

falciparum isolados de pacientes da região de Porto Velho, Rondônia, Amazônia Ocidental 

Brasileira, os quais foram submetidos a ciclos sucessivos de panning para os receptores 

endoteliais. O experimento consistiu de sequenciar, comparar a expressão relativa do gene 

Pfclag 9 utilizando o método da PCR em tempo real e ensaios de imunodetecção. Foram 

desenhados peptídeos sintéticos de diferentes regiões da proteína CLAG9, avaliadas a 

antigenicidade em soros dos pacientes sintomáticos e assintomáticos com Plasmodium sp. Os 

isolados de pacientes com P. falciparum, P3, P5 e P59 e suas linhagens selecionadas com 

especificidade para os receptores CHO CSA-K1, CHO CD36, CHO ICAM-1, não demonstraram uma 

variação na expressão do gene Pfclag9 quando comparados com os genes normalizadores. A 

região sequenciada demonstrou similaridade de 100%, quando comparadas com a cepa de 

referência 3D7. Na análise sorológica realizada com os peptídeos sintéticos foi observada uma 

maior reatividade em soros de portadores assintomáticos e confirmados os estudos realizados 

Papua-Nova Guiné e na Colômbia. Surpreendentemente, os portadores assintomáticos com 

parasitos de P. vivax, também demonstraram um elevado grau de reatividade cruzada contra 

os mesmos peptídeos de P. falciparum. A análise nos bancos de antígenos por bioinformática 

demonstrou um elevado grau de similaridade entre as sequências de PfCLAG9 e PvCLAG7 

(84%). Paralelamente, os anti-soros policlonais de BALB/c interagiram com os parasitos de 

vivax e falciparum. O resultado reforça a proposta de PvCLAG7 como ortólogo de PfCLAG9 

e pode sugerir o mesmo papel funcional para ambas as proteínas. Isso suscita a hipótese de 

que eles podem estar envolvidos na regulação da densidade populacional durante a infecção 

mista exercida pela resposta immune do hospedeiro, além de provavelmente desempenhar 

funções importantes em ambas às espécies do parasito.  

Palavras-Chaves: Plasmodium, Clag9, Citoaderência, Malaria, PvCLAG7. 

 

 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

Costa, J.D.N. Studies regarding the involvement of clag9 (cytoadherence-linked asexual 

gene) during the remodeling of the P. falciparum infected erythrocyte and its 

participation in the development of immunity to malaria. 2012. 158f. PhD. Thesis 

(Doutoral) – Programa de Pós Graduação em Biologia Experimental, Universidade Federal de 

Rondônia, Porto Velho, RO. 

 

In the present study we indirectly evaluated the possible role of PfCLAG9 in cytoadherence 

(cytoadherence-linked assexual gene) and its role in the development of immunity. We 

analyzed samples of P. falciparum isolates from patients in the endemic area of Porto Velho, 

Rondônia, Western Brazilian Amazon. Each sample was subjected to successive rounds of 

panning for endothelial receptors. The study consisted of gene sequencing, comparison of the 

relative expression of the gene Pfclag9 using real-time PCR methodology and 

immunedetection assays. The synthetic peptides were designed based on different regions of 

the protein CLAG9, and their antigenicity was evaluated using sera from symptomatic and 

asymptomatic patients infected with Plasmodium sp. The P3, P5, P59 P. falciparum isolates 

and their CHO-K1 CSA, CHO CD36, and CHO ICAM-1 adhesive strains were subjected to 

gene expression analysis. The wild type and selected strains did not shown variation in gene 

expression when compared with housekeeping genes. The sequenced regions showed 100% 

similarity when compared to the reference strain 3D7. In serological analysis performed with 

synthetic peptides we observed higher reactivity with sera from asymptomatic carriers, 

confirming previous studies from Papua New Guinea and Colombia. Surprisingly, 

asymptomatic patients infected with P. vivax also showed a high degree of cross-reactivity 

against these P. falciparum peptides. The analysis of antigens by bioinformatics demonstrated 

a high degree (84%) of similarity between the sequences PfCLAG9 and PvCLAG7. In 

parallel, mice polyclonal antisera were tested and these reacted both with P. vivax and P. 

falciparum parasites. The results reinforce the idea that PvCLAG7 is a ortholog of PfCLAG9 

and may exert the same function in both parasites. Furthermore, the cross-recognition may 

point to an antigen which-when recognized by the host’s immune system is important in the 

regulation of parasites densities in infected individuals.  

Key-words: Plasmodium; Clag9; cytoadherence; Malaria; PvCLAG7. 
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1.1. Generalidades sobre o ciclo esquizogônico de Plasmodium sp.  

O ciclo de multiplicação assexuada esquizogônico dos parasitos
1
 da malária em sua 

fase eritrocítica de mamíferos hospedeiros, que se sucede ao ciclo hepático, é responsável na 

malária humana por toda a fisiopatologia e manifestações clínicas durante a infecção. Assim 

sendo, parece-nos procedente ressaltar que tenha sido objeto de grande interesse por parte de 

muitos pesquisadores, bem como de um número considerável de estudos, os quais foram 

concentrados em múltiplos aspectos e temáticas desde sua descrição nas décadas iniciais do 

século XX.  

Ratificamos que o merozoíto possui um repertório de organelas convencionais de 

células eucarióticas, com a arquitetura geral de citoesqueleto de uma célula apicomplexo, do 

filo aos quais parasitos da malária pertencem. Isto inclui micronemas na região apical e 

complexos de organelas secretoras (róptrias e grânulos densos), mitocôndrias, núcleo e 

retículo (Apicoplasto). Por conseguinte, a membrana plasmática possui uma rede de vesículas 

membranosas achatadas denominadas de complexo de membrana interna (BANNISTER et 

al., 2000, 2001).  

Os merozoítos liberados do fígado caem na corrente circulatória onde invadem 

eritrócitos. O contato inicial é crucial passando pelo reconhecimento da célula hospedeira para 

a invasão pelo parasito. Inicialmente, esse reconhecimento é de baixa afinidade e reversível e 

ocorre em qualquer ponto da sua superfície. Após, inicia-se a reorientação do merozoíto, no 

intuito de justapor sua porção apical à membrana eritrocítica e, assim, permitir uma interação.  

Durante o ciclo intraeritrocítico (figura 1), o parasito sintetiza e secreta grande 

quantidade de proteínas e outras moléculas, seja para o citoplasma, seja para participar da 

neo-modelagem do eritrócito infectado. (BANNISTER et al., 2004; de KONING-WARD et 

al., 2009; COWMAN et al., 2012).  

Ressalte-se que o eritrócito infectado não é uma associação passiva entre o eritrócito 

original estabilizado e o parasito que evolui independentemente. Ocorre uma remodelagem do 

eritrócito com a elaboração de novas estruturas associadas às estruturas anteriores do 

eritrócito ou neomodeladas em benefício agora do desenvolvimento, a multiplicação, 

                                                             

1
Os parasitos: conforme Bases de Parasitologia Médica - Rey, 4

a
 edição, Ano 2011. 
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diferenciação e maturação do parasito que, ao fim do ciclo, é liberado novamente em seu 

estágio merozoíto, mas multiplicado 8 a 32 vezes.   

Após algumas gerações de desenvolvimento de merozoítos sanguíneos, alguns 

parasitos se diferenciam em gametócitos masculinos e femininos que ao serem ingeridos por 

mosquitos do gênero Anopheles (hospedeiro invertebrado), darão continuidade ao ciclo do 

parasito. 

 

Figura 1: A infecção dos eritrócitos e o ciclo asexual sanguíneo do 

P. falciparum, (BANNISTER & SHERMAN, 2009, adaptado). 

 

1.2. Etapas durante a invasão dos eritrócitos pelo Plasmodium pelos parasitos da 

malária. 

Primeiramente, o reconhecimento e a invasão do eritrócito pelos merozoítos, 

originários da esquizogonia hepática ou de uma precedente esquizogonia eritrocítica e, em 

seguida, todas as etapas do desenvolvimento, multiplicação assexuada e maturação da forma 

intracelular do parasito (figura 2).  

Na sequência os merozoítos invadem os eritrócitos, pelos quais possuem atração, por 

meio de um mecanismo que consiste em numerosos fenômenos complexos, os quais 

envolvem as organelas e interações. Os fenômenos incluem as seguintes etapas:  

(I) reconhecimento e adesão reversível do merozoíto à membrana do eritrócito;  
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(II) reorientação apical do merozoíto em direção à membrana da célula hospedeira, 

para que os seus ligantes possam interagir; 

(III) formação de uma junção irreversível no ponto de contato entre a região apical do 

parasito e a membrana celular do eritrócito;  

(IV) movimento de junção ao redor do merozoíto com simultânea invaginação da 

membrana do eritrócito, até que o parasito se encontre dentro da célula hospedeira e seja 

circundado pelo vacúolo parasitóforo onde inicia-se um desenvolvimento em seu interior e a 

internalização do parasito. Observa-se, assim, a necessária expressão de funções do parasito. 

(COWMAN et al., 2012; COWMAN & CRABB, 2006). 

As sucessivas observações realizadas pelos pesquisadores interessados no ciclo 

assexuado eritrocítico indicam que os fenômenos acima resumidos ocorrem nos cinco 

parasitos humanos Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi 

conhecidos e nos plasmódios de primatas (COX-SINGH et al., 2010, 2008).       

 

  

Figura 2: Modelo esquemático das etapas durante a invasão dos merozoítos de 

P. falciparum, em eritrócitos (COWMAN et al., 2012). 

 

Durante as fases descritas há necessidade de superação de diversas etapas para a 

invasão dos merozoítos e se iniciam antes do rompimento da célula hospedeira (hepatócitos 

ou eritrócitos), acarretando um processo de "priming" envolvendo proteínas para um novo 

ciclo. Uma protease essencial Subtilisin-like, denominada PfSUB1, é liberada nas organelas 

apicais denominadas exonemes, no espaço do vacúolo parasitóforo. A PfSUB1 é responsável 

pela proteólise das proteínas SERA entre outras proteínas envolvidas (COWMAN et al., 

2012).  
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Uma vez que o merozoíto é liberado do eritrócito infectado, é exposto a níveis baixos 

de potássio, desencadeando a liberação de cálcio que ativa a secreção de adesinas e invasinas 

dos micronemas sobre a superfície do parasito (SRINIVASAN et al., 2011).  

Quando as proteases dos merozoítos ativados encontram um eritrócito de baixa 

afinidade, as interações ocorrem com a membrana do eritrócito, hipotéticamente regulada por 

classes de proteínas de superfície do merozoíto (HODDER et al., 2012). Entre os prováveis 

candidatos estão MSP DBL1 e -2 e a família de proteínas 6-Cys (SAKAMOTO et al., 2012).  

Porém, ainda não se comprovou, se estes processos são parasitos específicos ou se as 

mudanças de sinais dos merozoítos e o citoesqueleto dos eritrócitos são facilitadores de uma 

resposta para a interação. As análises de diferentes estudos realizados permitiram verificar 

que as organelas da maquinaria possuem homologia estrutural na maioria dos membros do 

filo Apicomplexa, sugerindo que eles partilham biologia funcional semelhante (ZUCCALA & 

BAUM, 2011).  

A natureza biológica e o papel de sinais intra e extracelulares, e os eventos 

moleculares na modulação do ciclo de vida e de invasão do Plasmodium são ainda pouco 

compreendidos, entretanto, é amplamente aceito que essas etapas, como nas células 

eucarióticas em geral, são controlados por vias de sinalização celular. É, portanto, razoável a 

ideia de que cascatas de sinalização celular sejam importantes para o desenvolvimento do 

parasito (SRINIVASAN et al., 2011). 

Com os conhecimentos adquiridos sobre o ciclo eritrocítico assexuado foram 

desenvolvidos em estudos com o cultivo de P. falciparum (TRAGER & JENSEN, 1976), em 

eritrócitos humanos os quais permitiram avançar na identificação de sinais moleculares de 

interação entre o parasito (merozoíto) e o eritrócito.  

Acumulando uma quantidade e variedade de material para garantir os estudos 

genômicos que possibilitaram a publicação da sequência completa do genoma da linhagem 

3D7 de P. falciparum; cujo resultado foram obtidos a partir de um esforço internacional,  

lançado em 1996 e finalizada em 2002 (GARDNER et al., 2002).  

A análise destes procedimentos, e, o posterior conhecimento adquirido possibilitou a 

descrição das bases moleculares de diversidade antigênica de isolados de parasitos, a 

identificação de genes e seus produtos relacionados com neomodelagem do eritrócito 

infectado, a fisiopatologia da infecção, a variação antigênica, o estudo da resistência às 
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drogas, a virulência da infecção e outros aspectos da relação parasito hospedeiro (RIGLAR et 

al., 2011; BAUM et al., 2006). 

 

1.3. Elementos estruturais da anatomia funcional no ciclo esquizogônico assexuado de P. 

falciparum durante o estágio extracelular. 

Neste item destacaremos os principais elementos estruturais dos merozoítos, que 

desempenham funções relacionadas diretamente com as interações parasito hospedeiro:  

a) Róptrias: são vesículas duplas ligadas a membrana apical dos merozoítos, no 

formato de uma pêra. A microscopia eletrônica comprovou que as róptrias são compostas de 

um bulbo basal arredondado e um ducto que o liga à abertura na proeminência apical. As 

róptrias medem cerca de 550nm de comprimento (RODRIGUES et al., 2008). 

b) Micronemas: são estruturas menores do que as róptrias que apresentam variações 

na sua forma e número nas diferentes espécies de Plasmodium. São sacos fusiformes com 

cerca de 120nm de comprimento no caso de P. falciparum, ligados numa extremidade com a 

região apical do merozoíto. Os micronemas estão ligados por uma membrana citoplasmática 

típica e possuem um interior granular fino que desaparece durante a invasão do merozoíto. É 

provavelmente que, nesse processo, ocorra a liberação de seu conteúdo e/ou uma fusão de 

membranas dentro do ducto das róptrias. Evidência estrutural sugere que os micronemas são 

formados por brotamento a partir do complexo de Golgi. (RODRIGUES et al., 2008). 

c) Grânulos densos: são vesículas membranosas na forma de esfera, com cerca de 

100 - 150nm de diâmetro, descrito em P. Knowlesi com aparência semelhante aos de P. 

falciparum, situados entre as róptrias e o núcleo do merozoíto. Os grânulos densos podem se 

mover em direção a superfície apical da membrana dos merozoítos durante a invasão e 

produzem uma abertura na membrana plasmática do parasito, lançando seu conteúdo proteico 

no vacúolo parasitóforo (RODRIGUES et al., 2008). 

Pode-se destacar que os micronemas e seus produtos moleculares são aparentemente 

utilizados no reconhecimento e ligação ao eritrócito no processo de invasão, bem como, 

eventualmente, na mobilidade do merozoíto.  



29 

 

 

 

As róptrias e os grânulos densos parecem estar envolvidos na formação do vacúolo 

parasitóforo, em um possível compartimento (RODRIGUES et al., 2008; ZUCCALA & 

BAUM, 2011). Algumas das proteínas são descritas conforme seu compartimento na tabela 1. 

Tabela 1: Localização das principais proteínas antes/durante invasão 

Via GPI (glicosil-fosfatidil-inositol) 

Nome Acesso Possível função 

MSP-1 PF3D7_09030300 ND 

MSP-2 PF3D7_0206800 Altamente polimórfico provavelmente 

papel estrutural como revestimento de 

superfície. 

MSP-4 PF3D7_0206900-1 ND 

MSP-5 PF3D7_0207000 ND 

MSP-10 PF3D7_0620400 ND 

Pf 12 PF3D7_0612700 Proteína adesiva 

Pf 38 PF3D7_0508000 Proteína adesiva 

Pf 92 PF3D7_1364100 ND 

PROTEÍNAS DE SUPERFÍCIE PERIFÉRICAS 

Nome                        Acesso                                      Possível função 

MSP-9 (ABRA) PF3D7_1228600 Putativa protease 

Pf113 PF3D7_1420700 ND 

S-Antigen PF3D7_1035200 ND; potencial papel imunomodulador 

GLURP PF3D7_1035300 ND 

MSP-3 PF3D7_1035400 ND 

MSP-6 PF3D_1035500 ND 

H101 (MSP-11) PF3D7_1035600 ND 

H103 PF3D7_1035900 ND 

MSP-7/like 

(MSRP2) 

PF3D7_1335100/ _1334800 ND 

MSP-7 DBL-1/2 PF3D7_1036300/_1035700 Liga-se ao receptor desconhecido em 

eritrócitos 

SERA 3-6 PF3D7_0207800/_0207700/_ Domínio de protease de cisteína com serina 
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0207600/_0207500 sítio ativo 

Pf 41 PF3D7_0404900 Possível proteína adesiva 

ROM 1 PF3D7_1114100 Protease romboide, papel provável após a 
invasão com proteínas na formação de PV 

ROM 4 PF3D7_0506900 Protease romboide, se une AMA1, 
MTRAP, EBL, e PfRh proteínas 

transmembranárias que atuam  durante a 

invasão.  

PROTEÍNAS DO MICRONEMA 

Nome                        Acesso                                      Possível função 

AMA-1 PF3D7_1133400 Ligante do complexo RON; sinalização. 

EBA-175 PF3D7_0731500 Liga-se a glicoforina A provável, papel de 
sinalização para invasão. 

EBA- 

181/JESEBL 

PF3D7_0102500 Liga-se ao receptor desconhecido em 

eritrócitos.  

EBA- 

140/BAEBL 

PF3D7_1301600 Liga-se a glicoforina C em eritrócitos. 

EBL-1 PF3D7_1371600 Liga-se a glicoforina B, não-funcionais 

devido a mutações causando proteína 
truncada 

PTRAM PF3D7_1218000 ND 

PfRipr PF3D7_0323400 Liga-se a PfRh5 

MTRAP PF3D7_1028700 Putativa proteína motora associada  

PTRAM PF3D7_1218000 Putativa proteína motora associada 

SPATR PF3D7_0405900 ND estágio sanguíneo 

GAMA PF3D7_0828800 Liga-se aos eritrócitos; tem GPI âncora 

SUB 2 PF3D7_1136900 Protease que processa MSP-1, MSP-6, 

MSP-7, AMA1, PTRAMP e outras 
proteínas do merozoíto (primer) para a 

invasão. 

SUB-1  PF3D7_0507500 Protease que processa MSP-1, MSP-6, 
MSP-7, AMA1, RAP1, MSRP2 e SERAS 

ao merozoítos para a invasão.  
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MSP, Merozoite Surface Proteins 3,6,9,11, GLURP, Glutamate-Rich Protein, SERA, 

Serine Repeat Antigen, DBL, Duffy Binding-Like - MSPDBL-1 e -2, MSP, Merozoite 

Surface Proteins 1,2,4,5,10; Pf, Plasmodium falciparum 12,38,92, (ROM), Rhomboid 

Protease, (PV), vacúolo parasitoforo, (AMA-1), Antígeno Apical de Membrana 1; 

(MTRAP) merozoíto, (EBL), (Erythrocyte Binding Like), Thrombospondin-Related 

Anonymous Protein (TRAP), (PTRAMP), Plasmodium Thrombospondin-Related Apical 

Merozoite Protein, AMA-1, Antígeno Apical de Membrana 1, EBL, (Erythrocyte 

Binding Like); Thrombospondin-Related Anonymous Protein (TRAP); PfRipr P. 

falciparum Rh5 interacting Protein, (MTRAP) merozoíto, PTRAMP, Plasmodium 

Thrombospondin-Related Apical Merozoite Protein, SPATR, Secreted Protein with an 

Altered Thrombospondin Repeat, SUB-1, Subtilisin-like protease, ND, não determinada, 

(revisado em COWMAN et al., 2012 adaptada). 

1.4. Estrutura Maurer`s clefts  

Maurer´s clefts (figura 3) são estruturas membranosas utilizadas pelo parasito para 

exportação de proteínas. Evidências recentes indicam que estas estruturas de origem do 

parasito foram descobertas por Georg Maurer em 1902, desempenhando um papel 

fundamental a exportação de proteínas ao citosol e para superfície de eritrócito infectado 

(MAIER et al., 2009; PRZYBORSKI, 2008). 

Um estudo recente (CYRKLAFF et al., 2011) mostrou a conectividade da actina com 

os Maurer´s clefts que são estruturas altamente móveis nos parasitos no estágio de anéis e 

com transição para trofozoítos. A posição da fenda torna-se fixa e com menor rearranjo de 

remodelação do eritrócito predominantemente por P. falciparum e movendo-se para sediar a 

periferia da célula antes da formação do merozoíto.  

