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RESUMO 

   

A malária é uma doença infecto-parasitária de grande relevância na saúde pública global, 

relacionada à altas taxas de morbidade e mortalidade, principalmente em regiões tropicais e 

subtropicais. No Brasil, a região Amazônica é a mais atingida, com a prevalência de infecções 

causadas pelas espécies Plasmodium vivax, que é responsável por 85% dos casos no país, e P. 

falciparum. O desenvolvimento de novos métodos diagnósticos continua sendo de grande 

importância para o enfrentamento desta doença em busca de sua erradicação. No primeiro 

capítulo desta dissertação apresentamos um artigo de revisão, no qual evidenciamos as 

principais aplicações dos testes de citometria de fluxo baseada em microesferas para a detecção 

de doenças infecciosas e não-infecciosas. No segundo capítulo foi elaborado um artigo original 

no formato de short communication, a partir do desenvolvimento de um teste de citometria de 

fluxo utilizando microesferas de látex, visando a detecção do antígeno lactato desidrogenase de 

P. vivax (PvLDH). Os testes de citometria foram realizados em 50 amostras de pacientes 

diagnosticados com malária causada por P. vivax e 40 amostras de indivíduos sadios. Ao ser 

analisado pela porcentagem de marcação de fluorescência, o ensaio apresentou sensibilidade de 

64%, especificidade de 97%, valor preditivo positivo de 97% e o valor preditivo negativo de 

57%. Pela análise da média de intensidade de fluorescência (MFI), a sensibilidade foi de 53%, 

especificidade de 89%, valor preditivo positivo de 95% e o valor preditivo negativo de 33%. 

Nos dois métodos de análise foi evidenciada diferença estatística significativa entre os grupos 

analisados (valor-p < 0,0001). Foi observada uma alta correlação (0,60) entre os dois métodos 

e uma baixa correlação entre a concentração de PvLDH e a densidade parasitária. O teste 

apresentou resultados mais promissores quando analisado pela porcentagem de marcação de 

fluorescência, sendo capaz de detectar a proteína PvLDH com alta especificidade. No entanto, 

a sensibilidade ainda deve ser otimizada, o que possibilitaria, entre outras aplicações, a 

utilização do teste em ensaios sorológicos visando a detecção de pacientes assintomáticos e 

para confirmação de resultados de testes imunocromatrográficos.  

 

Palavras chaves: malária, imunodiagnóstico, citometria de fluxo, microesferas, anticorpos 

policlonais.  

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Malaria is an infectious-parasitic disease of great importance in global public health, related to 

high rates of morbidity and mortality, especially in tropical and subtropical regions. In Brazil, 

the Amazon region is the most affected, with the prevalence of infections caused by the species 

Plasmodium vivax, which is responsible for 85% of cases in the country, and Plasmodium 

falciparum. The development of new diagnostic methods continues to be of great importance 

for fighting this disease in search of its eradication. In the first chapter of this dissertation we 

present a review article, in which we highlight the main applications of flow cytometry tests 

based on microspheres for the detection of infectious and non-infectious diseases. In the second 

chapter, an original article was prepared in the format of a short communication, based on the 

development of a flow cytometry test using latex microspheres, aiming at the detection of the 

P. vivax lactate dehydrogenase antigen (PvLDH). Cytometry tests were performed on 50 

samples from patients diagnosed with malaria caused by P. vivax and 40 samples from healthy 

individuals. When analyzed by the percentage of fluorescence labeling, the assay had a 

sensitivity of 64%, specificity of 97%, positive predictive value of 97%, and negative predictive 

value of 57%. By analyzing the mean fluorescence intensity (MFI), the assay sensitivity was 

53%, specificity 89%, positive predictive value 95% and negative predictive value 33%. In both 

methods of analysis, there was a statistically significant difference between the groups analyzed 

(p-value < 0.0001). A high correlation (0.60) between the two methods and a low correlation 

between PvLDH concentration and parasite density were observed. The test showed more 

promising results when analyzed by the percentage of fluorescence labeling, being able to detect 

the PvLDH protein with high specificity. However, sensitivity still needs to be optimized, which 

would make it possible, among other applications, to use the test in serological assays to detect 

asymptomatic patients and to confirm the results of immunochromatographic tests. 