Acredita-se que as Maurer´s clefts podem se originar a partir da membrana do vacúolo 

parasitóforo e, em seguida, podem formar compartimentos independentes funcionalmente 

ligados à membrana do eritrócito. Estes compartimentos membranosos não são fisicamente 

ligados, já que não há continuidade entre as duas camadas em ambos os compartimentos, mas 

estão ligadas por vesículas. (GRÜRING et al, 2011; HANSSEN et al, 2008b; TILLEY & 

HANSSEN, 2008). 

 

Figura 3: Desenvolvimento do P. falciparum em eritrócitos (MAIER et al., 2009, adaptado). 
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1.5. Principais proteínas dos merozoítos relacionadas com a interação e invasão dos 

eritrócitos. 

Vários estudos identificaram proteínas dos merozoítos implicadas no complexo evento 

de invasão de eritrócitos, algumas situadas na superfície do merozoíto (figura 4A-B) enquanto 

outras foram localizadas nas róptrias em particular, micronemas, grânulos densos tendo 

participação no remodelamento do eritrócito infectado.  

 

Figura 4: (A) Esquema tridimensional do merozoíto e organelas. (B) Merozoíto de P. 

falciparum em processo de invasão (COWMAN et al., 2012). 

Algumas das proteínas que regulam invasão dos merozoítos podem ser dividas em 

duas classes:  

a) - adesinas que funcionam como ligantes diretamente a receptores específicos no 

eritrócito;  

b) - invasinas, com função no processo invasivo, mas não necessariamente ligam 

diretamente aos receptores na célula hospedeira.  

As adesinas estão localizadas em ambos os micronemas e róptrias, e são, em geral, 

específico do Plasmodium (THAM et al., 2012; COWMAN & CRABB, 2006).  

As principais adesinas identificadas são: as (eritrócitos binding like) - EBL e as RBL 

(reticulocyte binding-like) homólogas (PfRh 1,2a,2b,4,5): localizadas nas micronemas e neck 

rhoptries, respectivamente (DURAISINGH et al., 2003, RAYNER et al., 2000, SIM et al., 

1990). Diferentes membros das adesinas ligam-se a receptores específicos, com EBA-175, 
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EBL-1, e EBA-140 (descrita como BAEBL) ligando-se as glicoforinas A, B, e C, 

respectivamente (MAYER et al., 2009; LOBO et al., 2003; SIM et al., 1994). 

Essas proteínas foram agrupadas e denominadas de DBL-EBL e incluem em P. 

falciparum a família de genes que codificam produtos EBL tais como: EBA-175, EBA-140, 

EBA-181, EBA-165 e é provável durante a invasão que elas funcionam de uma maneira 

análoga, a MAEBL localizada nas róptrias e micronemas. (COWMAN & CRABB, 2006). 

Na etapa durante a invasão, desde o reconhecimento e adesão reversível do merozoíto 

à membrana do eritrócito, foram percebidas mudanças ocorrem na superfície do merozoíto, 

quando se dá o envolvimento de várias moléculas entre as das famílias de proteínas descritas 

na (tabela 1) como Merozoite Surface Proteins (MSP). Desse modo, a partir da primeira delas 

descrita como a MSP (Major Surface Antigen), (HOLDER,1988; HOLDER & FREEMAN, 

1982).  

 A primeira a ser identificada como MSP-1 é descrita como muito abundante e é, 

funcionalmente, uma proteína conservada. Além disso, está associada com a membrana do 

parasito ancorada via GPI (glicosil-fosfatidil-inositol). A MSP-1, apesar de muito bem 

caracterizada como proteína de membrana, sintetizada como um precursor de elevada massa 

molecular (180 a 230kDa) no estágio esquizogônico, e, durante o processo de invasão do 

eritrócito, sofre um processamento gerando fragmentos menores de 19kDa e 42kDa, dos quais 

apenas o de 19kDa permanecem na superfície do parasito que penetra no eritrócito. 

(COWMAN et al., 2012, RODRIGUES et al., 2008; COWMAN & CRABB, 2006). 

 As localizações subcelulares de cada proteína e os seus subcompartimentos dentro das 

organelas secretoras como das róptrias (em particular) provavelmente desempenham um papel 

coordenado (RICHARD et al., 2010).  

Isso pelo fato de ocorrer uma segregação de proteínas o que permite a cada uma ser 

armazenada e liberada, num período exato de tempo, que possa gerar complexos funcionais de 

invasão e expor ao sistema imune (CHEN et al., 2011; BESTEIRO et al., 2009; 

ALEXANDER et al., 2006). 
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1.5.1. Proteínas das Róptrias 

 Outras famílias de proteínas associadas às róptrias desempenham um papel essencial 

em Plasmodium durante a invasão dos merozoítos na célula hospedeira. Entre a família 

destacam-se: as principais proteínas associadas às róptrias: PfRBP-H1, PfRBP-2Ha, PfRBP-

2Hb; RAP-1, RAP-2, RAP-3 e a família das RhopH. Algumas destas proteínas podem se 

perder durante a ruptura do esquizonte ao liberar os merozoítos, outras podem ser transferidas 

para a membrana do eritrócito durante a invasão (RODRIGUEZ et al., 2008).  

1.5.2. As Proteínas RAP-1, RAP-2, RAP-3 

 As proteínas localizadas na extremidade apical do merozoítos estão envolvidas na 

invasão dos eritrócitos, podem formar complexos não covalentemente ligados. RAP-1 e RAP-

2 contendo um peptídeo sinal N-terminal, indicando encaminhamento para organelas a partir 

do retículo endoplasmático. RAP-1 podendo estar envolvida num mecanismo de invasão 

alternativo (RODRIGUES et al., 2008).  

1.5.3. Neck Rhoptry Protein (RON 2-5) 

 Proteína localizada no ducto do merozoíto que participa da fase de contato e 

estabelecimento da junção estável que precede a invasão deste. As proteínas RON são 

encontradas em todos os membros da ordem Apicomplexa e evolutivamente deram origem as 

outras famílias da róptrias (ZUCCALA & BAUM et al., 2011).  

1.5.4. Proteínas do complexo RhopH 

 Após contato do merozoíto com a superfície do eritrócito, ocorre todo um processo de 

sinalização em cascata pelo qual o parasito descarrega seus produtos para estabelecer uma 

junção com as moléculas da superfície do eritrócito. Na sequência, ocorre a secreção das 

moléculas localizadas nas organelas que desempenham um papel chave durante o processo de 

invasão, sendo um destes componentes o complexo de proteínas denominadas de RhopH 

(tabela 2), (KATS et al., 2006; RUNGRUANG et al., 2005; SAM-YELLOWE et al., 1991). 

 No complexo de proteínas envolvidas nas róptrias, descritas em P. falciparum foram 

definidos dois complexos RhopH: o de elevado peso molecular composto de RhopH1(155 

kDa), RhopH2 (140 kDa) e RhopH3 (110 kDa) e outro de baixo peso molecular, complexo 
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composto de protein associated rhoptry  - RAP1 (PF 14-0102), RAP2 (PFE0080c) e RAP3 

(PF0075c) (KANEKO et al., 2007; HIENNE et al., 1998; COOPER et al., 1988; 

LUSTIGMAN et al., 1988; HOWARD et al., 1984). 

 Os genes descritos no complexo de elevado peso molecular, foram identificados em P. 

falciparum e homólogos em parasitos da malária de roedores P. yoelii, designados atualmente 

‘RhopH1/CLAG’ (proteínas) e ‘rhoph1/clag’ (gene), (Cytoadherence-Linked Asexual Gene 

(RhopH1/CLAG), que será discutido no item 8. (KANEKO et al., 2007). 

Na RhopH 1/CLAG foram relatados três membros rhop1/clag denominados: clag2 

(PFB0935w), clag3.1 (PFC0120w) e clag9 (PlasmoDB IDPFI1730w/NCBI GI:167963009). 

No entanto, pode envolver nesse evento a participação de outros componentes do complexo 

clag3.2 (PFC0110w), clag8 (MAL7P1.229), que foi designado clagb1 (de clagBlob, clagb, 

clag7) conforme dados do projeto genoma de P. falciparum (ALEXANDRE et al., 2011; 

IRIKO et al., 2008; KANEKO et al., 2007; LING et al., 2004). 

Tabela 2: Proteínas Neck Rhoptry  

Nome Acesso Putativa função 

PfRh 1 PF3D7_042300 Liga-se às células vermelhas através de receptor Y  

PfRh 2a PF3D7_1335400 Liga-se às células vermelhas através de receptor Z 

PfRh 2b PF3D7_1335300 Liga-se às células vermelhas através de receptor Z 

PfRh 4 PF3D7_0424200 Liga-se às células vermelhas através de receptor  do 

complemento 1 

PfRh 5 PF3D7_0424100 Liga-se aos eritrócitos através Basigina 

RON 2 PF3D7_1452000 Inserida na membrana dos eritrócitos na invasão, 

formas complexas em junção com proteínas RON e 

AMA-1.  

RON 3 PF3D7_125100 Provavelmente forma um complexo, junção com 

outras proteínas RON e AMA-1. 

RON 4 PF3D7_1116000 Injetada em eritrócitos, liga-se RON2 e forma um 

complexo em junção, com proteínas RON e AMA-1 

RON 5 PF3D7_0817700 Formas complexas de junção com proteínas RON e 

AMA-1. 
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PfRh, (Reticulocyte Binding-Like) homólogas (1,2a,2b,4,5); RON, (rhoptry Neck), ASP, 

Apical Sushi Protein, (revisado em COWMAN et al., 2012 adaptada). 

1.6. Anatomia funcional do eritrócito parasitado P. falciparum  

A principal alteração foi inicialmente descrita como a formação de estruturas eletro 

densa (figura 5), e ocorre na membrana do eritrócito após a invasão do merozoíto se 

desenvolver rapidamente em algumas horas, culminando com a formação dos knobs.  

Os knobs são complexos moleculares formados por associações de proteínas originais 

do citoesqueleto do eritrócito e proteínas neo-sintetizadas pelo parasito no processo de 

remodelagem, a saber, as KAHRP (Plasmodium falciparum Knob-Associated Histine-Rich 

Protein) e as PfEMP2 e PfEMP3 (Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Proteins 
 
2 

e 3
 
), (WELLEMS & FAIRHURST, 2012). 

Ao complexo molecular dos Knobs associa-se outra proteína de origem parasitaria, a 

PfEMP1. De estrutura transmembranaria é a principal responsável no grupo de famílias 

multigênicas ao mesmo tempo pela variação antigênica e pela citoaderência do P. falciparum 

(KIRKMAN & DEITSCH, 2012). 

 

              

Figura 5: Citoaderência do eritrócito parasitado adaptado (WELLEMS & 

FAIRHURST, 2012). 
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1.6.1. Citoaderência 

Durante a fase de desenvolvimento do parasito dentro dos eritrócitos, metabolicamente 

ativo, torna-se capaz de aderir às células endoteliais que revestem os vasos sanguíneos. O 

parasito faz várias alterações dentro da célula hospedeira. O processo de adesão sequestra os 

eritrócitos infectados prevenindo a sua eliminação no baço. Esta interação ocorre durante os 

estágios de trofozoítos maduros, esquizontes e gametócitos do Plasmodium, e envolvendo o 

bloqueio dos vasos sanguíneos, a interação entre os eritrócitos parasitados e receptores das 

células endoteliais, incluindo a resposta inflamatória local (CHAKRAVORTY et al., 2008).  

O termo citoaderência pode ser utilizado para designar, além de adesão ao endotélio, 

adesão de eritrócitos parasitados a outros eritrócitos infectados (autoaglutinação) e até mesmo 

a aderência a outro eritrócito não infectado (figura 5), via receptores presentes na superfície 

do eritrócito, como exemplo, os fatores sanguíneos e o receptor de complemento CR1 

(rosetting). O fenótipo denominado de rosetting tem sido associado à malária grave 

(WELLEMS & FAIRHURST, 2012; ROWE et al., 2000). As células endoteliais expressam 

uma grande variedade de receptores adesivos que podem ser reconhecidos por ligantes na 

interação parasito - endotélio. (tabela 3) 

Estudos recentes relatam um fenômeno de citoaderência equivalente em P. vivax, 

apesar de ocorrer em menor quantidade (COSTA et al., 2011;CARVALHO et al., 2010). 

A citoaderência é mediada por várias proteínas do parasito entre as quais se destacam 

as proteínas PfEMP-1, codificadas nos genes var. Estas proteínas foram observadas no início 

da década dos anos 80 do século passado (LEECH et al., 1984), descrita como proteínas de 

elevado peso molecular de P. falciparum, considerada a maior responsável pelo sequestro de 

eritrócito infectado em capilares sanguíneos e órgãos do hospedeiro vertebrado (BARUCH et 

al., 2002). 

1.7. Genes var e seus produtos PfEMP-1 

Os genes var inicialmente descrito por três grupos de pesquisa independentes, 

possuem 2 exons, o primeiro exon codifica um grande domínio extracelular e uma pequena 

região transmembrana e o segundo exon codifica a região C terminal, uma região intracelular 

relativamente conservada denominada  acidic terminal segment (ATS). O ectodomínio 
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contém o segmento terminal acompanhado de outros elementos como domínio Duffy Binding-

Like domais (DBL), Cysteíne-Rich Inter Domain (CIDRS) e C2 (AUTINO et al., 2012; 

BARUCH et al., 1996; SMITH et al., 1995; SU et al., 1995). 

Tabela 3: Alguns estudos com moléculas de adesão envolvidas na citoaderência. 

Moléculas de adesão do 

hospedeiro 

Alvo Celular Ligantes do 

Parasito 

Estudos 

TSP Endotélio Band 3 
modificado 

PfEMP1 

(1) 

(2) 

CD36 Endotélio, céls. 

dentríticas  ENP 

CIDRα (3) 

 

ICAM-1/CD54 Endotélio DBLβC2 (4)  

(5) 

VCAM-1/CD106, αγβ Endotélio ND (6) 

(7) 

CSA Endotélio placenta DBLγ (8) 

(9) 

P/E-Selectina (CD62 E) ND PfEMP1 (10) 

PECAM- 1(CD31), NCAM ND CIDRα/DBLδ (11) 

IgG não imune Placenta - (12) 

CR1, HS-like GAG, Grupo 

sanguíneo Ag A 

gC1qR /IgM 

Eritrócito não 

parasitado 

Eritrócito não 

parasitado 

DBLα 

 

ND 

(13) 

 

(14) 

Abreviações: TSP = Trombospondina, ICAM-1 = Intercellular Adhesion Molecule 1, 

VCAM-1 = Vascular Cell Adhesion Molecule, CSA = Sulfato de Condroitina A, CD36 = 

Cluster Diferentiation, PECAM-1 = platelet/EC adhesion molecule, NCAM = Neural Cell 

Adhesion Molecule, gC1qR = globular C1q receptor.  

Estudos: (1) ROBERTS et al.,1985, (2) EDA et al.,1999, (3) URBAN et al., 2001, (4) 

BARUCH et al.,1996, (5) BERENDT et al.,1989, (6) OCKENHOUSE et al.,1992, (7) SIANO et 

al.,1998, (8) GOEL et al., 2010, (9) REEDER et al.,1999, (10) SENCZUK et al., 2001, (11) 

CHEN et al., 2000, (12) FLICK et al., 2001, (13) CHEN et al.,1998, (14) CRAIG et al., 2012. 
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No genoma de P. falciparum com aproximadamente 60 genes var estão distribuídos ao 

longo dos 14 cromossomos que compõe (22.8 Mb) no isolado 3D7 e em outras cepas, sendo 

possível encontrar genes var em regiões subteloméricas ou centrais e que podem  variar de 

tamanho de 0.7 a 3.4Mb. No segmento N-terminal possuem um motivo conservado 

PEXEL/VTSn (MARTI et al., 2004; HILLER et al., 2004), que indica que esta proteína será 

exportada para a membrana. 

As proteínas PfEMP-1 têm uma organização modular, consistindo em vários números 

e combinações de domínios DBL com diferentes tipos (α,β,γ,ε,δ,x) e CIDR também de 

diferentes classes (α,β,γ), (figura 6). A constituição dessas proteínas é muito variável, tanto 

em termos de número total de domínios que a compõem, quanto a sua organização estrutural, 

embora seus promotores sejam bastante conservados (KRAEMER & SMITH, 2003; CRAIG 

& SHERF 2001; FREITAS-JUNIOR et al., 2000). Há a percepção que alguns genes var mais 

conservados codificam proteínas PfEMP-1 associadas com evoluções para malária grave, seja 

gestacional ou cerebral (CLAESSENS et al., 2012; LAVSTSEN et al., 2012). 

 

 

Figura 6: Esquema da estrutura da PfEMP1  (adaptada de CLAESSENS et al., 2012). 

 

1.8. Família Clag (Cytoadherence linked asexual gene) 

 Um gene candidato na década de noventa foi originalmente identificado em um 

estudo de linhagens de parasitos contendo o cromossomo truncado, descrito como resultado 

de deleções subteloméricas do cromossomo (figura 7). Estudos envolvendo o mapeamento 

dessas regiões das sequências, responsável pela adesão ao receptor CD36 e/ou um papel 
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crítico na gametogênese foram identificados (CHAIYAROJ et al., 1994; KEMP, 1992; 

SHIRLEY et al., 1990).  

A expressão de ambos os fenótipos foi mapeado em uma região subtelomérica 0,3 Mb, 

e o produto do gene associado a citoaderência foi localizado dentro de uma região de  55 kb,  

(DAY et al., 1993). Os pontos de interrupção das eliminações em vários isolados do parasito 

in vitro independentes foram encontrados agrupados em torno de uma região denominada de 

breakpoint open reading frame, (bporf). A função de bporf é desconhecida, mas a região 

distal do cromossomo nove parece conter um gene cujo produto é necessário para 

citoaderência, e este não era um gene var (BARNES et al., 1994).  

O mapeamento da região deletada e a análise das sequencias revelou um gene 

candidato, transcrito nos estágios sanguíneos assexuados e possui aproximadamente 7kb, 

supostamente nove exons e localiza-se no cromossomo 9, sendo transcrito em  todos os 

estágios dos parasitos, com a transcrição máxima a cerca 42 horas após a invasão e traduzido 

em uma proteína de 150-160 kDa (GARDINER et al., 2000; HOLT et al., 1998; BARNES et 

al.,1994). 

O gene desconhecido foi identificado clag9 (Cytoadherence linked asexual gene) e foi 

sugerido que o produto do gene é essencial para a ligação de eritrócitos infectados com o 

receptor CD36 (HOLT et al., 1999; TRENHOLME et al., 2000a).  

Uma abordagem complementar aos estudos foi realizada utilizando a tecnologia da 

transfecção e demonstrou uma ligação reduzida das células de melanoma C32 (expressando o 

receptor CD36), um efeito que foi revertido após a remoção do plasmídeo. Clag9 foi 

inicialmente descrito como tendo um papel na citoaderência e recebeu o nome devido a uma 

marca de cola australiana, (CRAIG, 2000).  

 Outros genes relacionados foram identificados após o sequenciamento desta região 

durante o projeto de sequenciamento do P. falciparum (GARDNER et al., 2002). Foram 

descritos cinco genes em cromossomos diferentes, dos quais foram respectivamente 

identificados de acordo com sua localização na família multigênica como: clag2, clag3.1 e 

clag3.2, clag8 e clag9 (HOLT et al., 2001, 1999). 
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 Tendo em vista a identificação do gene Pfclag9, foram propostos três modelos 

descritos (CRAIG & SCHERF et al., 2001; CRAIG, 2000; TRENHOLME et al., 2000b).  

(I) O Clag9 que pode estar envolvido no fenômeno de citoaderência ligando-se 

diretamente ao receptor CD36; 

(II) Relacionado indiretamente com função acessória; 

(III) Com um papel importante no transporte de PfEMP1 até a membrana do eritrócito; 

Ressalte-se que através da predição da sua estrutura, foi observado que pode conter 

quatro domínios transmembranas, com possível exposição no lado externo do eritrócito 

parasitado. A precisa localização celular desta proteína ainda não foi determinada, sendo 

assim ela pode estar implicada na citoaderência, Até hoje, existem poucas informações 

sobre as características bioquímicas da proteína.  

Durante o evento de citoaderência, dos quais participam os estágios dos parasitos de 

trofozoítos e esquizontes que se manifestam entre 16 - 20 horas (trofozoítos maduros) após a 

invasão, no entanto, estudos, demonstraram que o gene clag9 é transcrito durante o ciclo 

assexuado, quando a proteína é também sintetizada. Após a invasão dos eritrócitos, a proteína 

parece ser transferida para a fase de anel. (LING et al., 2004). 

Outros estudos, demonstraram que a proteína CLAG9, pode estar envolvido com 

proteínas das róptrias de merozoítos, formando um complexo de proteínas que possuem 

elevado peso molecular (RhopH) que contêm três proteínas que estão associadas não 

covalentemente  e foram denominadas RhopH 1, 2 e 3. Os genes que codificam RhopH 2 e 3 

são genes de cópia única no cromossomo 9 (GARDINER et al., 2004; LING et al., 2004; 

KANEKO et al., 2001).  

A proteína, RhopH1 foi descrita como sendo codificado por um ou por ambos os 

genes clag (3.1 e 3.2) localizados no cromossomo 3. Baseado nesta associação foi renomeado 

a família multigênica ‘clag’ para ‘rhoph1/clag’ gene, o que sugere que outros genes da 

família Clag possam também estar envolvidos (KANEKO et al., 2007, 2005; COOPER et al., 

1988; LUSTIGMAN et al., 1988; HOWARD et al., 1984). 
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Figura 7: Esquema do telômero do cromossomo 9:     PFI1730w (Pfclag9),    (PFI1710w) 

BPORF região truncada nos parasitos mutantes,  outros genes em     o PFI1705w, PFI1715w, 

PFI1725w, PFI1745c, PFI1750c, PFI1765c, PFI1770w, PFI1775w, PFI1780w, PFI1785w, 

PFI1790w, PFI1795c, PFI1800w,   o PFI1735c rex1, PFI1740c rex 2, PFI1755c rex3, 

PFI1760w rex4,   (em laranja) PFI1805w rifin, PFI1810w rifin, PFI1815c rifin, PFI1825w 

rifin,     (em azul) PFI1820w PfEMP1, PFI1830c PfEMP1,    (em verde) PFI1720w gig, 

cluster de genes adjacentes alguns com funções desconhecidas (MATTEI, D., 2008, 

adaptado).  

Considerando um papel importante da família dos genes clag nas etapas do ciclo 

assexuada do P. falciparum, incluindo a invasão de eritrócitos e a remodelagem do eritrócito 

infectado, a participação da proteína CLAG9 no desenvolvimento de imunidade à malária 

falciparum também foi investigada em Papua Nova Guiné e observou-se uma direta 

correlação entre o título elevado de anticorpos contra peptídeos sintéticos representando 

epítopos lineares da proteína CLAG9 de P. falciparum e a presença de imunidade em crianças 

e adultos (TRENHOLME et al., 2005). 

A proteína CLAG9, descrita com aproximadamente 1340 resíduos de aminoácidos e 

sugere-se 155-160 kDa, contendo peptídeo sinal (Signal P), sequência sinal (SS), resíduos 

conservados de cisteínas entre os resíduos 18-19 e domínio transmembrana (TMD) entre as 

regiões 247 a 264 está ainda em discussão (PIZÓN et al., 2010; BENDTSEN et al., 2004). 
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1.8.1. CLAG3.1 e CLAG3.2 

Os estudos atuais sobre o papel funcional de PfCLAG3, demonstraram por meio de 

experimentos genéticos, utilizando clones obtidos a partir do cruzamento entre as linhagens 

HB3 x Dd2 de P. falciparum (WALLIKER et al., 1987), que revelaram a participação direta 

ou indireta do produto do gene clag3 na formação do Plasmodial Surface Anion Channel 

(PSAC), (figura 8) essencial à captação de aminoácidos e outros produtos nutritivo do plasma 

pelo parasito, (NGUITRAGOOL et al., 2011). 

                                 

             Figura 8: Esquema de modelagem funcional 

proposta do Plasmodial Surface Anion 

Channel (PSAC), (NGUITRAGOOL et al., 

2011, adaptado). 

 

O tráfego da proteína PfCLAG3 após a injeção no citosol, por meio da membrana do 

vacúolo parasitóforo até o destino final na membrana do eritrócito infectado foi demonstrado. 

Aparentemente, a proteína PfCLAG9 também é injetada no eritrócito, mas sua função na 

remodelação da célula hospedeira é atualmente desconhecido. 
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                                                                                                                  2. OBJETIVOS 
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2.1. Objetivo Geral:  

Estudar o envolvimento do clag9 (cytoadherence linked asexual gene) durante a remodelação 

do eritrócito infectado com Plasmodium falciparum e sua participação no desenvolvimento da 

imunidade em malária. 

2.2. Objetivos específicos: 

a)  Avaliação comparativa  da expressão do gene Pfclag9 em isolados naturais de parasitos P. 

falciparum da região endêmica de Porto Velho em parasitos citoaderentes em diferentes 

receptores  endoteliais contidos na linhagens celulares CHOCD36, CHOCSA, CHO ICAM-1.  

b) Inferir função como antígeno-alvo importante pela avaliação da conservação de sequências 

do gene Pfclag9 em diferentes  isolados naturais de P. falciparum  e em linhagens desses, 

selecionados para citoaderência a diferentes receptores endoteliais.  

c) Avaliação da participação da proteína CLAG9 e suas ortólogas de Plasmodium vivax nas 

características das respostas imunológicas humorais em pacientes com malária em área  

endêmica de Porto Velho e suas relações com a imunidade clínica à malária. 



  46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

                                                            

  
 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Área e população do estudo 

 As amostras biológicas descritas neste estudo, bem como os isolados de P. falciparum 

analisados, foram obtidas de indivíduos que residiam no município de Porto Velho, capital do 

Estado de Rondônia (PVH), que está localizada em uma área de 34.096.429 Km
2
 no meio da 

Floresta Amazônica brasileira. O município está situado na região noroeste do Estado de 

Rondônia, entre a latitude 8º47’01’’ S e longitude de 63º55’56’’ W, com altitude de 85m, em 

relação ao nível do mar, ao longo do Rio Madeira, o principal afluente da margem direita do 

Rio Amazonas que atravessa o Município de uma ponta a outra. 

 O município esta dividido em nove regiões operacionais para o controle de malária de 

acordo com a Secretaria Municipal de Saúde (SEMUSA). Importante ressaltar que 80% da 

população residem na área urbana, correspondente a primeira região um (figura 9). A 

população de Porto Velho, de acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística/IBGE coletados no ano de 2010, foi estimada em 428.527 habitantes, e apresenta 

elevada taxa de crescimento populacional em função da construção das Hidrelétricas do Rio 

Madeira.  

            

Figura 9. Mapa do município de Porto Velho - Rondônia com divisões de áreas de 

influências das Usinas Hidrelétricas (UHE) Jirau e (UHE) Santo Antônio, (SEMUSA, 

2008), (PIERONI & COSTA, 2010).  

 

 



  48 

 

 

3.2. Amostras biológicas de pacientes 

 Foram coletados 10 ml de sangue por punção venosa de pacientes, com hematoscopia 

positiva para malária, com os sintomas clínicos característicos da patologia, atendidos no 

Centro de Pesquisa em Medicina Tropical - CEPEM. O material biológico foi fracionado e os 

soros foram armazenados em tubos estéreis, e, posteriormente, criopreservados a -20ºC.  

 Foram obtidas amostras de soros oriundos de cortes epidemiológicos de estudos 

realizados na população ribeirinha por KATSURAGAWA et al. (2010, 2009) e TADA et al. 

(2007). Os perfis das amostras cedidas constam de pacientes portadores sintomáticos e 

assintomáticos que foram previamente selecionados, de quatro trechos das comunidades 

ribeirinhas do Rio Madeira: Cachoeira de Santo Antônio, Cachoeira de Teotônio; Vila 

Amazonas e Cachoeira de Jirau, Abunã e Santo Antônio (Bairro Santo Antônio), no 

município de Porto Velho, (figura 9). 

 Foram utilizados controles negativos, dos quais, sessenta e quatro (n=64) amostras 

provenientes de banco de sangue. Trinta e duas amostras foram coletadas no banco de sangue 

do interior de São Paulo de pacientes que em tese, nunca sofreram exposição a qualquer 

forma de propagação e contágio da malária; bem como trinta e duas amostras foram coletadas 

na Fundação de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Rondônia (FHEMERON), de 

pacientes que relataram nunca ter sido infectado por Plasmodium.  

3.2.1. Locais de Coleta: 

a) - Comunidades Ribeirinhas: Amostras foram provenientes do trecho entre as cachoeiras 

de Teotônio (TE) margem direita (TE - MD 08º51’40,3’’S, S 64º 03’43,2’’W) e esquerda (TE 

ME 08º 51’10,0’’S, 64º03’51,7’’W); Jaci Paraná, urbano e rural, (Trecho Jirau – Abunã e 

trecho Mutum Paraná. As amostras destas áreas foram selecionadas e agrupadas por 

apresentarem padrão semelhante, sendo amostras de P vivax e de P. falciparum de evoluções 

assintomáticas. 

b) - Comunidade Santo Antônio: É uma comunidade ribeirinha do Rio Madeira, próxima à 

área urbana da cidade, aproximadamente a sete quilômetros da região central de Porto Velho, 

localizando-se na margem direita da Cachoeira de Santo Antônio (08º48’34,6’’S 63º 

56’34,3’’W). Desta comunidade foram selecionados pacientes doadores positivos para formas 

assintomáticas de P. vivax e P. falciparum. 
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c) - Vila Candelária (Candelária): se situa na área urbana da cidade de Porto Velho, à 

margem direita do Rio Madeira (8º47’08’’S, 63º55’04’’W), à aproximadamente três 

quilômetros da área central da cidade em direção a cachoeira Santo Antônio (sudoeste da 

cidade). Desta localidade foram selecionadas amostras de pacientes com malária 

assintomática por P. vivax e P. falciparum. 

d) - Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM) - Foram coletadas amostras dos 

pacientes atendidos com malária patente causada por P. falciparum e P. vivax.  

Todos os doadores de amostras aceitaram participar do estudo e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e formulário individual. (Anexo I e Anexo II). 

3.2.2. Extração de DNA e Reação da Polimerase em Cadeia (PCR) 

 As amostras foram préviamente selecionadas e utilizadas para pesquisa de 

Plasmodium sp., por hemoscopia através de gota espessa e esfregaço, duas lâminas por 

amostra. O concentrado de eritrócitos das amostras, de cada localidade, foi extraído utilizando 

o Kit GE Healthcare, blood genomic Prep Mini Spin Kit (GE), de acordo com as 

recomendações do fabricante e confirmadas utilizando Nested PCR. 

 As sequências dos oligonucleotídeos específicos para gênero e espécie do Plasmodium 

estão descritos na tabela 4 e os fragmentos gerados na PCR foram visualizados em gel de 

agarose 2% com brometo de etídio, conforme descrito (SNOUNOU, 1996). As reações foram 

realizadas no equipamento Gene Amp PCR System 9700, Perkin Elmer. 

Para fins de identificar e controlar contaminações de cultivos de P. falciparum por 

Mycoplasma sp., foram conduzidos PCRs utilizando oligonucleotideos mencionados na tabela 

4. 
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Tabela 4: Iniciadores da região do gene Pfclag9, do Plasmodium e Micoplasma sp. 

Código ID/pb  Código Sequências 

PFI1730w 

(240pb) 
UExon 

mclag F 

mclag R 

5’- catggtttgtccctttcgtt - 3’ 

5’- ccattgcttcttcgtaag - 3’ 

Plasmo 

(Gênero) 

1200pb 

Rplus 

Rplus F 

Rplus R 

5’- cttgttgttgccttaaacttc - 3’ 

5’ - ttaaaattgttgcagttaaaaaacg - 3’ 

Fal 

(espécie) 

205pb 

Fal 
Rfal F 

Rfal R 

5’- ttaaactggtttgggaaaaaccaaaatatatt-3’ 

5’acacaatgaactcaatcatgactacccgtc-3’ 

Viv 

(espécie) 

120pb 

Viv 

Rviv F 

Rviv R 

5’- cgcttctagcttaaatccacataactgatac - 3’ 

5’- acttccaagccgaagcaaagaaagtcctta-3’ 

Myc sp 

(300-400pb) 
Myc 

Myc F 

Myc R 

5’- ggcgaatgggtgagtaacaccg -3’ 

5’- cggataacgcttgcgacctat -3’ 

Abreviações: ID = identificação, Pb = pares de base, , Plasmo = Plasmodium, (gênero), Fal = 

falciparum, Viv = vivax, Myc = Mycoplasma sp 

 

3.3. Ensaios in vitro 

3.3.1. Isolados de P. falciparum e linhagens de células Chinese Hamster Ovary. 

 As cepas de P. falciparum utilizadas neste estudo foram: a 3D7 clone do isolado 

NF54, doada do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade São Paulo (ICB-USP), via 

MR4 (Dr. David Walliker), e a cepa Dd2 obtida em 1979 no sudeste asiático partir da amostra 

de um paciente, foi cedida do laboratório do Prof. Dr. Mariano Gustavo Zalis, Universidade 

Federal do Rio de Janeiro - (UFRJ).  

3.3.2. Isolamento das amostras dos pacientes com P. falciparum  

 Foram cultivados in vitro seguindo o método descrito por (TRAGER & JENSEN, 

1976). A suspensão de eritrócitos parasitados foi colocada em cultura em meio RPMI-1640, 

suplementado com 10% de plasma humano tipo O+ e 10% de bicarbonado de sódio 

(NaHCO3).  
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 Os eritrócitos (O+) foram lavados e adicionados à cultura obtendo-se um hematócrito 

de 5%. As garrafas foram mantidas em estufa a 37ºC com trocas diárias de meio e 

manutenção em ambiente de mistura gasosa composta por 5% de CO2, 5% de O2 e 90 % de 

N2. A parasitemia foi monitorada rotineiramente mediante microscopia de esfregaços corados 

com os componentes do Kit Panótico Rápido (Laborclin).  

 Quando a parasitemia dos cultivos alcançava valores entre 5-8%, as culturas eram 

diluídas ou amplificadas até os estágios de trofozoítos maduros de interesse. O Plasma 

humano (O+) utilizado na cultura dos parasitos foi gentilmente cedido pela (FHEMERON). 

Cada lote de plasma foi previamente testado e inativado a 56ºC durante 30 minutos. A fibrina, 

presente no plasma foi precipitado por centrifugação (3.000x g durante 15 minutos à 4ºC) O 

plasma foi criopreservado em alíquotas à -20ºC até o momento de uso. 

  

3.4. Criopreservação dos parasitos 

 Os eritrócitos parasitados foram congelados no estágio de trofozoítos jovens com 

parasitemia acima de 5%, foram centrifugados 3500 rpm, 5 minutos em temperatura 

ambiente, e o volume de eritrócitos sedimentados foi medido. Em seguida 1,66 volumes de 

glicerolite estéril foram adicionados lentamente sobre delicada agitação usando-se um vortex. 

A solução foi transferida para criotubos que foram criopreservados a - 80ºC durante pelo 24h 

e em seguida transferido para nitrogênio líquido, como descrito em (MOLL et al., 2008).  

 Para o descongelamento cada amostra dos parasitos foi retirada do nitrogênio (N2) 

líquido e o descongelamento realizado em gelo gradativamente até o descongelamento. Os 

eritrócitos infectados foram então transferidos para tubos de 15 ml.  

 Em seguida adicionado cloreto de sódio (NaCl) 12% (1/5 de volume do precipitado do 

congelamento) foi adicionado lentamente sob agitação. Após incubação durante 1 minuto em 

temperatura ambiente, foram adicionados 10 volumes de NaCl 1,6%, novamente sobre 

agitação leve e constante. Após, os eritrócitos foram centrifugados a 1500 rpm (800 g) 

durante 5 minutos em TA e lavadas duas vezes com meio RPMI-1640 (pH 7,2) incompleto. 

Os parasitos foram cultivados sob as condições rotineiras, com RPMI completo RPMI-1640, 

pH 7,2 e 10% de plasma humano desfibrinado.  
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3.5. Sincronização da cultura  

 Para obtenção dos estágios de trofozoítos jovens (anéis com até 4 horas após a 

reinvasão) de P. falciparum, os parasitos em cultura foram sincronizados utilizando 

tratamento com sorbitol (LAMBROS et al., 1979). As suspensões de eritrócitos parasitados 

com P. falciparum em cultivo as sincrônico foram centrifugados (1500 rpm ou 800 g) durante 

5 minutos e incubados em 5 - 10 volumes (do precipitado de eritrócitos infectados) de sorbitol 

5% durante 10 minutos. A solução foi agitada três vezes neste período.  

 Na sequência foi realizada nova centrifugação e o D-sorbitol foi aspirado e os 

eritrócitos parasitados foram lavados duas vezes com RPMI – 1640 incompletos, novamente 

centrifugados. Em seguida os eritrócitos parasitados foram ressuspensos em meio completo e, 

foram cultivados a 37ºC sob condições rotineiras.  

3.6. Enriquecimento dos trofozoítos  

 Para o enriquecimento em trofozoítos foi utilizado o método de sedimentação com 

Plasmagel
®
 (Fresenius Kabi). O cultivo contendo parasitos predominantemente no estágio 

trofozoítos maduro (18-20h), foram centrifugados (1500 rpm ou 800 g), durante 5 minutos, 

em tubos de 15 ml estéril e o sedimento foi ressuspendido em 2,4 volumes de Plasmagel
® 

e 

1,4 volumes de meio completo, (RPMI-1640, pH 7,2 e 10% de plasma humano). A mistura 

foi incubada em posição vertical durante 1 hora a 37ºC (LELIEVRE et al., 2005). 

 Os estágios de trofozoítos jovens e gametócitos se encontram junto com eritrócitos não 

infectados no sedimento, enquanto os estágios de trofozoítos maduros se encontram no 

sobrenadante. Essas formas foram retiradas e transferidas para um novo tubo, lavadas com 

meio RPMI incompleto duas vezes e em seguida colocadas em cultivo e/ou utilizados para os 

experimentos de panning utilizando células CHO. 

3.7. Cultivo de células de ovário de hamster  

 Neste estudo utilizamos para a realização de ensaios de citoaderência linhagens de 

células CHO expressando constitutivamente na sua superfície os receptores endoteliais 

humanos CHOICAM-1, CHOVCAM, CHOCD36, CHOCSA-k1, CHOE-Selectina, obtidos por transgênese 

(tabela 5). Todas as linhagens foram gentilmente cedidas pelo Dr Artur Scherf, do Instituto 

Pasteur, em Paris.  
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 As linhagens de células foram cultivadas em garrafas de cultura 75 mL, com meio 

RPMI-1640 acrescidas de 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino a 37ºC, em atmosfera de 5% de 

CO2. As linhagens de células foram replaqueadas a cada três dias, utilizando 0,1% de tripsina-

EDTA (Cultilab), descrito em (AUSUBEL et al., 1989). 

 

Tabela 5: Perfil das linhagens de células transfectadas.  

 

Linhagens Celulares Transfecção Fenótipo 

CHO-K1 

CHOICAM-1 

CHOCD36 

CHOVCAM 

CHOE-Selectina 

CHO-745 

 

 

+ gene ICAM-1 

+ gene CD36 

+ gene VCAM 

+ E-Selectina 

__________ 

CSA 

ICAM-1 

CD36 

VCAM 

E-SELECTINA 

___________ 

 

 

3.8. Citoaderência de linhagens dos isolados naturais de P. falciparum selecionados por 

panning em receptores endoteliais expressos nas células Chinese Hamster Ovary.  

 

Os eritrócitos parasitados com P. falciparum durante a infecção possuem a capacidade 

de aderir a receptores endoteliais do hospedeiro. Para avaliar se a expressão do gene Pfclag9 

está associada direta ou indiretamente a adesão do receptor CD36, como descrita 

anteriormente ou a outros receptores endoteliais, linhagens de parasitos com propriedades 

especificas de adesão a cada um dos receptores acima enumerados foram selecionados pela 

técnica do panning.  

 Para o experimento de citoaderência, suspensões de trofozoítos maduros e esquizontes 

foram enriquecidos pelo método de Plasmagel
®

 e os eritrócitos infectados com parasitos 

foram ressuspendidos em meio de cultura especial denominado de meio binding (RPMI-1640 

pH 6,8 (sem NaHCO3 ) e 10% de plasma humano (O+).  

 As células da linhagem CHO expressando cada receptor de interesse foram repicadas 

(replaqueadas) três dias antes do experimento e utilizamos nas placas em condições de 

confluência entre 90-100%.  