 

Key words: malaria, immunodiagnosis, flow cytometry, microspheres, polyclonal antibody. 
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INTRODUÇÃO 

 

A malária é uma patologia considerada de grande relevância no cenário da saúde pública 

mundial, pois apesar dos importantes avanços no controle das infecções parasitárias, ainda há 

grande incidência em todo o mundo, predominando em países de clima tropical e subtropical 

(WHO, 2021). Essa enfermidade é causada por parasitos do gênero Plasmodium spp, que são 

inoculados durante repasto sanguíneo das fêmeas do mosquito do gênero Anopheles (MILLER 

et al., 2002). 

São seis espécies que podem causar malária em humanos: Plasmodium ovale, 

Plasmodium knowlesi, Plasmodium cynomolgi, Plasmodium malariae, Plasmodium 

falciparum, Plasmodium vivax ((IMWONG et al., 2019; TA et al., 2014; WHO, 2016).  Destas, 

as duas últimas são as maiores responsáveis pelos casos de malária no mundo, sendo o P. 

falciparum o responsável também pelo maior número de óbitos, principalmente no continente 

africano (WHO, 2021). No Brasil, estão presentes as espécies P. malariae, P. vivax e P. 

falciparum, sendo que as duas últimas espécies mencionadas são responsáveis por 99% dos 

casos nacionais (BRASIL, 2021).  

Em 2016, a Organização Mundial da Saúde divulgou uma iniciativa com o objetivo de 

impulsionar o controle e a eliminação da malária no mundo até 2030. O diagnóstico e o 

tratamento preciso e adequado na fase inicial da doença são componentes essenciais na 

estratégia para o controle da malária no mundo, pois propicia a interrupção na cadeia de 

transmissão e a consequente diminuição do número de casos e óbitos (WHO, 2016). Um dos 

objetivos do desenvolvimento de novos imunoensaios é superar as deficiências na detecção 

precoce e precisa da doença. 

Apesar de a microscopia ser considerada o padrão-ouro para o diagnóstico e 

monitoramento do tratamento da malária, essa técnica exige pessoal treinado e experiente no 

exame de distensões sanguíneas e, em muitos locais, sobretudo em áreas de difícil acesso, não 

existem equipamentos para a realização do exame (JAIN et al.,2014; REIS et al., 2018).  

Diversas frentes de pesquisa buscam novos métodos de diagnóstico para malária com 

alta sensibilidade e especificidade, a fim de introduzir métodos mais eficazes e com a 

capacidade de diagnosticar pacientes semi-imunes e com baixa parasitemia (WHO, 2020). Na 

última década, estudos direcionados a sorologia da malária ganharam importância e ensaios de 

citometria de fluxo multiplexados combinados às esferas mostraram-se como um método 

promissor para o diagnóstico da malária (ROGIER et al., 2019). Estes apresentam vantagens 
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específicas que incluem a detecção de analitos em níveis mínimos de concentração, a 

capacidade de detectar vários alvos em um único teste, a redução no tempo de processamento 

da amostra devido à cinética do ensaio e a diminuição dos custos envolvidos (SHAPIRO; 

ULRICH, 2010; ONDIGO et al., 2019).  

A obtenção de anticorpos contra antígenos maláricos para o desenvolvimento de testes 

sorológicos é de grande interesse para a comunidade científica, uma vez que esses podem ser 

aplicados em diversas abordagens diagnósticas (PLUCINSKI; AIDOO; ROGIER, 2021). Parte 

dos estudos realizados pela nossa equipe concentraram esforços no desenvolvimento e na 

produção local de anticorpos aplicáveis a diversos tipos de imunodiagnósticos.  