  54 

 

 

 As células CHO foram lavadas três vezes com meio RPMI-1640 incompleto (pH 6,8) 

e duas vezes com meio binding. Os eritrócitos parasitados foram adicionados ao contato das 

células CHO e as garrafas incubadas durante 1 hora a 37ºC com agitação delicada a cada 15 

minutos de intervalo. 

 Após a incubação, os eritrócitos não aderidos foram aspirados e as células lavadas 3 

vezes com RPMI-1640 incompleto (pH 6,8). Após as lavagens, nenhum eritrócito não aderido 

foi observado.  

 Os parasitos aderidos foram retirados das células com meio RPMI-1640 completo 

alcalino (pH 7,2) e novamente colocados em cultivo sob condições rotineiras. Para evitar 

contaminação do cultivo de eritrócitos parasitados com células CHO, o cultivo foi transferido 

um dia após o panning para nova garrafa de cultura com 25 cm
2
.  

Os parasitos após seleção foram recuperados, utilizando lavagens com meio RPMI 

1640 (Invitrogen) completo (pH 7.2) e colocados em cultivo para as repetições do panning.  

 O procedimento de citoaderência foi repetido mais de cinco vezes e sempre antes de 

cada experimento em que parasitos selecionados em estoque foram utilizados em condições 

de 5 x 10
6
 eritrócitos parasitados mantidos em garrafas de cultura de 25cm

2
. 

 Posteriormente os parasitos foram transferidos para placas de cultura com 24 poços 

com células CHO com os respectivos receptores de interesse cultivados em lamínulas de vidro 

13mm
2
, na concetração de 5x10

4
 células/lamínulas e os ensaios foram realizados em 

triplicatas para posterior contagem.  

As células CHO com os respectivos receptores de interesse CHOCD36, CHOCSA e 

CHOICAM-1 foram analisados para controle da especificidade do receptor utilizando anticorpos 

específicos. Neste ensaio utilizou-se o separador de células ativadas (FACScan), os dados 

foram processados utilizando o software BD Cell Quest™. 

3.9. Extração de DNA e purificação dos produtos da PCR  

 Para analise da sequência do gene Pfclag9 dos parasitos, foram extraídos os DNAs de 

cada amostra dos parasitos das linhagens originais utilizadas e de cada linhagem dos isolados 

pós-panning. Para isso, foram utilizados 300µl de sedimento de cada amostra, que foram 

extraídos com o Kit GE Healthcare, blood genomic Prep Mini Spin Kit.  
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 Antes da clonagem, os produtos de amplificação analisadas em gel de TAE agarose 

1,5% purificados. 

As bandas de interesse foram cortadas de cada gel com lâminas de bisturi estéril e 

transferidas para tubos de micro centrifuga de 1,5 mL. A purificação foi realizada com o Kit 

Wizard
® 

PCR Preps DNA purification System (Promega) seguindo as recomendações do 

fabricante.  

 Para testar o sucesso da purificação de fragmentos, foi feito um gel de agarose 1,5% 

com 1,0 µl de cada produto recuperado.  

3.10. Clonagem de fragmentos do gene Pfclag9  

 Cada fragmento purificado foi ligado em vetor pGEM Teasy
®
 (Promega) e 

transformado em células químio-competentes da linhagem E. coli, TOP10 (DH10B). A 

ligação foi realizada durante uma hora a temperatura ambiente e em seguida mantida a 4°C 

durante a noite, para aumentar a eficiência das ligações.  Foi utilizado 60µl das bactérias 

competentes foram transformadas através de choque térmico durante 1 minuto a 42°C em 

banho seco, com 3µl de cada ligação. 

 Para seleção dos transformantes, as células foram cultivadas em placas de Petri 

contendo 20 mL de LB Agar, acrescido de 20 µl de ampicilina 50mg/mL, suplementadas com 

20 µg/mL de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) e 20 mg/mL de IPTG 

(isopropyl β-D-thiogalactoside), e incubadas a 37°C por até 16 horas. As colônias resistentes 

a ampicilina possuíam o plasmídeo, mas apenas as colônias brancas apresentavam insertos, 

interrompendo o gene de β-galactosidase do plasmídeo.  

 No dia seguinte, foram selecionados aleatoriamente, três colônias de cada placa. Estas 

colônias foram tocadas com palitos de madeira estéreis e transferidas para tubos de 15 mL 

contendo 1,0 mL de meio LB caldo (triptona 1g, extrato de levedura 0,5g, quantidade 

suficiente para o volume de 100 mL e 10 µl de ampicilina 100ug/mL) e foram incubados a 

37°C, sob agitação durante a noite. No dia seguinte, os plasmídeos foram purificados.  
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3.11. Extração de DNA plasmidial e sequenciamento  

 A purificação do vetor foi realizada seguindo o método de lise alcalina SDS 

(SAMBROOK et al., 1989), após o período de incubação, foram centrifugados a 1000g 

durante 5 minutos, o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi ressuspendido em 300 µl 

da solução de purificação I (50 mM glicose, 25 mM tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0) e 

transferido para um tubo de 1,5 mL, novamente adicionados 300 µl da solução II (0,2N 

NaOH, 1% SDS) e as amostras foram mantidas sob suave agitação e mantido a temperatura 

ambiente durante 5 minutos. Em seguida foi adicionado 300µl de solução III (3M de acetato 

de potássio, 11,5% v/v de Ácido acético glacial), agitado fortemente e mantido no gelo 

durante 5 minutos.  

 Cada amostra foi centrifugada a 12000 g durante 5 minutos e o sobrenadante foi 

transferido para outro tubo de 1,5 ml. Ao sobrenadante foram adicionados 500 µl de 

isopropanol PA, esta solução foi misturada e deixada em repouso durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. Novamente cada amostra foi centrifugada a 12000g durante 20 

minutos, o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado com 1 mL de etanol 70%, 

novamente centrifugado e o etanol descartado, em seguida cada amostra foi deixada aberta a 

temperatura ambiente para secar e após ressuspendida em 50 µl de água contendo RNAse A 

10µg/mL e incubadas durante 30 minutos a 37°C.  

 A confirmação do isolamento do plasmídeo e da presença do fragmento foi realizada a 

partir de reações de digestão utilizando a endonuclease de restrição EcoR1 (5U) seguindo as 

instruções do fabricante (Promega). 

 Os clones dos isolados de P. falciparum naturais, previamente selecionados após 

citoaderência foram sequenciados, utilizando BigDye 3.1 Terminador Cycle Sequencing Kit 

Perkin Elmer, MA - USA), conforme instruções do fabricante e contendo 200ng de cada 

minipreparação de plamídeo, foi utilizado 5 pmoles de cada iniciador da região do exon 9 do 

gene Pfclag9. 

 As sequências geradas foram analisadas utilizando o Banco de dados do GenBank 

utilizando o programa Basic Local Alignment Search Tool Program for Nucleotides (BLAST) 

(ALTSCHUL et al., 1997). O BLAST emitiu assim porcentagem de identidade de sequências 

geradas comparando-as com sequencias depositadas no GenBank e/ou no PlasmoDB.  
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 Para edição e alinhamento utilizamos os programas do pacote DNAstar (v.4.0) e 

ClustalW (www.ebi.ac.uk/tools/clustaw2/index.html) e BioEdit versão 7.05 (Tomm Hall, Ibis 

Therapeutics, Carlsbad, CA). 

 As sequências foram traduzidas para aminoácidos através do programa EditSeq do 

pacote do DNAStar, confirmadas e alinhadas em múltiplas sequências. No alinhamento, foi  

analisado uma região de aproximadamente 189pb das linhagens  selecionadas após panning e 

das cepas de referência de P. falciparum 3D7, Dd2 e os isolados dos pacientes mantidas in 

vitro.  (Anexos VI e VII) 

 

3.12. Controle de Mycoplasma sp nos cultivos   

 Os cultivos de P. falciparum e das linhagens de células CHO foram testadas para 

Mycoplasma sp, sendo utilizado 300µl de sobrenadante de cada cultivo que foram 

centrifugados (10.000 x g. durante 5 minutos, em TA), ressuspendido em 35µl de TE (5mM 

de Tris pH 8.0 e 1mM de EDTA) e desnaturados durante 5 minutos a 95ºC. Um microlitro 

deste material foi utilizado como amostra na amplificação por PCR. Os iniciadores foram 

descritos na tabela 4.  

A reação constitui-se de 1µl de amostra, 1x de tampão 10x de PCR, 2.5mM MgCl2 , 

2.5mM de dNTPs Mix, 0,2U de enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 0,5pmol de cada 

primer. As condições de amplificação foram: 5 minutos, 94ºC, 30 segundos/94ºC, 30s/55ºC, 

30s/ 72ºC,30 s) repetidos em 30 ciclos; e uma polimerização final durante 10 minutos a 72ºC. 

 O produto da PCR foi analisado em gel de TAE-agarose 1,5% corado com brometo de 

etídio, como controle foi utilizado DNA de Mycoplasma sp., cedido gentilmente pelo 

Departamento de Microbiologia do ICB/USP. O fragmento foi observado entre 300-400pb. 

3.13. Desenho dos iniciadores  

 O desenho dos iniciadores da reação para o estudo do gene Pfclag9, foram baseados 

na sequência depositada no Banco de Dados do PlasmoDB, disponível sob a identificação 

(PFI1730w) e foram analisados com o auxílio do software primer Express oligo design 

software da Applied Biosystems) do programa Sequence Detection System (SDS) 7500. 

 No programa IDT (Integrated DNA Technologies, Inc.) -  SciTools OligoAnalyzer 3.1, 

software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/), as sequências foram alinhadas para que fosse 

definido o segmento mais adequado para a amplificação.  

http://www.ebi.ac.uk/tools/clustaw2/index.html
http://frodo.wi.mit.edu/
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 O conjunto de iniciadores foi analisado com o auxílio do software OligoAnalyser 

(www.ebi.acuk/Tools/clustalw2/index.html), buscando-se quando possível, condições de alta  

energia (∆G>0) para formação de dímeros, heterodímeros e grampos nas reações da PCR 

(GINZINGER, 2002). Após a escolha dos iniciadores, estes foram sintetizados pela empresa 

Prodimol (Belo Horizonte)
®
 (tabela 6). 

 Os iniciadores a serem utilizados em PCR em tempo real foram desenhados para 

hibridar entre os exons 8 e 9 do gene Pfclag9. O tamanho do produto da PCR menor que 150 

pares de base (Pb), temperatura de hibridação próximo de 60°C, foram consideradas para os 

iniciadores da PCR em tempo real seguindo recomendações do User Bulletin 2, Applied 

biosystems http://www.appliedbiosystems.com, QIAGEN, 2007, 2009, www.qiagen.com).  

 Em seguida foram selecionados os genes normalizadores como controle interno, neste 

estudo foram utilizados os seguintes normalizadores: Seryl tRNA synthetase, fructose 

biphosphatase aldolase e actina, (SALANTI et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ebi.acuk/Tools/clustalw2/index.html
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Tabela 6: Iniciadores testados nos ensaios de Transcrição Reversa seguida da Reação 

quantitativa da Polimerase em Cadeia (RTqPCR) do gene Pfclag9. 

Acesso      Pb código Iniciadores 5’        3’ 

PFI1730w 

pExon  

 

108 

pExon F gaggtacctttataccaccgaaa  

pExon R acaaggttagggcattttttg  

PFI1730w 

UExon  

 

100 

uExon F  acgaagaagcaatggtatcaagagtt  

uExon R  caaatgttggaagagtaatgtca  

PF07_0073 

Seryl tRNA 

Synthetase 

 

158 

Ser F  aagtagcaggtcatcgtggtt 

Ser R  ttcggcacattcttccataa  

PF 14_0425 

Fructose 

biphosphate 

aldolase  

 

167 

Frut F  tgtaccaccagccttaccag  

Frut R  ttccttgccatgtgttcaat  

PFL2215W 

Actin  

 

160 

Act F  agcagcaggaatccacaca  

Act R  tgatggtgcaagggttgtaa  

18Ssu rRNA  

100 

18S F acgatcagataccgtcgtaatctt 

18S R caatctaaaagtcacctcgaaagatg 

PFI1730 w  

Mclag 

 

240 

MF catggtttgtccctttcgtt 

MR ccattgcttcttcgtaagcac 

PFI1730 w 

Nclag 

231 NF tctcacagaagaaatgatgatgtg 

NR acgcaacatgtctgctttacc 

Abreviações: Pb = pares de base, pExon = penúltimo exon 8, UExon = último exon 9;  Mclag 

=    região do último exon 9, Nclag =  região do penúltimo exon 8. 

 

3.14. Extração de RNA 

 O RNA total das amostras foi isolado utilizando Trizol LS
®
 (Invitrogen). Os 

eritrócitos infectados foram lisados com saponina 0,1% em PBS 1x e os parasitos, separados 

por centrifugação a 1500 g durante 7 minutos. Cada sedimento foi lavado com PBS 1x RNAse 

free gelado e ressuspenso em 100 µl de PBS 1x, homogeneizado e foi adicionado 750 µl de 
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Trizol LS® e estocamos a -80°C até o momento de ser processado. Este reagente consiste em 

uma solução monofásica de fenol e guanidina-isocianato, que deriva da melhoria do método 

de isolamento de RNA desenvolvido por (CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987). 

 Durante a homogeneização de cada amostra, o Trizol LS
®
 mantém a integridade do 

RNA enquanto rompe as células e dissolve os componentes celulares. A adição do 

clorofórmio, seguida de centrifugação a 12000 g durante 15 minutos a 4°C, separa a solução 

em três fases: inferior/orgânica, interfase e superior/aquosa.  

 Os ácidos nucleicos permanecem exclusivamente na fase aquosa. Depois da 

transferência da fase aquosa para o novo tubo, o RNA foi recuperado por precipitação com 

álcool isopropílico PA (Merck) após centrifugação de 12000 g durante 1h a 4°C. Após 

lavagem com etanol (Merck) 75% e centrifugação 7500 g por 5 minutos a 4°C, o RNA total 

foi ressuspendido em água milli-Q autoclavada que preparamos com DEPC 0,01% (Dietil 

Policarbonato) e foram armazenados a uma temperatura de -80 °C em alíquotas. 

 Devido à baixa concentração do RNA obtido, cada amostra foi novamente precipitada 

com isopropanol, adicionamos três vezes o volume de isopropanol gelado sobre a solução 

aquosa de RNA, estas foram incubadas a -20ºC durante 18 horas e então centrifugadas a 

12000 x g durante 1hora. O precipitado de RNA foi lavado com Etanol 75% e ressuspenso em 

15µl de água livre de nuclease. 

 Para verificar a pureza e concentração do RNA total, uma alíquota de 2µl de cada 

amostra foi submetida à leitura de absorbância em espectrofotômetro (NanoDrop, ND-1000).  

 Tendo sido feita a avaliamos a integridade de todos os RNA, uma alíquota de 1µl de 

cada amostra foi submetida à eletroforese em gel de agarose 0,8% com tampão TBE 0,5 x (44 

mM Tris, Base, 44 mM ácido Bórico, 1,2 mM EDTA). O gel foi submetido a 75 V por 

aproximadamente 40 minutos, corado em solução de brometo de etídio 0,5ug/ml e 

posteriormente visualizado diretamente em transiluminador de luz ultravioleta.  

 

3.15. Tratamento com DNAse I e síntese do cDNA 

 Após a verificação da integridade do RNA , foi realizado esse procedimento, que 

visa antes do uso na reação da transcriptase reversa, observar a presença de DNA 

contaminante que foi hidrolisado para evitar falso-positivos em amplificações subsequentes. 
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O tratamento foi realizado, em 1µg de RNA total, que foi tratado durante três vezes seguidas 

com enzima DNAse I (Invitrogen), durante 15 minutos de incubação a 20°C e inativação de 

enzima por incubação a 65°C durante 10 minutos e após adição de 2,5 mM final de EDTA, 

pH 8.0). 

 Foram realizados ensaios paralelos com a finalidade de avaliar se o tratamento com 

DNAse I não interferiu na síntese de cDNA ou na qualidade dos ensaios da PCR. 

 A reação de transcrição reversa utilizando 1µg de RNA total foi adicionado 1µl de 

óligo dT (0,5 µg/µl), 1µl de Random primers, 1µl de dNTP mix (10mM) e água com 

quantidade suficiente para o volume para 10µl, sendo incubado a 65ºC durante 5 minutos e 

após, esfriado em gelo durante 1 minuto. 

 Foi preparada uma mistura contendo 2 µl de 5x First Strand Buffer, 4µl de MgCl2 

(25mM), 2µl de DTT- ditiotreitol (0,1 M),  1µl de inibidor de RNAse 40U µl (Invitrogen). 

Adicionamos  9µl à reação anterior e foram incubados durante 2 minutos a 42ºC. Após, foi 

adicionado  e 1µl de transcriptase reversa 200U/µl (SuperScript II – Invitrogen) a cada tubo e 

incubado durante 50 minutos a 42ºC e posteriormente inativada a 70ºC durante 15 minutos. 

Finalizando a reação, foi adicionado 1µl de enzima RNAse H, durante 20 minutos a 37ºC. 

 Foi utilizado como controle negativo uma alíquota de RT (-) na ausência da 

transcriptase reversa, de cada amostra, que foram separadas e testadas respectivamente nos 

ensaios para observar a presença de DNA contaminante. 

 As reações foram realizadas no termociclador Gene AMP PCR System 9700 (Perkin 

Elmer). Em seguida, estas amostras foram diluídas 1:2 com água milli-Q autoclavada e 

armazenadas a - 20ºC; para posteriormente preparo da reação Transcrição Reversa seguida da 

Reação quantitativa da Polimerase em Cadeia (RTqPCR) 

 

3.16. RTqPCR 

 Para realização desta etapa do experimento foi utilizada a plataforma da Applied 

Biosystems - Real Time PCR SDS 7500 Software e de acordo com o manual do fabricante, 

(Applied Biosystems, 2005/Sybr® Green I). Os ensaios foram realizadas em placas de 96 

poços (Micro Amp® Optical 96 well Reaction Plate with Barcode), cobertas com adesivos 

ópticos. (Optical Adhesive Covers) (Applied Biosystems). 

 O método químico utilizado foi o Sybr® Green I Master Mix (Applied Biosystems) 

as reações foram compostas por: Sybr
®

 Green I Master Mix contém o corante intercalante em 

uma concentração final de 1x, e todos os reagentes necessários da PCR (dNTPs, MgCl2 
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Tampão AmpliTaqGold
®
), os iniciadores (0,2µM) descritos na tabela 5, e o cDNA de cada 

amostra. As reações foram preparadas em triplicatas, utilizando para cada amostra o controle 

(-RT),  com volume final de 15 µl em quatro repetições independentes para cada ensaio. 

 Os ensaios foram: 2 minutos a 50ºC, 10 minutos a 95ºC, e 40 ciclos de 15 segundos 

a 95ºC, 1 minuto a 60ºC. Ao final da amplificação adiciona-se um passo final (ciclo final) de 

separação das fitas, com temperatura crescente de 60 a 95ºC (2ºC/min.). Foi obtida 

fluorescência do produto da PCR medida a cada 15 segundos e esses dados foram empregados 

para obtenção da curva de dissociação (melting curve) dos produtos da reação, utilizada para a 

análise da especificidade de amplificação no final da ciclagem de cada ensaio. 

 As amplificações de produtos inespecíficos foram excluídas pela análise da curva de 

dissociação dos produtos da PCR. A curva de dissociação foi mostrada em um gráfico com os 

dados de dissociação do produto da PCR. Alterações na fluorescência são plotados em relação 

a temperatura (60°C a 90°C) sendo que estas mudanças são devido à interação do corante 

SYBR com a dupla fita de DNA (http://www.gene-quantification.info/ acesso em 26/08/2008, 

QIAGEN, 2009). 

 A especificidade de todos os oligonucleotídeos foi confirmada através das curvas 

geradas de dissociação após o ensaio da PCR em tempo real (figura 10). A curva de 

desnaturação depende das características da sequência de DNA, do tamanho do fragmento e 

do conteúdo de GC no desenho. A confirmação da especificidade dos oligonucleotídeos foi 

comprovada através do gel de agarose.  

 O sistema informa se está ocorrendo amplificação da molécula alvo e quantifica esta 

amplificação, uma vez que o software  da Applied Biosystems correlaciona a intensidade do 

sinal emitido com a quantidade do produto amplificado formado. Nestas condições o 

procedimento utilizado para estimar a quantidade relativa das concentrações de RNA 

mensageiro do gene, comparando com a expressão do gene constitutivo (controle interno), foi 

baseada na detecção em tempo real do produto da PCR gerado, utilizando o corante Sybr® 

Green I (USER BULLETIN 2, Applied Biosystems). 

 A quantificação de DNAs alvo ocorre pela determinação do ciclo limiar, (Ct) ou CQ 

(ciclo de quantificação). O Ct é definido como o ciclo da reação da PCR no qual o sinal 

fluorescente do corante sinalizador atravessa uma linha basal arbitrária chamada limiar.  
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Figura 10: Transcrição Reversa RTqPCR em tempo real 

com 40 ciclos, delimitação e determinação do Ct, 

plataforma da Applied Biosystems 

 

 Os valores são apresentados na forma de Ct, o limiar está delimitado na fase 

exponencial de amplificação, acima do ruído e a baixa da fase de platô da reação. O valor do 

Ct é inversamente proporcional a quantidade inicial neste caso o cDNA do transcrito, presente 

no teste. 

 Os testes pilotos foram realizados para a determinação das concentrações ótima de 

cada iniciador e selecionamos as concentrações de iniciadores onde ocorria amplificação sem 

formação de dímeros ou produtos inespecíficos.   

 Para isso utilizamos a mesma concentração da amostra e concentrações diferentes dos 

pares de iniciadores (sense e antisense), As concentrações testadas foram 100, 200, 300, 400, 

500 mM de cada par de iniciadores. 

 Considerando que utilizamos a mesma quantidade de amostra em todas as reações, o 

Ct não deveria variar. Se o aumento da concentração de iniciadores ocasionou diminuição de 

Ct, então a quantidade deste reagente na reação ainda era insuficiente. Assim, a concentração 

selecionada foi à mínima, associada ao menor Ct. 

 Entre os métodos descritos para analisar os resultados de cada ensaio podemos utilizar 

na PCR em tempo real: a quantificação absoluta e a quantificação relativa. Na absoluta 

determina o número exato de cópias do transcrito de interesse e na relativa é possível 
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descrever a alteração na expressão em relação a algum grupo, como controle não tratado e no 

tempo zero (SCHMITTGEN & LIVAK, 2008). 

 

3.17. Médoto 2
-∆∆CT

  

 Entre os métodos para quantificação relativa de expressão gênica escolhemos o 

método delta, delta Ct, descrito como 2
-∆∆CT 

(LIVAK & SCHMITTGEN, 2001), que permitiu 

quantificar as diferenças no nível de expressão de um gene específico entre as várias amostras 

analisadas.  

 Inicialmente foi calculado o delta Ct (∆Ct) de cada amostra, subtraindo-se os valores 

de Ct (ciclo de threshold ou Cq ciclo quantitativo) do gene normalizador (actina - (ACT), 

Seryl tRNA synthetase - (SER), e fructose biphosphatase aldolase - (FRUT) dos valores de Ct 

do gene alvo (Pfclag9). Após determinação do delta Ct de cada amostra, escolhemos uma 

amostra normalizadora o cDNA das cepas 3D7, Dd2 e dos pacientes P3, P5 e P59 cultivados 

na ausência de panning. 

 Para o cálculo do delta, delta Ct, foi utilizado a seguinte fórmula: [delta Ct (amostra) - 

delta Ct (amostra normalizadora)]. Uma vez determinado o delta, delta Ct, aplicamos a 

fórmula 2 - delta delta Ct (2
-∆∆CT

), que resultou no valor da expressão gênica relativa a cada 

amostra testa frente cada gene normalizador testado (figura 11). 

 Os dados gerados da análise quantitativa relativa são dados pelo valor de 2
-∆∆CT

. Os 

valores gerados podem ser interpretados como a expressão do gene alvo relativo ao controle 

interno na amostra tratada comparada ao calibrador (SCHMITTGEN & LIVAK, 2008). 
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Figura 11: Quantificação do gene Pfclag9 em Dd2 relativo 3D7, número de 

cópias estimado utilizando o método delta, delta Ct, 2
-∆∆CT

, com 40 ciclos, 

delimitação e determinação do Ct, plataforma da Applied Biosystems.  

 

 Para determinar se as reações de amplificação apresentaram a mesma eficiência, foi 

observada como o ∆Ct (Ct alvo – Ct controle normalizador) variou com a diluição de cada 

controle. Estes valores são representados em gráfico de regressão linear.  

 Um valor igual a -3.32 demonstra uma eficiência de 100% de duplicação a cada ciclo, 

naquela fluorescência, em relação a linearidade (R2) de 1,0 demonstrou que o ensaio se 

mantém com eficiência similares em diferentes concentrações de  amostras de cDNA 

avaliado. 

 Após estabelecer as curvas padrões foi estabelecido o threshold de cada par de 

iniciadores, que foram previamente estabelecidos na menor fluorescência em que a reação 

ocorre com uma eficiência de duplicação de 100%. Em seguida foi estabelecido o ciclo de 

threshold de cada amostra, que é a variável utilizada na quantificação relativa.  
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 Foram utilizados controles negativos para todos os ensaios gerado (-RT), água e mix 

da reação que continham os iniciadores, na ausência de cDNAs.  

 

3.18. Metodologias dos estudos imunológicos 

3.18.1. Peptídeos PfCLAG9 

 Os peptídeos foram definidos a partir das análises bioinformáticas da sequência 

identificada (PlasmoDB PFI1730w/ NCBI GI:167963009) da cepa 3D7 e sintetizados pela 

empresa (GenScript peptide), Peptídeo A (Lote: 664310010423), Peptídeo B (Lote: 

664310020423) e Peptídeo C (Lote: 664310030503).  

 O mapeamento dos peptídeos foi definido utilizando alinhamento múltiplo das 

sequências de aminoácidos correspondentes a proteína PfCLAG9, utilizamos o programa 

Protean-DNAStar para mapear peptídeos que apresentassem 03 perfis inicialmente 

determinados. 

 A seleção das sequências de aminoácidos da proteína PfCLAG9 foram construídas 

utilizando-se combinação de análise através de cinco métodos: Surface Accessibility 

Prediction (EMINI et al., 1985) Flexibility Prediction (KARPLUS et al., 1985); 

Hydrophilicity Prediction (PARKER et al., 1986), Antigenic Propensity (KOLASKAR et al., 

1990); Linear Epitope Prediction (LARSEN et al., 2006). Para variação dos cálculos foi 

utilizado o software: Antibody Epitope Prediction available at the Immune Epitope Database 

(IEDB) website (http://tools.immuneepitope.org/tools/bcell/iedb_input). 

 Após as análises selecionamos três peptídeos denominados A, B e C, que foram 

utilizados nesta etapa do estudo. As análises de similaridade e conservação entre os peptídeos 

PfCLAG9 e as regiões das proteínas de P. vivax, PvCLAG7 (Genbank Id: 156081674) e 

PvCLAG8 (Genbank Id: 156096581) foi realizada através do software ClustalW 

(THOMPSON et al., 1994). 

 

 

 

http://tools.immuneepitope.org/tools/bcell/iedb_input
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3.18.2. Ensaios imunoenzimáticos - (Enzyme-linked immuno Sorbent Assay - ELISA) 

 A reatividade dos soros de pacientes portadores de malaria clínica ou de portadores 

assintomáticos de parasitos de malária contra cada peptídeo da proteína PfCLAG 9, foram 

analisadas utilizando ensaios imunoenzimáticos, os controles negativos da àrea endêmica  e 

da àrea não endêmica que selecionamos e foram testados em duplicatas em três ensaios 

independentes. 

 Os ensaios foram preparados em placas (NUNC, Maxi Sorp™ Thermo Fisher 

Scientific), que foram sensibilizadas com 1µg/ mL de cada peptídeo A, B e C, diluídos em 

tampão carbonato-bicarbonato 0,1M, pH 9.6, a 4ºC durante 18 horas. (BRAGA et al., 2002). 

Posteriormente, após incubação durante a noite, as placas foram lavadas 4x com solução 

salina tamponada fosfatada tampão de fosfato, pH 7.2 (STP), (PBS contendo 0,05% de Tween 

20, (Sigma) – (PBS Tw), Sigma, Chemical Company, St Louis. USA). 

 Os poços foram então incubados com 150µl de leite em pó desnatado 5% diluídos em 

PBS Tw e incubados durante 2 horas a 37ºC em câmara úmida. Seguindo-se de cinco 

lavagens com (PBS Tw), posteriormente incubadas com 100µl de cada soro diluídos 1: 1000 

em (leite desnatado 2% em PBS Tw) distribuídos em duplicatas e incubados durante 1h a 

37ºC. 

 As placas foram lavadas 4x (PBS Tw) e incubadas nas seguintes condições com 

100µl/orifício com anti-IgG humana conjugada à peroxidase (Sigma) diluída 1:8000 em (PBS 

Tw 0,05% e leite desnatado 2%); em seguida as placas foram novamente lavadas quatro vezes 

(PBS Tw). 

 Após todas estas etapas explicitadas foram adicionados 100 µl/poço do substrato 

TMB, (10mg/ml, H2O2 30% tampão citrato/fosfato - Sigma). A reação foi interrompida com 

50µl/poço de H2SO4 1N (Merck). A densidade óptica foi medida a 450/540nM, utilizando 

leitor de ELISA automático (Software Gen5). Após a padronização do ELISA, foram 

avaliadas as amostras de soro controles e de cada localidade independente.  

Os resultados foram expressos como índice de reatividade (IR), sendo o IR = 

densidade óptica (D.O.), da amostra/ D.O. do ponto de corte (cut-off).  O cut-off foi calculado 

utilizando a média das D.O.s de 64 amostras de soro de doadores controle (negativos) mais 
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duas vezes o desvio padrão (SD). Os valores de cut-off para o Peptídeo A (0,216), Peptídeo B 

(0,226) e Peptídeo C (0,236).  

O resultado final de cada amostra em duplicata foi analisado em índice de reatividade 

(IR), o qual foi obtido, dividindo-se a absorbância de cada soro testado pelo ponto de corte. 

Considerou-se positivo o soro com IR ≥1.  

  

3.19. ELISA anti-PfMSP1-19 e anti-PvMSP1-19 (Proteínas de Superfície de Merozoítos de 

P. falciparum e P. vivax). 

 O controle da viabilidade, da especificidade e da reatividade dos soros utilizados no 

estudo foi avaliado utilizando-se a técnica ELISA conforme anteriormente explicitado, porém, 

com algumas modificações. 

 As proteínas PvMSP1-19 e PfMSP1-19, densidade óptica (OD) 450/540nM, envolve o 

fragmento de 19kDa e que representa a porção C-terminal conservado entre as espécies da 

proteína 1 de superfície de merozoíto de P. falciparum (PfMSP1-19) e proteína de superfície 

de merozoíto de P. vivax (PvMSP1-19) fusionadas com Glutationa S-transferase (GST) de 

Schistosoma japonicum, foram cedidas e sequenciadas gentilmente pelo Prof. Dr. Gerhard 

Wunderlich, Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciências Biomédicas (ICB II) da 

Universidade de São Paulo - (USP).  

 A porção C-terminal da MSP1-19 (Bloco ICB10) P. vivax sem região de ancoragem 

GPI, é um dos alvos para a resposta imune contra o parasito, quando os indivíduos são 

expostos naturalmente à malária. (AKPOCHENETA et al., 2008; FERREIRA et al., 1998, 

2000; WILSON et al., 2011).  

 Essa região da proteína foi utilizada para determinação da absorbância de cada 

amostra, calculamos a média das densidades ópticas dos anticorpos anti-PfMSP1-19, 

subtraindo-se dela a média das ODs obtidas para o GST.  

3.20. Determinação do limiar e do Índice de Reatividade (IR) 

 Para determinar o ponto corte (cut-off de reatividade), foram utilizados soros negativos 

de 32 indivíduos sem contato prévio com malária e/ou histórico de exposição à malária, do 

Banco de sangue da região de S. Joaquim da Barra, no interior de São Paulo.   
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 O ponto de corte foi definido como a média da absorbância dos soros negativos 

acrescido de dois desvios padrão para PfMSP1-19 (0,284) e PvMSP1-19 (0,273).  

 O Índice de Reatividade (IR) de cada amostra foi obtido dividindo-se a absorbância do 

respectivo soro pelo valor do ponto corte, sendo considerado positivo o soro com IR≥1. 

 

3.21. Imunização dos camundongos com peptídeos sintéticos de PfCLAG9 

  Neste estudo foi utilizado um total de 20 camundongos, da linhagem BALB/c, fêmeas, 

com idade de até um mês aproximadamente, pesando entre 18 a 22 g, fornecido pelo Biotério, 

localizado no Instituto de Pesquisa em Patologias Tropicais – IPEPATRO, Porto Velho - 

Rondônia.  

 Os animais foram agrupados em quatro grupos denominados de (GI, II, III e controle 

negativo), contendo cada grupo 05 animais, que foram mantidos em gaiolas coletivas, em 

grupos de no máximo cinco animais, com água e ração ad libitum em condições controladas 

de meio ambiente (luz e temperatura).  

 Os experimentos foram realizados sob as normas éticas para pesquisa científica com 

animais de laboratório, conforme o Comitê de Ética em Pesquisa Animal do IPEPATRO, lei 

6.638 de 8 de maio de 1979, definidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA). 

 Os camundongos BALB/c foram imunizados via coxim-plantar (50µg/animal-

50µl/pata) com peptídeos, emulsificados em igual volume de adjuvante completo de Freund 

(ACF).   

 Após quinze dias, os animais receberam pela mesma via um segundo reforço com o 

com adjuvante incompleto (AIF). No grupo controle negativo foi aplicado apenas adjuvante 

de freund (ACF e AIF). 

 A primeira coleta foi realizada após 15 dias de cada grupo, conforme as condições dos 

animais acompanhados pelo veterinário responsável Cesariano Júnior L. Aprígio - 

CRMV/RO-503 (LACEN/Vigilância Sanitária) e Dionatan Tatieri Braum - CRMV/RO-909 

(CEPEM/SESAU). 
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3.22. Imunofluorescência Indireta (IFI) 

  Amostras de eritrócitos contendo estágios maduros e esquizontes dos parasitos da cepa 

de referência 3D7 de P. falciparum foram sincronizados e coletados em meio RPMI e/ou PBS 

1x com pH 7,2 frio. Os eritrócitos foram lavados duas vezes por centrifugação a 2500 g 

durante 5 minutos.  

 Um volume de 10µl do concentrado de eritrócitos foram ressuspendidos em PBS 1x e 

foram distribuídos em cada poço das lâminas de imuno fluorescência, após a secagem a 

temperatura ambiente (TA) foram criopreservadas -70°C. 

 Amostras de P. vivax foram coletadas 20 mL de sangue total de pacientes, em seguida 

os parasitos foram previamente selecionados utilizando gradiente de Percoll (Ge Healthcare) 

(ANDRYSIAK et al., 1986). Após as lavagens com PBS 1x (pH 7,2) durante três vezes, e 

centrifugados 2500 g durante 4 minutos, em seguida as lâminas foram preparadas como 

descrito acima. 

 As lâminas foram descongeladas a 37°C e incubadas com paraformaldeído durante 2 

minutos, lavadas cinco vezes com PBS 1x pH.7.2. O bloqueio foi realizado com 0,5% de 

gelatina, 1,5% de BSA e 0,02% Tween 20 em PBS 1x.  

 Foram incubadas a 37°C, durante 1 hora, lavadas como descrito acima e incubadas 

com o anticorpo primário (anti-mouse peptídeos A, B e C e controles negativo), diluído 1:40 

em tampão de bloqueio, em seguida foram lavados e incubadas com o anticorpo secundário 

(Goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 (1:600), (Life Technologies), foram incubados durante 

45 minutos e lavados, em seguida utilizamos 0,2mg/mL 4,6-diamidino-2-phenylidole (DAPI - 

Sigma). Por fim, as lâminas foram montadas e examinadas usando microscópio (Nikon 

eclipse 80i). 

 

3.23. Análise dos dados 

 Os métodos estatísticos foram escolhidos de acordo com a natureza dos dados obtidos; 

os procedimentos estatísticos foram realizados numa etapa preliminar da variável relacionada 

à normalidade e igualdade de variância entre os grupos. Para os dados paramétricos foram 
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avaliados por análise de variância, seguida do Tukey's Multiple Comparison Test, Student’s t 

test, One-Way ANOVA.   

 O teste não paramétrico de Mann-Witney foi utilizado para comparar a distribuição 

das D.Os., entre as amostras avaliadas no estudo. As análises foram realizadas utilizando-se o 

programa Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad Software – San Diego, USA).  Os dados foram 

expressos como média ±SD. As diferenças são consideradas significativas com valor de p≤ 

0,05. 

 

3.24. Consentimento ético 

 O procedimento para obtenção das amostras biológicas utilizadas neste estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical - 

CEP-CEPEM.  

 Número de Aprovação - CONEP Reg. 14324/Processo n° 25000.167024/2007-53, 

(Porto Velho) CEPEM e 70/2008 (Trechos: Santo Antônio – Teotônio, Cachoeira do Teotônio 

- Santo Antônio), (Anexo III, IV). 

 Todos os procedimentos com os Balb/c foram avaliados e aprovados pelo CEUA 

IPEPATRO sob o número (2009/2), (Anexo V). 
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4. RESULTADOS 
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4.1. Caracterização das amostras biológicas dos pacientes e localidades 

 Durante o desenvolvimento deste estudo foram analisadas amostras de pacientes com 

infecção por Plasmodium sp., os quais estavam sintomáticos  e procuravam atendimento no 

Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM), pertencentes à população de Porto 

Velho, moradores das localidades ribeirinhas (assintomáticos) e amostras controles negativos 

de pacientes doadores do banco de sangue.  As amostras utilizadas estão resumidamente 

detalhadas conforme a espécie e o número amostral descrito na (tabela 7). 

  Os soros de todos os quatro grupos amostrais foram utilizadas para o estudo de 

reconhecimento dos peptídeos PfCLAG9 sintetizados. Das amostras coletadas no CEPEM 

sintomáticos com P. vivax e as com P. falciparum, foram isoladas em cultura in vitro (n=5), as 

amostras dos pacientes P1, P2, P3, P5 e P59, (tabela 8). Devido ao crescimento satisfatório durante os 

ensaios de citoaderência, foram selecionados os isolados dos pacientes P3, P5 e P59 para monitorar a 

transcrição do gene Pfclag9. 

 Tabela 7: Distribuição das amostras biológicas de acordo com os locais  

Amostras/ 

Pacientes 

FHEMERON ªCEPEM 
b
Localidades 

Ribeirinhas 

S.P. (doadores) n 

Controles 32 - - 32 64 

P. falciparum - 47 68 - 115 

P. vivax - 76 63 - 139 

Total 32 123 131 32 318 

Abreviações: ªCEPEM = Centro de Pesquisa em Medicina Tropical – (pacientes Sintomáticos, 
b
Localidades das coletas = Trechos, Vila Candelária, Teotônio (pacientes Assintomáticos), 

banco sangue da Santa Casa de Misericórdia de São Joaquim da Barra - SP., FHEMERON = 

Fundação de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Rondônia. 
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As principais características dos pacientes das quais foram obtidos os isolados naturais 

de P. falciparum, foram resumidas na tabela 8, assim como as denominações reservadas aos 

isolados. 

 

Tabela 8: Isolados naturais de P. falciparum, dados clínicos e, epidemiológicos dos pacientes 

oriundos de diferentes localidades do município de Porto Velho - Rondônia. 

Isolados 

naturais de 

P. falciparum 

Pacientes Episódios 

anteriores 

Dias com 

sintomas 

Parasitemia 

inicial 

Último 

episódio 

 
Localidades Sexo 

P01PVH B. Socialista f 04 05 ≥3% 01 mês 

P02PVH Linha 45 f 03 05 ≥3% 04 meses 

P03PVH* Jacy Paraná m 02 09 ≥2% 18 anos 

P05PVH* Linha 17 m NS 04 ≥3% 04 meses 

P59PVH* Abunã f 01 10 ≥4% 00 

Abreviações: PVH = Porto Velho - Rondônia, B = Bairro Socialista, f = feminino, m = 

masculino, * três isolados que foram selecionados para análise expressão gene Pfclag9 antes e 

após panning. 

 

 

4.2. Avaliação da possível participação indireta do produto do gene Pfclag9 na 

citoaderência dos eritrócitos parasitados. 

 

Para avaliar se há alguma corregulação entre genes var e genes clag9, indicando 

alguma participação na citoaderência de CLAG9, mediram os níveis de transcrição de Pfclag9 

em isolados/linhagens de parasitos selecionados para citoaderência diferencial.  