Neste estudo desenvolvimento de um método diagnóstico para a malária utilizando a 

citometria de fluxo baseada em microesferas de látex para detecção da proteína PvLDH, 

empregando anticorpos policlonais obtidos de coelhos e camundongos.  
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

1.1 ASPECTOS GERAIS DA MALÁRIA 

A malária é uma doença infecciosa febril aguda, causada por parasitos apicomplexos 

do gênero Plasmodium ssp. e apresenta-se de forma sistêmica e não contagiosa (MENDIS et 

al., 2001). Foram identificadas cinco espécies de Plasmodium como patogênicas para o homem 

e que causam diferentes tipos de malária: P. ovale (com duas subespécies P. ovale Curtisi e P. 

ovale Wallikeri), P. knowlesi, P. malariae, P. vivax e P. falciparum, sendo as duas últimas 

espécies responsáveis pela maioria dos casos clínicos e mortes no mundo (CALDERARO et 

al., 2013; ZHOU et al., 2019). Além destes, nos últimos anos a transmissão natural de malária 

causada pelo Plasmodium cynomolgi a humanos já foi demonstrada em alguns estudos 

(IMWONG et al., 2019; TA et al., 2014).  

A malária é transmitida ao homem principalmente por via vetorial, pela picada de 

fêmeas infectadas de mosquitos do gênero Anopheles (KHAN; WATERS, 2004). Apesar de 

ocorrer com menos frequência, a doença pode ser transmitida por meio do contato direto com 

o sangue de uma pessoa infectada, por meio de transfusões sanguíneas, transplante de órgãos 

ou ainda pelo compartilhamento de seringas (AHMADPOUR et al., 2019; MANGANO et al., 

2019). Outra forma de transmissão, mais rara, é a congênita, passada da mãe para o filho (JAIN 

et al., 2005). Os indivíduos infectados, mesmo que não apresentem sintomas (assintomáticos), 

podem abrigar formas sexuais dos parasitos, tornando-se reservatórios para infecção de 

mosquitos (CHEAVEAU et al., 2019). 

As manifestações clínicas que definem um evento de malária são febres intermitentes 

(até 40º ou mais), calafrios com tremores e sudorese excessiva generalizada (FERREIRA, 

2004). Estes episódios febris se apresentam em intervalos de 48 horas (febre terçã) ou 72 horas 

(febre quartã): Os parasitos P. vivax e P. ovale causam a febre terçã benigna e os parasitos P. 

falciparum causam a febre terçã maligna. Já o parasito P. malariae é o causador da febre quartã 

(SIROMA; FERRANI; RIGO, 2016). 

Outros sintomas da infecção malárica podem incluir náuseas, vômitos, cefaléia e 

mialgia (HENRY, 2008). A intensidade dos sintomas varia de acordo com fatores como a 

espécie do parasito causador da infecção, os níveis de parasitemia e a imunidade da pessoa 

infectada. Indivíduos em condições específicas, como grávidas, lactantes e crianças podem ser 

particularmente vulneráveis (LAISHRAN et al., 2012; MILNER et al., 2018). 
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As formas mais graves de malária, que podem ser fatais, são causadas pelo parasito 

Plasmodium falciparum (DE SOUZA; RILEY, 2002). Este possui a capacidade de infectar as 

hemácias em qualquer estágio de maturação, elevando assim a carga parasitária e causando 

manifestações clínicas mais agudas (GREENHALGH; CHANDWANI, 2020; WHITE, 2018). 

Além disso, esta espécie de Plasmodium é capaz de provocar complicações graves durante a 

infecção, como malária cerebral, síndrome do desconforto respiratório agudo, pressão arterial 

baixa, lesão renal aguda, hipoglicemia e anemia grave (GREENHALGH; CHANDWANI, 

2020). 

O P. vivax e o P. ovale tem afinidade por eritrócitos jovens, os reticulócitos, fato que 

explica a carga parasitária menor e os sintomas clínicos geralmente mais brandos (MILLER, 

2002). No entanto, alguns casos relacionados à malária vivax apresentam sintomas mais graves, 

como anemia grave e plaquetopenia, resultando em taxas de morbidade e de mortalidade 

elevadas (ANTONELLI et al.,2020). Outras manifestações clínicas graves decorrentes da 

malária causada pelo P. vivax, menos frequentes, são a ocorrência de malária cerebral, síndrome 

nefrótica, edema agudo de pulmão e coma (MILNER, 2018). Diferentemente das outras 

espécies, o P. Malariae causa a chamada malária benigna, pois apresenta afinidade por 

hemácias maduras, com manifestações clínicas leves (SUTHERLAND, 2016). 

O impacto que a malária exerce sobre a população de áreas endêmicas, além dos males 

causados à saúde das pessoas, pode ser verificado nos quadros socioeconômicos das regiões 

afetadas (WHO, 2016). Sintomas e sequelas debilitantes que podem se manifestar por longos 

períodos, impedindo os indivíduos de atuarem normalmente nas dinâmicas de trabalho, e o alto 

custo de assistência à saúde, indispensável nas áreas em situação mais crítica, podem aprofundar 

instabilidades sociais e dificuldades econômicas (DUNKEL; ALEXANDER, 2020).  

Como forma de concretizar os objetivos relacionados ao combate da malária, ainda em 

2016 a WHO estabeleceu ações para a prevenção e tratamento da doença. Foi recomendada a 

adoção de diversas medidas em áreas endêmicas, como o uso de inseticidas; aplicação de 

medicamentos antimaláricos em crianças e mulheres grávidas, utilização de mosquiteiros 

tratados com inseticida (MTI); diagnóstico na fase inicial de casos suspeitos por meio de 

microscopia e/ou teste de diagnóstico rápido (TDR) e celeridade no tratamento com as drogas 

corretas para a espécie de parasito causadora da infecção. 
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1.2 CICLO DE VIDA DO Plasmodium sp. 

O Plasmodium apresenta um ciclo evolutivo complexo, passando por uma série de ciclos 

celulares em diferentes tipos de células hospedeiras e por durações variadas (COWMAN et al., 

2016). Em relação à reprodução do parasito, são identificadas duas fases: Fase assexuada, que 

ocorre em humanos ou em outros animais vertebrados, considerados os hospedeiros 

intermediários, e fase sexuada, que ocorre nas fêmeas do mosquito Anopheles, considerado o 

hospedeiro definitivo (BRUCE et al., 1990) (Figura 1). 

 

Figura 1- Ciclo de vida do Plasmodium vivax.

 

Fonte: Adaptado de FLANNERY; MARKUS; VAUGHAN, 2019. 

 

No momento do repasto sanguíneo das fêmeas infectadas do mosquito Anopheles, são 

inoculados no hospedeiro intermediário os esporozoítos, presentes nas glândulas salivares, 

dando início à reprodução assexuada (MILLER et al., 2002). Após permanecer um curto período 

na derme, os esporozoítos alcançam a corrente sanguínea e são conduzidos até o fígado, onde 

infectam exclusivamente os hepatócitos, células hepáticas pelas quais o parasito apresenta 
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tropismo (COWMAN, 2016; DUNDAS, 2019). Este processo é rápido e, em torno de 30 

minutos após a infecção, já não há mais esporozoítos na corrente sanguínea. (FRANÇA; 

SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008). 

Nos hepatócitos ocorre a fase de esquizogonia pré-eritrocítica, que pode durar de 9 a 16 

dias, dependendo da espécie de plasmódio (ANTONELLI et al., 2020). Os esporozoítos 

transformam-se em esquizontes e estes multiplicam-se. Após a completa maturação, promovem 

o rompimento dos hepatócitos, liberando numerosos merozoítos na corrente sanguínea que, por 

sua vez, irão infectar os eritrócitos em um processo rápido, dinâmico e com várias etapas. 

(MILLER et al., 2002). Existem esporozoítos que podem permanecer em condições de latência 

como hipnozoítos por vários meses ou, em alguns casos, por anos. Estes são característicos de 

P. vivax e ovale e possuem a capacidade de voltar ao estado de esquizontes, despertando 

novamente os sintomas da doença (MILLER et al., 2013; CAPUTO et al., 2016). 

A esquizogonia eritrocítica começa quando os merozoítos que infectaram as hemácias 

multiplicam-se em seu interior utilizando a hemoglobina para obtenção de energia, gerando 

trofozoítos que, em seguida, transformam-se em esquizontes (DUNDAS, 2019). Estes, por sua 

vez, passam por processos de divisão e dão origem entre 16 a 32 merozoítos, provocando a 

ruptura sincrônica de eritrócitos, o que ocasiona o surgimento das manifestações clínicas, e 

libera os parasitos para infectarem novas hemácias, iniciando um novo ciclo eritrocítico 

(COWMAN, 2012). Este momento é ideal para a realização do diagnóstico, pois os antígenos 

parasitários estão em maior quantidade na corrente sanguínea. Nesta fase também ocorre a 

formação de precursores sexuais, com a diferenciação de alguns trofozoítos em gametócitos 

masculinos e femininos, que serão infectantes no vetor para o momento do repasto sanguíneo 

(BAKER, 2010; BRUCE et al., 1990).  