Isso foi feito aplicando inicialmente cinco ciclos de panning em cada linhagem 

CHOCSA-k1, CHOCD36 e CHOICAM-1. Cultivadas em lamínulas de vidro de 13mm
2
,
 
em placas de 

24 cavidades, na concentração de 5x 10
4 

células/lamínulas, utilizando inicialmente os isolados 

P1, P2, P3, P5 e P59. (tabela 9) 

Todos os ensaios foram realizados com uma quantidade equivalente de eritrócitos 

infectados com parasitemia inicial entre (5-8%). Mostramos na tabela 9 que os cinco isolados 

naturais apresentaram perfis diferentes. Observamos uma tendência em todas as linhagens dos 

isolados a citoaderência a um receptor preferencial dominante.   

Para selecionar as linhagens de cada isolado específico, avaliamos a intensidade de 

citoaderência. A primeira observação foi realizada após três ensaios de panning em triplicatas 

com os receptores CHO CD36, CHO ICAM-1,CHO VCAM, CHO E-selectina e CHO CSA-K1,  e os 

valores observados foram expressos pelo número médio de eritrócitos infectados aderindo a 

1000 células. 
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Após os ciclos de citoaderência para cada receptor independente, os parasitos foram 

recuperados e coletados. Neste ponto, eles apresentaram um fenótipo bastante homogêneo, 

aderente às células expressando os respectivos receptores de interesse CHO CSA, CHO ICAM-1 e 

CHO CD36. 

Tabela 9: Teste de citoaderência dos isolados de P. falciparum após três ciclos de 

panning, expresso pelo número médio de parasitos aderido a partir de três 

experimentos, em triplicatas em lamínulas de 13 mm, independentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abreviações: P.I. = parasitemia incial, linhagens de células Chinese Hamster Ovary 

em 100 células, (desvio padrão). 

  

 Mostramos na tabela 9, que após três ciclos de panning, em um único receptor, os 

isolados continuam a apresentar um fenótipo polimórfico de citoaderência, aderindo a outros 

receptores, além daquele, o qual foi realizado o panning. A linhagem do isolado do paciente 

P01 CHOCD36, por exemplo, após três ciclos em CHOCD36, continua a aderir no receptor CHO 

ICAM-1 e a linhagem do isolado do paciente P02 CHO ICAM-1, após panning, continua 

citoaderindo ao receptor CHO CD36. 

 

 

 

Isolados P. I. CHO 

CD36 

CHO 

CSA-k1 

CHO 

VCAM 

CHO 

ICAM-1 

CHO 

E-Selectina 

P01 8% 22 (±0.3) 13 (±0.4) 02 (±0.2) 18 (±0.5) 02 (±0.5) 

P02 6% 28 (±0.4) 03 (±0.5) 03 (±0.5) 16 (±0.5) 02 (±0.5) 

P03 8% 48 (±0.3) 09 (±0.3) 02 (±0.1) 00 00 

P05 5% 06 (±0.2) 43 (±0.4) 03 (±0.1) 08 (±0.2) 00 

P59 7% 02 (±0.1) 02 (±0.1) 00 40 (±0.3) 03 (±0.1) 

Dd2 5% 19 (±0.2) 22 (±0.3) 05 (±0.2) 18 (±0.4) 05 (±0.2) 

3D7 8% 15 (±0.2) 21 (±0.3) 06 (±0.1) 20 (±0.5) 08 (±0.4) 
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4.3. Preparação das linhagens dos isolados naturais de P. falciparum com especificidade 

de citoaderência.  

 

Para preparação das linhagens dos isolados naturais de pacientes com P. falciparum 

com especificidade de citoaderência foram realizados inicialmente ensaios com os isolados 

identificados como P3, P5 e P59 selecionados para os ensaios de panning (figura 12).    

     

(A) CHO ICAM-1                                                  (B) P59-ICAM-1 

      

      

(C) CHO-k1 CSA                                   (D) CHO CD36 

  

Figura 12: (A) Células CHOICAM-1 antes e (B) após panning P59 CHOICAM-1, (C) CHOK1CSA, 

(D) P59 CHOCD36. Imagem com aumento de 40x em microscópio invertido.  

 

Entre os isolados previamente selecionados que apresentaram perfil mono aderente foi 

obtido dos isolados dos pacientes P3, P5 e P59. Dessa forma, decidimos selecionar essas 

linhagens dos isolados e completar com até oito ciclos de panning.  (tabela 10). 
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Tabela 10: Ensaios de citoaderência e seleção das linhagens de 

parasitos selecionados. O resultado positivo (+) é confirmado 

com a presença de em média no mínimo cinco eritrócitos 

infectados por célula da linhagem CHO. O resultado negativo (-) 

quando a contagem de eritrócitos infectados é de ± em média 0,1 

por cada célula da linhagem CHO.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             Abreviações: DP = desvio padrão 

 

As nove linhagens dos isolados, obtidas a partir dos isolados naturais dos pacientes 

P59, P3 e P5, se mostraram mais estáveis e menos heterogêneos em relação aos ensaios de 

citoaderência e foram selecionados para os experimentos seguintes. As linhagens dos isolados 

de CHO
 

E-selectina e CHO VCAM, foram utilizados apenas para sequenciamento e não foram 

avaliados para análise de expressão do gene Pfclag9. 

 Das diferentes populações de linhagens dos parasitos específicas dos isolados P3, P5, 

P59 selecionados foram avaliados o polimorfismo e a expressão do gene Pfclag9. 

 

 

Linhagens 

selecionadas 

CHO 
ICAM-1

 

CHO 
CSA-k1

 

CHO 
CD36

 

DP 

 

P59 

CSAK1
 - + - (±0.3) 

CD36
 - - + (±0.2) 

ICAM-1
 + - - (±0.3) 

 

P3 

 

CSAK1
 - + - (±0.5) 

CD36
 - - + (±0.4) 

ICAM-1
 + - - (±0.3) 

 

P5 

 

CSAK1
 - + - (±0.2) 

CD36
 - - + (±0.3) 

ICAM-1
 + - - (±0.1) 

3D7 
CSAK1 

- + - (±0.4) 

 
CD36 

- - + (±0.3) 

 
ICAM-1 

+ - - (±0.3) 
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4.4. Análises das sequências do gene Pfclag9 em diferentes isolados diretamente de 

pacientes e linhagens selecionadas desses.  

Para investigar um eventual polimorfismo estrutural do gene Pfclag9, os parasitos de 

diferentes isolados dos pacientes e as linhagens derivadas dos isolados, foram sequenciados 

clones dos três isolados dos pacientes P59, P3 e P5 antes e após panning nos receptores CHO 

CD36, CHO ICAM-1,CHO VCAM, CHO E-selectina e CHO CSA-K1.  

 A figura 13 corresponde as sequências obtidas do exon 9. A identificação é dada para 

cada clone sequenciado pelo número do isolado seguida da indicação do receptor específico 

da eventual linhagem de cada isolado. Em cada análise adicionou-se a referência da sequência 

registrada do gene Pfclag9 (PFI1730W) cepa 3D7 sequenciada e publicada (PlasmoDB). 

A 

SeqP3CSA        LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP3VCAM       LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP3CD36       LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP3           LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP3ICAM1      LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKGMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP3ESEL       LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKGMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

PFI1730w        YFENVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

                 : .*****************************************.***************** 
B  

SeqP5ESel       LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP5VCAM       LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP5CSA        LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP5ICAM1      LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP5CD36       LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP5           LILSVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqPFI1730w     YFENVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

                                : .************************************************************ ****** 

C 

SeqP59E-Sel      LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP59VCAM       LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP59ICAM1      LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP59CSA        LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP59CD36       LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

SeqP59           LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

PFI1730w         YFENVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

                  : ************************************************************ 

Figura 13: Alinhamento das sequências obtidas dos aminoácidos do exon 9 do 

gene Pfclag9. As sequências foram comparadas, (A) alinhamento do isolado do 

paciente P3, (B) alinhamento do isolado do paciente P5 e em (C) isolado do 

paciente P59. Em todos os casos são apresentados às sequências antes (Seq. P59, P3 

e P5) e após panning nos receptores identificados como CHOCD36, CHO ICAM-

1,CHO VCAM, CHO E-selectina e CHO CSA-K1, identificadas como (CD36, ICAM1, VCAM, ESEL 

e CSA). O alinhamento múltiplo foi realizado utilizando CLUSTALW (versão 2.6), 

os símbolos nos alinhamentos indicam. * similaridade forte, (:) similaridade fraca, 

(.) diferença quando comparado com a sequência PFI1730w publicada da cepa 3D7 

de P. falciparum. 
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As análises comparativas mostram uma conservação das sequências com uma pequena 

exceção de mutação silenciosa (A-G) em dois clones correspondendo as linhagens dos 

isolados P3 ICAM-1 e P3 E-selectina. Os resultados do sequenciamento dos três clones dos isolados 

dos pacientes (P1, P2, P3, P59, 3D7, Dd2) são apresentados em (anexo VI e anexo VII). 

Todos os clones foram realizados a partir de três ligações. Os isolados dos pacientes 

mostraram uma conservação das sequências de nucleotídeos e aminoácidos igual a cepa 3D7 

na região analisada do exon 9 do gene Pfclag9. 

 

4.4.1. Análises das sequências do gene Pfclag9 de isolados naturais P54, P57, P65 e das 

cepas de referência controle Dd2 e 3D7. 

Todos os isolados naturais dos pacientes P57, P65, P54 e as cepas 3D7 e Dd2 (figura 

14) apresentaram o mesmo perfil de sequencia idêntica observado nesta região da cepa de 

referência 3D7.  

 

Seq Dd2          LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

P57              LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

P65              LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

P54              LILNVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

PFI1730w         YFENVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

3D7              YFENVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63 

P65B             YFENVIFFLRNSIRIFDRFYSILENYVCMYIKRLFNKLTVDKLLKAMSRAYTSTKKEGAYEEA 63  

                  :  .*****************************************.***************** 

Figura 14: Alinhamento das sequências em aminoácidos obtidas do último exon do 

gene Pfclag9. As sequências foram obtidas dos isolados naturais dos pacientes P54, 

P57, P65 e foram comparados com as cepas 3D7 e Dd2 mantidas in vitro. O 

sequenciamento foi realizado de três isolados naturais escolhidos ao acaso de 

pacientes selecionados. O alinhamento foi realizado através do Clustal W (versão 

2.6). Os resultados dos isolados naturais avaliados correspondem a 63 aminoácidos e 

as figuras indicam (*) similaridade forte, (:) similaridade fraca, (.) diferenças, quando 

comparadas com a sequência do gene Pfclag9 PFI1730 w publicada (PlasmoDB). 

 

Em resumo, a comparação das sequências mostrou uma grande conservação do 

fragmento do gene Pfclag9 analisado, ressaltando que olhamos apenas para um pequeno 

pedaço do gene não analisamos outras regiões da sequência.  

 

4.5. Análise da transcrição de gene Pfclag9 por RT-PCR em tempo real  

 Considerando os resultados anteriores da estabilidade das propriedades de 

citoaderência dos isolados naturais e das linhagens isoladas dos pacientes preparados por 

panning e da conservação das sequências observadas entre estes, foi utilizada a ferramenta da 

PCR em tempo real, para avaliar se o gene Pfclag9 é transcrito de forma diferencial, durante o 

crescimento dos isolados naturais dos pacientes P59, P3, P5 e as cepas 3D7 e Dd2, foi 
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observado de algumas de suas linhagens selecionadas para os receptores CHO CD36, CHO 

ICAM-1,CHO CSA-K1. 

 Avaliamos a qualidade dos RNAs extraídos e a visualização de duas bandas no gel 

(figura 15), que correspondem à subunidade maior (28S) e menor (18S) do RNA ribossomal, 

comprova a integridade do material isolado. A qualidade da extração de RNA é extremamente 

importante, sendo esta etapa crítica para os passos subsequentes, principalmente nas reações 

da PCR em tempo real.    

 

 

                                       P 59     
CHO ICAM-1      CHO CSA

        
CHO CD36

 

                                

Figura 15: Avaliação da qualidade dos 

RNAs em gel de agarose 0,8% corado com 

brometo de etídio, mostrando as amostras do 

isolado  do paciente P59 e os suas linhagens 

preparadas P59CHOICAM -1,CHO CSA e CHO 

CD36.  

 

 As reações de transcriptase reversa foram realizadas a partir de RT - PCR com 

amostras de RNA dos isolados e das linhagens dos isolados previamente selecionados: P59 

ICAM-1, P59CSA, P59CD36, P5 ICAM-1, P5CSA, P5CD36 e P3ICAM-1, P3CSA, P3CD36. Nenhum produto da 

PCR foi obtido sem transcriptase reversa e indicaram a ausência de contaminação com DNA 

durante as preparações de RNA.  

 A confirmação da especificidade dos oligonucleotídeos foi confirmada através do 

gel de agarose 1,5% (figura 16A-B).  
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A 

        3D7    Dd2    PM       P59
CD36 

P59
CSA

   P59
ICAM-1

   P59            P5 
CD36

 P5 P5 
ICAM-1  

  -RT
3D7         -RT

Dd2               -RT 
P59CD36

                -RT 
P59CSA    

–RT
P59ICAM 

–RT 
P59

 –RT 
P5ICAM 

–RT 
P5CSA 

–RT
P5 

-RT
P5CD36           

 

 

 

B PM                        P3
ICAM

 P3
CSA     

                 P3
CD36

 P3            P5
CSA     

Dd2 

                        -RT
P3CSA 

-RT
P3ICAM

-RT
P3CD36      -RT

3D7  
-RT

Dd2  
 
CN                                     

–RT
P3 

–RT
P5CSA

 

 

 

Figura 16 (A): RT-PCR da região do último exon do gene Pfclag9 de 

P.falciparum dos isolados dos pacientes P59, P5 e P3 antes e após panning 

previamente selecionados para os receptores P59CD36, P59CSA-K1,P59ICAM-1, 

P59, P5CD36, P5,P5ICAM-1.  

Em (B): o isolado do paciente, P3ICAM-1, P3CSA, P3CD36, P3, P5CSA-K1, cepas 

3D7 e Dd2 de P. falciparum, e o (-) RT de cada amostra e controle negativo 

(CN). O peso molecular corresponde a 100 pares de base (pb).  

 

As avaliações das medidas de expressão do gene Pfclag9 foram realizadas juntamente 

com a de expressão de genes normalizadores, ou constitutivos, a saber, o gene Seryl-tRNA 

synthetase (SER), actina (ACT) e Fructose biphosphate aldolase (FRUT), o perfil de cada 

curva correspondente à dissociação de cada região analisada dos genes. Os gráficos foram 

gerados pelo Software da Applied Biosystems. Foi avaliada a presença de um pico em todos 

os ensaios o que indica uma amplificação específica de cada amplicon e ausência de dímeros 

ou produtos inespecíficos.   
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Foi preparada curva com as diluições seriadas, a partir de amostras de cDNA 

da cepa de referência 3D7 de P. falciparum no estágio de trofozoítos maduro e 

esquizontes, resultando em diferentes concentrações de cDNA. Os resultados dos Cts 

podem ser obtidos em um gráfico com os resultados para a escolha da melhor 

concentração, entre os oligosnucleotídeos testados. 

 Avaliamos a regressão linear da reta com o objetivo de obter a eficiência da 

PCR para cada gene, através da obtenção do coeficiente angular de acordo com a 

equação: E10(-1/slope). Nesta equação, o slope corresponde à inclinação da reta 

obtida quando se analisa a variação do Ct dos transcritos alvo e normalizador em 

função log de diferentes concentrações de cDNA do Pfclag9 nas concentrações 

finais. Os ensaios foram realizados para cada região do gene Pfclag9 (exon 8 e exon 

9) e os normalizadores.  

 Foi observada a eficiência durante o estudo da expressão, pois o objetivo é 

obter dados confiáveis, uma vez que as reações da PCR podem obter eficiência de 

100%, como se deseja. Observamos a relação entre a concentração do cDNA e os 

valores de Ct (figura 17 (A) e (B). 

                                  

            Figura 17 (A) e (B) pExon: Slope: -3.32, eficiência % 98,7, R
2
: 0,99.     
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      (B) UExon: Slope: -3.32, eficiência % 99,4, R2:0,99    

                        Figura 17 (A) e (B): Curva padrão para 

determinação da eficiência dos iniciadores 

referente (A) ao último exon (pExon 8) do gene 

Pfclag9.  (B) penúltimo exon (UExon 9) do gene 

Pfclag9, que foi gerado pelo Software 7500 SDS 

(Applied Biosystems)versão 2.01. 

 

 

Para os ensaios do quantitativo PCR em tempo real após transcrição reversa 

(RTqPCR) foram previamente testados 5 pares de iniciadores, para as regiões do 

exon 8 e 9 do gene Pfclag9 e escolhemos os que apresentaram eficiência satisfatória 

de 1 (±0.02) dos quais selecionamos para avaliar a expressão das regiões do gene 

Pfclag9 do ultimo exon 9 com eficiência de 99.4% e penúltimo exon 8 com 

eficiência de 98,7%  (tabela 11). 
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Tabela 11: Valores de inclinação da curva (Slope), 

coeficiente de determinação (R
2
) e eficiência de cada 

iniciador selecionado para o estudo do gene Pfclag9. 

Código   R
2
 Slope Eficiência 

Mclag9 0.97 -3.49 96,7% 

pExon 8 0.99 -3.32 98,7% 

Nclag9 0.98 -3.273 95,0% 

Bclag9 0.98 -3.29 96,0% 

UExon 9 0.99 -3.32 99.4% 

Abreviações: Mclag9, Nclag9, Nclag9 e Uxon 9 código de 

identificação dos iniciadores correspondentes ao exon nove e 

Bclag9, pExon 8 correspondem a região do exon 8 do gene de 

interesse. 

Foram selecionados três controles, os genes constitutivos cuja identificação 

de acesso corresponde: Seryl-tRNA Synthetase, (PF07_0073), Fructose biphosfatase 

aldolase (PF14_0425) e actina (PFL2215W) e observamos suas eficiências que 

corresponderam a aproximadamente 99% tabela 12. 
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Tabela 12: Valores de inclinação da curva (slope), coeficiente de determinação 

(R2) e eficiência da cada oligonucleotídeo selecionado para o estudo como gene 

constitutivo. 

 

ID Acesso R2 Slope Eficiência 

Seryl  0.98 -3,32 99,8% 

Fructose  0.99 -3,32 99,0% 

Actina 0.99 -3,33 99,6% 

Abreviações: Seryl = Seryl-tRNA synthetase, Fructose biphosfatase aldolase (FRUT) 

e Actina (ACT). 

Os resultados mostraram que a metodologia permite medir a expressão do 

gene Pfclag9 entre os isolados e as linhagens dos isolados selecionados, permitindo a 

análise comparativa da expressão quantitativa. 

 

4.5.1. Comparação da expressão relativa do gene Pfclag9 em linhagens dos 

isolados em relação à cepa 3D7 de P. falciparum. 

 As comparações entre a expressão do gene Pfclag9 na cepa controle 3D7 

foram em seguida utilizadas para realizar as medidas comparativas da expressão 

entre os isolados naturais e as linhagens dos isolados após panning. Quando 

observadas entre os grupos após seleção (panning) não houve alteração na expressão 

do gene Pfclag9. Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão e os 

dados são representativos de quatro ensaios independentes (n=12), tabela 13. 
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Tabela 13: Quantificação relativa do gene Pfclag9 nas cepas 3D7, Dd2 de 

P. falciparum (comparado com gene Seryl-tRNA synthetase). 

 

Cepa/ Origem                   x Ct gene 

   Pfclag9                             SER 

RQ
 e 

(2 
–ΔΔCt

) 

3D7 Clone do 

NF54/MR4 

27.90
a
 

(± 0.2)
b
 

29.30
c
 

(± 0.5 )
d
 

1.2* 

 

3D7CD36 28,18 

(± 0.1) 

30,12 

(± 0.2) 

0.97 

3D7CSA 28,55 

(± 0.07) 

31,45 

(± 0.2) 

0.54 

3D7 ICAM-1 28,18 

(± 0.1) 

28,42 

(± 0.5) 

0.84 

Dd2 Indochina 27.70 

(± 0.1) 

26.11 

(± 0.4) 

1.0 

Dd2CD36 29.74 

(± 0.1) 

30.68 

(± 0.5) 

0.66 

Dd2CSA 28.04 

(± 0.1) 

31.99 

(± 0.2) 

0.60 

Dd2 ICAM-1 30.87 

(± 0.1) 

30.4 

(0 ± 0.5) 

0.51 

a
 = Corresponde a média dos  Threshold cycle – (Ct) da região do último exon do 

gene Pfclag9 no estágio trofozoítos pós invasão (pi) 20h, 
b
 e 

d 
  ± DP, 

c
 – média 

dos Ct da região do penúltimo exon, 
e 
=(RQ) quantificação relativa pelo método 

2
- ∆∆Ct

 , * Seryl tRNA synthetase (controle endógeno). 
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4.5.2 Quantificação relativa (RQ) da expressão do gene Pfclag9 nos isolados dos 

pacientes P3, P5, P59 de P. falciparum relativo aos genes de referência Seryl-

tRNA Sintetase (SER), Actina (ACT) e Frutose biphosphatase aldolase (FRUT). 

               A medida da expressão do gene Pfclag9 (exon 9), normalizado pela expressão 

relativa dos genes constitutivos Seryl-tRNA synthetase  (SER), Actina (ACT) e 

Frutose biphosphatase aldolase (FRUT) da cepa 3D7 e do isolado do paciente P3 de 

P. falciparum é representada na figura 18 e figura 19.  

 Neste experimento foi utilizado o método delta e delta Ct (2
-∆∆CT

), os dados 

foram gerados utilizando amostras em triplicatas em quatro experimentos 

independentes. Entre os grupos com trofozoítos maduros após invasão, em condições 

de cultivo sem seleção e o grupo das linhagens dos isolados selecionados após 

panning nos receptores CHOCSA-K1, CHOICAM-1 e CHOCD36.  

 

 

Figura 18: Quantificação relativa do gene Pfclag9 que foi realizada no 

estágio de trofozoitos maduros em condições de culturas in vitro, cepa 3D7 

de P. falciparum e comparamos com as linhagens selecionadas após 

panning para os respectivos receptores CHOCSA-K1, CHOICAM-1 e CHOCD36, 

os ensaios do quantitativo PCR em tempo real relativo aos genes 

normalizadores Seryl-tRNA Synthetase, actina (ACT) e Fructose 

biphosfatase aldolase (FRUT). Utilizamos o método 2
-∆∆CT

 e os ensaios 

foram repetidos em 4 experimentos independentes em triplicatas ± Desvio  

padrão. 
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 Apresentamos os dados sobre os ensaios realizados com os isolados e as 

linhagens isoladas dos pacientes P3, P5 e P59 de P. falciparum que apresentaram o 

mesmo padrão de expressão entre o exon 8 e 9. (figura 19 (A), (B) e (C) 

A 

       

 

B                
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C       

 

 

Figura 19 (A), (B) e (C): Quantificação relativa do gene 

Pfclag9 que foi realizada no estágio de trofozoítos 

maduros em condições de culturas in vitro, pós-invasão, 

que foram coletados sem seleção do isolado P3, P5 e P59 

de P. falciparum e suas linhagens isoladas previamente 

selecionadas após panning para os receptores CHOCSA-K1, 

CHOICAM-1 e CHOCD36, realizamos os ensaios do 

quantitativo PCR tempo real, relativo aos genes 

normalizadores Seryl-tRNA synthetase, Actina (ACT) e 

Fructose biphosfatase aldolase (FRUT). Utilizamos o 

método 2
-∆∆CT 

e os ensaios foram repetidos em quatro 

experimentos independentes em triplicatas, os dados das 

amostras analisadas a partir das médias e ± Desvio padrão, 

mostraram baixa expressão relativa do gene Pfclag9 

quando comparados entre as regiões do exon 8 e 9.  

 

A quantificação do gene Pfclag9 por quantitativo PCR após transcrição 

reversa mostrou baixos níveis de expressão desse gene nessas condições tanto na 

cepa de referência 3D7 quando comparada com as que sofreram panning para os 

respectivos receptores de interesse.  

O mesmo ensaio foi testado entre as linhagens isoladas de pacientes que 

foram previamente selecionados durante o cultivo, para um receptor específico ou 

preferencial após o panning e a expressão do transcrito clag9 diminuem após o 

panning. Os dados foram apresentados com ± desvio padrão da média e os dados são 

representativos de quatro ensaios independentes (n=12). A expressão do gene 
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Pfclag9 foi observada somente no estágio de trofozoíto maduro do isolado do 

paciente P3, P5, P59 e da cepa 3D7 de P. falciparum. Os ensaios da PCR 

quantitativo em tempo real (RTqPCR) foram realizados para a região do exon 8 

(penúltimo exon) e exon 9 (último exon) do gene Pfclag9 (Figura 20 (A) e (B). 

                    

B 

 

Figura 20 (A): Mapeamento da região do cromossomo 9 

(NACER et al., 2011 adaptada). Em (B) Confirmação do 

tamanho dos fragmentos dos produtos da PCR das regiões do 

gene Pfclag9 do isolado P59 e sub isolados P59ICAM, P59CSA e 

P59CD36, gel agarose 2% corado com brometo de etídio, 

avaliamos cada amostra independente em relação a cada 

controle endógeno, na sequência marcador de peso molecular de 

100pb (M) e as regiões do gene, os fragmentos correspondem 

aos esperados, no penúltimo exon (108pb), último exon (100pb), 

actina (ACT-160pb), Seryl tRNA synthetase (SER-158pb) e 

fructose biphosphatase aldolase (FRUT-167 pb), controles 

positivos cepa de referência 3D7, Dd2 no estágio de trofozoítos 

maduros, mix (controle negativo) e cepa 3D7 no estágio de 

esquizontes.  
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Em síntese, foi possível verificar que a expressão do gene Pfclag9 nas 

linhagens analisadas derivadas dos isolados com especificidade aos diferentes 

receptores não apresentou alteração da expressão relativa do gene de interesse, não 

havendo, portanto, indução de maior ou menor expressão do gene Pfclag9 

correlacionado a especificidade citoaderente do respectivo parasito.   

4.6. Análise de funções dos produtos do gene Pfclag9 no desenvolvimento de 

respostas imunes. 

 Grupos da Australia tinham previamente pesquisado onze peptídeos sintéticos 

correspondentes a região com 119 aminoácidos (11 peptídeos sobrepostos entre as 

posições 1046 – 1165) entre dois putative domínios transmembrana do clag9, dos 

quais foram relacionados a resposta protetora humoral. (TRENHOLME et al., 2005) 

4.6.1. Estrutura dos peptídeos sintéticos representando ou contendo epitopes B 

potenciais do gene Pfclag9 

 Os peptídeos sintético foram definidos a partir das análises bioinformáticas da 

sequência identificada PlasmoDB de (ID PFI1730w) e NCBI (GI: 167963009). 

Foram selecionados três peptídeos denominados A, B e C utilizados nesta etapa cujas 

sequências e posições na molécula são mostradas na (figura 21). 

 

Figura 21: Peptídeo A correspondendo a uma região de 32 aminoácidos 

entre os resíduos 728 - 760, peptídeo B região com 43 aminoácidos entre os 

resíduos 901- 944, peptídeo C região com 56 aminoácidos entre os resíduos 

1284 - 1340 da proteína CLAG9.  
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4.6.2. Avaliação de anti-PfCLAG9 no soro de pacientes sintomáticos e 

portadores assintomáticos de parasitos da malária  

 Foram realizados testes de ELISA para verificar se a presença de anticorpos 

contra peptídeos representando epitopos lineares de CLAG9, descritos em pacientes 

semimunes e imunes à malaria falciparum em Papua Nova Guiné (TRENHOLME et 

al., 2005) poderia ser observada também nos pacientes da região de Porto Velho - 

Rondônia (PVH). Observou-se que, elevados títulos de anticorpos contra os 

peptídeos sintéticos A, B e C correspondentes a diferentes regiões da proteína CLAG 

eram observados em pacientes portadores assintomáticos de P. falciparum (figura 21 

e tabela 14). 

 Observamos, entretanto, igualmente, a princípio utilizando para controle 

alguns soros de pacientes com malaria vivax e, em seguida, utilizando amostras 

representativas de soros de pacientes com malaria vivax sintomáticos e em 

portadores assintomáticos de P. vivax, que anticorpos anti CLAG9 de P. falciparum 

eram encontrados em pacientes com formas clínicas de malaria vivax e, em pacientes 

portadores assintomáticos do parasito.  

 Embora anticorpos anti CLAG9 fossem detectados em ambos, tanto pacientes 

clínicos quanto portadores assintomáticos de parasitos, verificou-se que o índice de 

reatividade (IR) em portadores assintomáticos era 1,5 a 3 vezes maior do que em 

pacientes com formas clínicas, tanto de malaria falciparum como de malaria vivax. 

(figuras 22 e tabela 14).  
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Figura 22: Frequência e níveis de anticorpos contra PfCLAG9 e contra  proteínas 

recombinante de MSP1-19 em pacientes sintomáticos e assintomáticos de  P. 

falciparum. Os valores negativos (RI < 1) e positivos (RI ≥ 1). Os dados foram 

analisados utilizando teste exato de Fisher. P. vivax Symp: Pacientes portadores de 

infecção sintomática por P. vivax; Pv Asymp: Pacientes portadores  assintomáticos 

por malária vivax.  

 

Para verificar se a presença de anticorpos anti-CLAG9, em pacientes da 

malaria vivax fosse devido a infecções passados de malária falciparum, realizamos 

igualmente o teste de ELISA com os antígenos recombinantes MSP-119 de P. vivax e 

P. falciparum. Os resultados são mostrados na figura 23 e na tabela 15.  

Os resultados obtidos demonstram que apenas 25 (n=115) apresentaram 

resposta para PfMSP1-19. A diferença entre as médias dos assintomáticos e 

sintomáticos foi estatisticamente não significante pelo teste de Mann-Whitney U (p = 

0,0579). Assim como nos peptídeos sintéticos, as médias foram maiores em 

assintomáticos.  

O mesmo perfil não foi observado entre as amostras portadoras de P. 

falciparum, onde 46 (n=110) apresentaram resultados positivos para uma infecção 

prévia, sem que houvesse uma diferença estatisticamente diferente (p = 0,1361) entre 

amostras sintomáticas e assintomáticas. 
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 Em todas as análises, há uma diferença estatisticamente significante (p<0,05) 

quando comparamos os resultados obtidos entre as amostras assintomáticas e 

sintomáticas. Os dados demonstraram que a reatividade dos peptídeos A, B e C são 

maiores em pacientes portadores assintomáticos quando comparados com portadores 

sintomáticos (p<0,05), exceto em pacientes portadores de P. falciparum com relação 

ao peptídeo A, que apresenta média menor. 

 

4.7. Especificidade da resposta humoral contra CLAG9 

 Considerando a existência de malaria vivax e falciparum na área endêmica 

dos pacientes estudados, é possível que a reatividade contra o antígeno de P. 

falciparum observado em pacientes de malaria vivax representasse resposta imune a 

infecções precedentes nos mesmos pacientes.  

 Essa eventualidade foi investigada com a pesquisa de anticorpos contra o 

antígeno MSP1, em particular contra o fragmento 19 kDa de ambas as moléculas 

MSP1-19 de P. falciparum e de P. vivax, bastante estudados entre pesquisadores 

interessados na produção de vacinas contra malaria.  

 Verificamos, entretanto que nas tabelas 14 e 15 apenas uma pequena minoria 

de pacientes portadores assintomáticos de P. vivax apresentava reação positiva de 

anticorpos contra MSP1-19 de P. falciparum e que, nesse caso, os valores de índice 

de reatividade (RI) no soro dos pacientes positivos para os dois antígenos, era 

particularmente elevado contra o peptídeo B de PfCLAG9 (figuras 23 (A) e (B) e 

figuras 24 (A) e (B). 
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Figura 23: (A) e (B) Análise dos anticorpos contra os peptídeos sintéticos A, B e C 

correspondentes a diferentes regiões da proteína PfCLAG9 e contra  proteínas 

recombinante de PvMSP1-19 em pacientes sintomáticos (sint.) e assintomáticos 

(Assint.) de  P. falciparum. Os valores negativos (RI < 1) e positivos (RI ≥ 1). Os 

dados foram analisados utilizando amostras de pacientes N= 47/42 Pep A, N= 47/41 

Pep B, N= 47/44 Pep C. Para os Assint. N= 68/64 Pep A, 68/68 Pep B e Pep C 68/66, 

N= 68/29 PvMSP1-19. As barras mostram à média e o DP das amostras analisadas. 
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Figura 24: Análise dos anticorpos contra os peptídeos sintéticos A, B e C 

correspondentes a diferentes regiões da proteina PfCLAG9 e contra  proteínas 

recombinante de MSP1-19 em pacientes sintomáticos (Sint.) e assintomáticos 

(Assint.) de  P. vivax. Os valores negativos (RI < 1) e positivos (RI ≥ 1). Os dados 

foram analisados utilizando amostras de pacientes sint. N= 76/33 Pep A, N= 76/46 

Pep B, N= 76/32 Pep C, N= 76/16 PfMSP 1-19 e N= 76/56 PvMSP1-19. Para os 
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Assint. N= 63/52 Pep A, 63/56 Pep B e Pep C 63/57, e N= 63/9 PfMSP 1-19 N= 

63/59 PvMSP1-19. As barras mostram à média e o DP das amostras analisadas.   .
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Tabela 14: Reatividade dos soros nos ensaios de ELISA com P. falciparum e P. vivax sintomáticos e assintomáticos 

contra os peptídeos A, B e C do CLAG9. Os valores de p são mostrados utilizando teste não paramétrico de Mann-

Whitney U. 

Não paramétrico 

Teste Mann-Whitney  
P. falciparum P. vivax 

Peptídeos 

PfCLAG9 

Grupo de 

Pacientes 
N Média 

95% 
c
CI  

Valor 

de p 
N Média 

95% 
c
CI  

Valor de p 
Abaixo Acima Abaixo Acima 

A 

a
Sint 42 5.494 4.630 6.357 

0.0004 
33 1.978 1.527 2.430 

0.0001 
b
Assint 64 3.747 3.101 4.392 52 3.872 3.368 4.375 

Total 106 4.439 3.903 4.975  85 3.137 2.735 3.538  

B 

Sint 41 6.055 4.982 7.128 
0.0094 

46 1.963 1.672 2.255 
0.0001 

Assint 68 7.940 7.052 8.829 56 5.745 4.647 6.842 

Total 109 7.231 6.534 7.928  102 4.039 3.327 4.752  

C 

Sint 44 2.667 2.165 3.169 
0.0141 

32 1.384 1.154 1.614 
0.0001 

Assint 66 3.718 3.113 4.324 57 2.687 2.276 3.099 

Total 110 3.298 2.877 3.729  89 2.219 1.916 2.522  

Abreviações: ª
 
Sint: sintomáticos, 

b
Assint: assintomáticos, 

c 
CI, Intervalo de confiança, peptídeos sintéticos da proteína 

PfCLAG9 Pep A, Pep B, Pep C , PfMSP1-19, PvMSP1-19, Proteína de Superfície de Merozoíto de P. falciparum e P. vivax 

respectivamente.  
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Tabela 15: Reatividade dos soros de pacientes de P. falciparum e P. vivax sintomáticos e assintomáticos contra antígenos 

recombinantes de MSP1-19 de ambos os parasitas Os valores de p são mostrados utilizando teste não paramétrico de 

Mann-Whitney U. Os valores positivos (RI ≥ 1).  

Não paramétrico 

Teste Mann-Whitney  
P. falciparum P. vivax 

Peptídeos Grupos N Média 95% 
c
CI  

Valor 

de p 
N Média 95% 

c
CI  Valor de p 

PfMSP1-19 

a
Sint - - - - - 16 2.598 1.819 3.376 

0.0579 
b
Assint - - - - - 9 3.604 2.957 4.252 

Total - - - - - 25 2.96 2.404 3.516  

PvMSP1-19 

Sint 17 2.287 1.586 2.988 
0.1361 

56 3.068 2.591 3.545 0.2513 

Assint 29 2.767 2.271 3.262 59 2.556 2.231 2.880 

Total 46 2.589 2.194 2.985  115 2.805 2.520 3.090  

Abreviações: ª
 
Sint: sintomáticos,  

b
Assint: assintomáticos,  

c 
CI, Intervalo de confidência, MSP1-19, PvMSP1-19, Proteína 

de Superfície de Merozoíto de P. falciparum e P. vivax respectivamente. 
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4.8. Bases moleculares da reação cruzada de anticorpos contra PfCLAG9 

        Para investigar uma base molecular na reação cruzada de anticorpos anti PfCLAG9 

no soro de pacientes de malaria  por P.vivax procedemos com a pesquisa em bancos de 

dados de antígenos de Plasmodium e verificamos que, os peptídeos sintéticos A, B e C 

apresentavam sequências com alto grau de similaridade com as regiões correspondentes 

de antígenos PvCLAG7 e PvCLAG8 de P. vivax, a identidade chegando a níveis de 84% 

no peptídeo B de PfCLAG9. PvCLAG7 pode assim ser considerado ortologo P. vivax de 

PfCLAG9 (figura 25). 

 

Figura 25: Similaridade entre as sequências dos peptídeos sintéticos A, B e C das 

regiões da proteína PfCLAG9 comparando com as regiões correspondentes do 

PvCLAG7 localizado no cromossomo 7 (A) e CLAG8 localizado no cromossomo 8 

(B). 

 

4.9. Reatividade cruzada de anticorpos murinos induzidos por peptídeos sintéticos 

de PfCLAG9 contra alvos moleculares nos eritrócitos infectados por P. falciparum 

ou P. vivax.  

Para determinar se a reatividade cruzada observada com soros humanos 

provinha da mesma população de anticorpos ou de populações diferentes procedeu-se a 

imunização de camundongos BALB/c contra os peptídeos sintéticos A, B e C da proteína 

PfCLAG9. Como pode ser observado na (figura 26 B/D), os anticorpos murinos anti 

peptídeo B reconhecem epitopos nos trofozoítos maduros (figura 26 A/C) e equizontes 

tanto de P. falciparum quanto de P. vivax e de (B/D), enquanto eritrócitos não infectados 

não são reconhecidos. Cabe ressaltar que a imunofluorescencia foi conduzida na presença 
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de baixas concentrações de Tween 20 tornando impossível concluir se os epítopos 

reconhecidos são de fato expostos na superfície dos eritrócitos infectados ou na parte 

interna.  

 

 

Figura 26: Imunofluorescência indireta utilizando soro policlonal de 

camundongos BALB/c imunizados contra peptídeo sintético B da proteína 

PfCLAG9 e “goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 488” nos trofozoítos  e 

esquizontes de P. vivax (A/C), P. falciparum (B/D), controles negativos 

eritrócitos não infectados de P. vivax e  P. falciparum (E/F). 
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5. DISCUSSÃO 
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A denominação clag (cytoadherence-linked asexual gene) foi utilizada na década de 

noventa do século passado por autores australianos (SHIRLEY et al., 1990) para identificar a 

mutação de um suposto gene de Plasmodium falciparum em linhagens isoladas em cultura, 

responsável pela falha na aderência ao receptor endotelial CD36. A não aderência a CD36, 

entretanto, mostrou-se relacionada a uma deleção do isolado D10 da região sub-telomérica do 

cromossomo nove. 

A estrutura particular do gene clag e as homologias observadas nas análises das 

sequências nucleotídicas de vários isolados de P. falciparum em particular, da cepa 3D7, 

permitiram rapidamente a descrição de outros genes da família clag, identificados no genoma de 

P. falciparum. Por outro lado, a identificação de genes da família clag em parasitos da malária 

de roedores (KANEKO et al., 2001, LING et al., 2004) permitiu a descoberta  da localização das 

proteínas CLAG nas róptrias dos merozoítos, em associação com o complexo das proteínas da 

família RhopH1 (COMEAUX et al., 2011; KANEKO et al., 2007).  

Os estudos com plasmódios de roedores, nos quais não se observa a citoaderência e 

resultados experimentais com P. falciparum de vários laboratórios, criaram dúvidas sobre a 

função da citoaderência atribuída ao produto do gene Pfclag9 (LING et al., 2004).  

  A observação das sequências altamente conservadas observada no presente estudo, na 

região do exon 9 do gene Pfclag9 correspondente a 63 aminoácidos (189pb) nos isolados de P. 

falciparum dos pacientes e suas linhagens selecionadas (figura 12 e 13), concordam com o 

estudo de (MANSKI-NANKERVIS et al., 2000), que observou elevada conservação nos 

isolados de várias localidades. 

  Estudos mais recentes demonstraram, finalmente, que a ausência de citoaderência do 

isolado D10 portadores da deleção depende de outro(s) gene(s) da região deletada e não de 

Pfclag9 (COMEAUX et al., 2011; NACER et al., 2011). 

  Partindo da premissa que estes estudos tenham afastado a proposição original 

atribuindo ao produto do gene Pfclag9 de constituir uma molécula citoaderente ao receptor 

endotelial CD36, não eliminam uma possível participação indireta no(s) processo(s) geral (is) 

relacionado(s) à citoaderência da cepa 3D7 (figura17) ou isolados de campo P3, P5 e P59  

(figura 18). Assim, um dos objetivos no presente trabalho foi o de examinar em amostras 

isoladas de pacientes a possibilidade do envolvimento do gene Pfclag9 nesse processo medindo 

sua transcrição diferencial em linhagens com perfis de citoaderência diferentes.  
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  O estudo de GOEL et al (2010), por exemplo, conduziu por um lado à demonstração 

da localização final da proteína CLAG9 na membrana do eritrócito infectado por estágios 

trofozoítos maduros e esquizontes do P.falciparum. O estudo revelou que as extremidades C ou 

N terminais da molécula ficam expostas ao exterior do eritrócito infectado e, por outro lado, os 

outores mostram um papel de CLAG9 no transporte da proteína variante VAR2CSA até a 

membrana do eritrócito parasitado.  

Os resultados apreendidos até o momento não se apresentam como compatíveis com 

esta interpretação. Assim, o próprio GOEL et al (2010) relembram dados de SALANTI et al 

(2003) mostrando uma ativação da expressão do gene var2csa nos parasitos citoaderentes  à 

CSA.  

Se CLAG9 agisse como chaperona específica do antígeno variante VAR2CSA, deveria 

haver uma maior expressão do gene Pfclag9 nas linhagens, por nós obtidos, expressando 

VAR2CSA e nossos dados demonstraram um expressão de Pfclag9 equivalente em sub isolados 

previamente selecionados para os receptores (tabelas 9 e 10). Entretanto, nosso estudo carece da 

afirmação se o parasito selecionado para citoaderência em CHO-K1 que possui CSA na sua 

superfície, de fato ativou var2csa. GÖLNITZ et al., (2008) mostraram que parasitos 3D7 

selecionados em CHO-K1 não transcreveram quantidades notáveis de var2csa.  

Expressão de VAR2CSA foi alcançada por outros pelo panning do isolado NF54 em 

CSA imobilizado SALANTI et al., (2003) ou por citoaderência em células com CSA seguido 

por eluições com CSA solúvel, por exemplo CARVALHO et al., (2010). Assim sendo, a queda 

na transcrição de Pfclag9 por nós observados neste estudo, (Figuras 17 e 18), pode até 

corroborar os dados de Goel porque na ausência de transcrição de var2csa esperado 

possivelmente para todas nossas linhagens, haveria menor transcrição de Pfclag9.  

Como recentemente demonstrado para CLAG3.1 e CLAG3.2, outro membro da 

família clag, (NGUITRAGOOL et al., (2011), a  associação da proteína à membrana do glóbulo 

vermelho parasitado está ligada com funções de estabelecimento de canais aniônicos 

(Plasmodial Surface Anion Channel) essenciais para a nutrição do parasito intracelular. Os 

nossos resultados sobre a transcrição do gene Pfclag9 não permitem mais afirmações alêm dos 

existentes sobre algum papel na remodelação do eritrócito parasitado. CLAG9 não é essencial 

para sobrevida do parasito em cultivo, entretanto, a presença e a transcrição do gene em todos os 
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isolados de campo aqui testados apontam que PfCLAG9 possa ter um papel na sobrevida do 

parasito no seu hospedeiro natural. Por motivos éticos, não foi possível testar esta hipótese. 

Os resultados de nossas pesquisas, relativos ao papel de CLAG9 na indução de 

anticorpos relacionados à imunidade protetora na infecção malárica, suscita a possibilidade de 

uma nova perspectiva a ser explorada em relação a suas funções. Esses resultados foram obtidos 

em pacientes de Porto Velho – Rondônia: a presença de anticorpos contra epítopos B lineares na 

proteína CLAG 9, descritos em pacientes imunes e semi imunes de Papua Nova Guiné 

(TRENHOLME et al., 2005) e confirmados na Colômbia pela equipe de Patarroyo (MORENO-

PEREZ et al., 2011; PINZÓN et al., 2010).  

Efetivamente, nossas análises sorológicas em amostras de pacientes com malária 

falciparum (tabela 14 e 15) e de portadores assintomáticos de parasitos de P. falciparum em 

áreas endêmicas de Porto Velho confirmam esses resultados, mas, ao mesmo tempo, 

demonstram que os anticorpos provavelmente induzidos por PfCLAG9 apresentam reação 

cruzada (figura 22) contra um antígeno de P.vivax (tabela 14 e figuras 24,25 e 26).  

Para investigar uma possível base molecular da reação cruzada de anticorpos anti 

PfCLAG9 no soro de pacientes de malária procedemos a pesquisa em bancos de dados de 

antígenos de Plasmodium e verificamos que os peptídeos sintéticos A, B e C apresentavam 

sequências com elevado grau de similaridade com as regiões correspondentes de PvCLAG7  e 

PvCLAG8 de Plasmodium vivax  (figura 25) a identidade chegando a níveis de 84% no peptídeo 

B de PfCLAG9, PvCLAG7 pode assim ser considerado ortólogo P. vivax de PfCLAG9. 

Além disso, o emprego de critérios seletivos rigorosos (LARSEN et al., 2006) para a 

definição de peptídeos sintéticos utilizados como imunógenos para camundongos BALB/c e 

para antígeno nas análises sorológicas de ELISA permitiu medidas dos índices de reatividade 

que demonstraram, em soros de pacientes com malária P. vivax e P. falciparum, que o nível de 

reatividade dos anticorpos com reatividade cruzada são 1.5 a 3 vezes maiores que pacientes 

portadores assintomáticos de parasitos do que em pacientes com infecções clínicas agudas de 

ambas as espécies de malárias (tabela 15). 

Nossa hipótese é que a reação cruzada observada para anticorpos presentes no soro de 

pacientes portadores de malária causada por P. falciparum e P. vivax e nos anti-soros induzidos 

em camundongos imunizados com os peptídeos sintéticos de PfCLAG9 seja devido a 

similaridade de estrutura entre as proteínas PfCLAG9 e PvCLAG7. Estas seriam homólogas, 
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como anteriormente proposto no estudo MORENO-PEREZ et al (2011) e provavelmente 

desempenham funções importantes em ambas as espécies do parasito. 

Um ponto a ser considerado, uma vez demonstrada a existência dessa reação cruzada 

entre antígenos de parasitos de vivax e falciparum por hipótese os ortologos PfCLAG9 e 

PvCLAG7, é o de saber se ela corresponde um fenômeno comum e sem relevância ou indicam 

um processo importante nas relações entre parasitos nas infecções mistas que são relativamente 

frequentes em área endêmica. 

Estudos anteriores em Papua New Guinea em pacientes semi-imunes portadores de 

infecções mistas mostraram que a densidade parasitária de todas as espécies de Plasmodium 

oscilava, nas infecções mistas, dentro de limites e que os picos das infecções com cada espécie 

não são coincidentes (BRUCE et al., 2000, BRUCE & DAY 2003). Os autores propuseram que 

a parasitemia da malaria é controlada por um sistema dependente da densidade parasitária 

nesses pacientes que depende de um mecanismo de regulação interespecífico envolvendo 

antígenos do tipo variante. 

A existência de sistemas de regulação entre espécies diferentes de Plasmódios em 

infecções mistas foram igualmente sugeridas por Druilhe e seus colaboradores (BOUHAROUN-

TAYOUN et al., 1990) em suas experiências de transferência passiva de anticorpos protetores. 

Assim, a transferência passiva de IgG obtidos de doadores da África do Oeste a jovens 

tailandeses portadores de infecções clínicas por P. falciparum parcialmente resistentes a quinina 

resultaram em excelentes quedas imediatas de parasitemia, do nível de 2 a 3 logs nos 10 

pacientes tratados, associada à cura de manifestações clinicas da infecção mas, em três deles, 

após essa etapa, verificou-se o aparecimento de uma nova infecção malárica, desta vez por 

Plasmodium vivax, que progrediu a ponto de exigir o tratamento por cloroquina. 

A vigilância epidemiológica na prevalência de malária em uma localidade de PVH- 

Vila Candelária em que realizamos uma experiência de controle da endemia, baseada no 

tratamento dos portadores assintomáticos de P. falciparum, deu-nos na ocasião de observar 

fenômenos da mesma natureza que os observados por DRUILHE et al. (1998).  

O número de casos clínicos da malaria falciparum na localidade, após tratamento dos 

21 portadores assintomáticos de P. falciparum, baixou para zero caso mensal, nos 10 meses que 

se seguiram ao tratamento, e passaram a 2,1 e 1 nos meses 11, 12 e 13, mas foi possível 
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demonstrar, pela análise de microsatelites  que a linhagem de P. falciparum, nesses casos de 

infecção, era diferente das linhagens circulando anteriormente ao tratamento e idêntica à de uma 

paciente grávida, chegada á localidade no mês 10 apresentando gametócitos de P. falciparum no 

sangue e que não recebera tratamento contra os mesmos. (TADA et al, 2007, 2012) 

Observou-se, entretanto, que o número de casos clínicos da malaria vivax, a partir do 

mês 12 e durante todo ano seguinte aumentou de 53 (no ano do tratamento) para 104 no ano 

seguinte (TADA et al., 2007, 2012). 

Ambas as observações, podem-se explicar pela eliminação de um “sinal inibitório” 

produzido pelos parasitos falciparum de uma infecção assintomática, depois tratada (Vila 

Candelária) ou quiescente, depois eliminada por anticorpos protetores (Tailândia). Uma vez 

eliminado o sinal inibitório, os parasitos de P. vivax, originários de hipnozoítos ou de infecção 

quiescente são livres para multiplicar-se. Obviamente isso pode implicar que anticorpos anti-

CLAG9 são de curta duração que deve ser avaliado por outros estudos AKPOGHENETA et al., 

(2008) 

Essas e outras observações indicam a existência de interações afetando a densidade de 

populações de parasitos de uma ou outras das espécies presentes em infecções mistas, mas até o 

presente não houve proposição convincente de mecanismos responsáveis por estas interações. 

Pode-se especular que um fator inibidor negativo produzido por uma espécie ocasionalmente 

dominante traria vantagem a ela para evitar competição por fatores nutritivos a serem obtidos a 

partir do hospedeiro, alem de possíveis efeitos deletérios sobre o hospedeiro que reverteriam 

finalmente também contra ela. 

Poderia este hipotético inibidor, ser de natureza imunológica? Isto é, envolvendo a 

participação do hospedeiro no processo competitivo?  Os autores do trabalho em Papua New 

Guinea propuseram que o controle da densidade das populações seria realizado por antígenos 

variantes secretados por um e outro dos parasitos em contato (BRUCE & DAY, 2003). 

Nossos resultados favorecem a hipótese de antígeno variante, mas não como inibidor 

direto do parasito. O inibidor seria hospedeiro dependente e representado pelos anticorpos 

elaborados por indução de um dos parasitos e capazes de inibir o outro ou a si próprio como 

verdadeiro anticorpo protetor.  
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O direcionamento do processo inibitório dependeria da cinética e da frequência das 

infecções alternativas ou concomitantes com o mesmo ou outro parasito. O processo de 

interação entre as duas populações de parasito poder-se-ia desenvolver em resumo nas seguintes 

etapas: 

(i) na(s) primeira(s) infecções dar-se-ia a sensibilização e ativação da produção de 

anticorpos contra PfCLAG9 (infecção P. falciparum) ou PvCLAG7 (infecção P.vivax) que são 

proteínas ortólogas (MORENO-PEREZ et al., 2011 e estudo atual); 

(ii) a maior imunogenicidade de PfCLAG9 daria a P. falciparum uma vantagem 

seletiva para inibir parasitos de P.vivax oriundos de uma primo infecção ou de uma infecção 

secundária por recaída.  
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6. CONCLUSÕES 
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  O conjunto de observações e resultados de ensaios realizados, visando a contribuição 

com o estudo das funções da proteína CLAG9 de Plasmodium falciparum nos leva as seguintes 

considerações finais:  

  A quantificação da expressão do gene Pfclag9 realizada por PCR em tempo real, em 

isolados naturais e nas linhagens de parasitos de P. falciparum selecionados por panning para 

obter populações homogêneas de parasitos com propriedade de citoaderência específica a um 

dos receptores endoteliais ICAM-1, CD36 e CSA não mostrou elevado nível de expressão do 

gene Pfclag9 em nenhumas das populações isoladas ou qualquer relação quantitativa, nesse 

sentido, qualquer relação indireta com a citoaderência. 

  As sequências obtidas dos clones dos isolados dos pacientes com P. falciparum 

apresentaram uma estrutura muito conservada e semelhante na região analisada do gene 

Pfclag9.  

  As análises por microscopia de fluorescência revelam a existência, nos parasitos de P. 

vivax de moléculas que reagem com os anticorpos de camundongos induzidas pela imunização 

com peptídeos sintéticos de PfCLAG9. Após análise utilizando ferramentas da bioinformática 

comparativa das sequências de genes clag de P. falciparum e P. vivax foi proposto a hipótese de 

que a molécula relativa nos parasitos vivax é a proteína CLAG7. Esse fenômeno explicaria a 

reação cruzada observada em anticorpos presentes nos soros de pacientes com malária causada 

por P. falciparum e P. vivax em particular os portadores assintomáticos de parasitos. 

  A observação da reatividade cruzada dos anticorpos contra CLAG9 de P falciparum e 

anticorpos presentes no soro de pacientes com P. vivax, em particular portadores assintomáticos 

de parasitos, sugere a hipótese de participação desses elementos da família clag e dos anticorpos 

por eles induzidos no processo de regulação das interações entre plasmódios de diferentes 

espécies nas infecções mistas que exigem estudos complementares para seu esclarecimento. 
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Av. Guaporé, 215, Bairro Lagoa 

Porto Velho – RO. CEP.: 76812-329 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

TEMA: Estudos sobre o envolvimento de clag9 (cytoadherence linked asexual gene) 

durante a remodelação do eritrócito infectado com Plasmodium falciparum e sua 

participação no desenvolvimento da imunidade em malária. 

Eu,________________________________________________________________________ 

 Este trabalho tem como a justificativa o Estudo sobre o envolvimento de clag9 durante a 

remodelação do eritrócito infectado com Plasmodium falciparum e sua participação no 

desenvolvimento da imunidade em malária. Tendo como objetivos o isolamento de cepas 

selvagens de malária e averiguar a possibilidade de isolae cepas e quantificar a expressão 

do gene de interesse. 

 Com a sua autorização iremos efetuar a coleta de sangue e determinar a espécie de 

malária, todos os exames realizados serão de graça. Este procedimento poderá resultar em 

algum desconforto, já que para tanto, será necessário a coleta de sangue a partir da punção 

venosa (15 mL de sangue), ou digital (duas gotas de sangue). No entanto também lhe trará 

benefícios, pois serás acompanhado por uma equipe de médicos. 

 A participação é voluntária. Isto quer dizer que você tem todo o direito de não participar 

deste estudo e retirar o seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, e isto não trará 

nenhum prejuízo, e que terá garantido o seu tratamento, conforme a rotina do serviço de 

saúde local. 

  Pela participação neste estudo, você não receberá nenhum tipo de pagamento. 

 Os dados informados pelo paciente serão mantidos em absoluto sigilo e os resultados 

obtidos neste estudo poderão ser utilizados para trabalhos científicos, visando a melhoria 

das condições de saúde da comunidade, e autorizo a publicação dos mesmos.  

 O resultado será entregue ao paciente, e em caso positivo, o mesmo tratado e 

acompanhado, ou encaminhado ao serviço médico local para melhor acompanhamento.  

 Entendi o que me foi explicado sobre o estudo e concordo de livre e espontânea vontade, 

participar como voluntário (a) deste estudo realizado no  CEPEM, estou ciente que o 

estudo se faz necessário para avaliar as possíveis causas da doença denominada malária 

causada por Plasmodium na região endêmica de Porto Velho – Rondônia. O estudo 

compreenderá exame médico, exame de malária e amostras criopreservadas no 

biorrepositório. 

______________________________________________________________________ 

(Assinatura do participante ou responsável) 

____________________________________   Data: ......./........./............ 

(Responsável pelo Estudo)/ (Nome da testemunha ou responsável). 

 

 

 

 

 

 

 

 

        (Impressão digital ) 
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FORMULÁRIO CLÍNICO INDIVIDUAL (FRENTE) 

 

1) Médico Responsável:  

 

2) Antecedentes mórbidos pessoais:  

Assinale o quadrado abaixo com “x” se resposta for sim, e preencha os demais campos 

referentes a esta doença. 

a) malária     □ nº episódios: ____ tempo desde último episódio: ____ espécie: V □    

F □    M □ 

 Quando Informações Complementares/ Comentários 

b) hepatite  □ □ Não sabe tipo:    A □   B □    C □     não sabe□  

c) tuberculose  □ □ Não sabe  

d) leishmaniose  □ □ Não sabe  

e) dengue □ □ Não sabe Quantos episódios:  

f) hansen□ □ Não sabe  

g) pneumonia □ □ Não sabe Quantos episódios:  

h) diabetes    □ □ Não sabe  

i) hipertensão □ □ Não sabe  

j) cardiopatia □ □ Não sabe  

k) diarréia □ □ Não sabe Nº episódios no último ano:  

 

l) internação: □ □ Não sabe: Nº____   Motivo:  
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m) cirurgias: □ □ Não sabe: Qual 

n) hemotransfusão: □ □ Não sabe: Indicação: 

o) outras doenças: □ □ Não sabe: Quais: 

 

Observações:  
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Formulário clínico epidemiológico individual (verso) 

 

3. Anamnese 

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________ 

 

4. Exame físico (0 = não; 1 = sim) 

PA ____ / ____ mmHg Tax ______ ºC   Fp _______ bpm  Fr _______ rpm  Peso______kg  

Altura____m 

Estado geral:   bom [  ]   regular [  ]  ruim [  ]      hidratação: 

_____________________________________ 

Ganglios:_____________________________________________________________________

___________________________________________________________________________ 

Pele:_________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________ 

Mucosas:____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________________ 

Orofaringe:____________________________________________________________________

__________________________________________________________________________ 
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Neuro:______________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________________ 

 

 

 

Ap cardioresp._______________________________________________________________ 

Abdome:____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________________ 

Fígado__________________________________Baço ________________________________ 

Membros:  superiores: _______________________ 

                   Inferiores: ________________________ 

Diagnósticos:__________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

____________________ 

Exames: 
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Identificação: 

      

      

 

______________________________________________________________________ 

(Nome do participante por extenso, legível) 

______________________________________________________________________ 

(Assinatura do participante ou responsável.) 

                             

_____________________________________   Data: ......./........./............ 

 

FORMULÁRIO INDIVIDUAL 

 

1-Dados pessoais: 

 

Registro ___ ___ . ___ ___ . ___ ___        

Endereço: ______________________________________________________________ 

Telefone p/ Contato:   _________________N°. FNS: ____________ Moradia 

______________________________________________________________________ 

DN. ____________________Idade: _____________Grau de Instrução _____________ 

Naturalidade:_____________Estado:_____________ Procedência:  

(último local de moradia) ______________________  

Tempo em Rondônia: ______________________   

         

 Localidade             Casa                 Número paciente 
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Tempo no endereço atual: ________anos ____    meses    

Sexo:    □ Fem □ Masc.  

Ocupação principal:_____________ ___________________ 

Ocasional______________  

 

Onde esteve nos últimos 20 dias: ______________________________ 

Tempo de permanência na área endêmica:  Anos ___________ Meses: _____________ 

Malária atual : __________________________________________________________ 

Método(s) usado p/ o diagnóstico:  __________________________________________ 

Parasitemia: _     ________________________________________________________ 

Queixa Principal: 

Há quantos dias começou a ficar doente? _____________________________________ 

O que você sentiu no início da doença? ______________________________________ 

Fez uso de medicação nos últimos dias _____________ 

Antimaláricos:___________;  

Antibióticos: __________________ 

Chás: ____________________________; 

 outros: ______________________________ 
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Outra Informação clinica relevante:____________________________________________ 

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

____________________________ 