A duração do ciclo eritrocítico varia de acordo com a espécie de Plasmodium e 

determina a periodicidade das manifestações clínicas da malária. Para as espécies P. vivax e P. 

falciparum essa duração é de 48 horas. Para a espécie P. malariae a duração é de 72 horas 

(MILLER et al., 2002). 

O ciclo de vida do parasito da malária também compreende uma fase de reprodução 

sexual que ocorre no mosquito, mas a mudança real para o desenvolvimento sexual ocorre no 

hospedeiro vertebrado, com a formação de precursores de gametas masculinos e femininos 

(gametócitos), e é um pré-requisito para transmissão de doenças (BAKER, 2010). 
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Quando as hemácias contendo os gametócitos são ingeridas pelo vetor no momento do 

repasto sanguíneo e alcançam o trato digestivo do inseto, inicia-se a reprodução sexuada. Os 

gametócitos masculinos sofrem exflagelação e originam 8 microgametas (MEIBALAN; 

MARTI, 2017).  Estes fecundam os gametócitos femininos (macrogametócitos), formando 

assim o oocineto que, após atravessar as células epiteliais do intestino, transforma-se em oocisto 

(HALDAR et al., 2007). Durante sua maturação, este fixa-se no intestino, passando por 

modificações e multiplicações de numerosos esporozoítos até provocar a ruptura e liberação 

dos mesmos na hemolinfa. Logo após, os esporozoítos migram para as glândulas salivares do 

mosquito e são inoculados em outro hospedeiro intermediário durante o repasto sanguíneo 

(MEIBALAN; MARTI, 2017). 

 

1.3 EPIDEMIOLOGIA 

A malária é prevalente em países de clima tropical e subtropical. Em 2020, foram 

registrados aproximadamente 241 milhões de casos de malária e cerca de 627 mil mortes 

relacionadas à doença em todo o mundo (WHO, 2021) (Figura 2). Estima-se que houve mais 

de 14 milhões de casos e 47.000 mortes a mais em 2020 em comparação com 2019, devido a 

interrupção de ações relacionadas ao controle e prevenção da doença durante a pandemia 

(WHO,2021). A maioria dos casos, 95% dos registros, ocorreu na África, continente que 

também é o mais afetado por casos fatais, com 96% das mortes.  

As crianças com menos de cinco anos são o grupo mais vulnerável à doença (ASHLEY; 

POESPOPRODJO, 2020, FORGIE et al., 2022): em 2020, representaram 77% (482.000) de 

todas as mortes por malária em todo o mundo. Destas, 80% ocorreram na região africana. 
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Figura 2- Mapa de risco de infecção por malária no Mundo em 2020. 

 

 Países com casos autóctones em 2000 e seu status em 2020. Países com zero casos autóctones nos últimos 3 anos 

consecutivos são considerados como tendo eliminado a malária. Em 2020, a República Islâmica do Irã e a Malásia 

relataram zero casos autóctones pelo terceiro ano consecutivo, e Belize e Cabo Verde relataram zero casos 

autóctones pela segunda vez. A China e El Salvador foram certificados como livres de malária em 2021, após 4 

anos de zero casos de malária. 

Fonte: Adaptado de WHO, 2021. 

 

A espécie de P. falciparum é responsável pela vasta maioria dos casos de Malária no 

mundo (VARO; CHACCOUR; BASSAT, 2020), em 2020, por quase 100% dos casos de 

malária na região africana, por 74% dos casos na região do Mediterrâneo Oriental, 60% no 

sudeste da Ásia e 70% na região do Pacífico Ocidental (WHO, 2020). A segunda espécie mais 

prevalente é a P. vivax, sendo predominante na região das Américas (ASHLEY; PYAE-PHYO; 

WOODROW, 2018), onde representa 75% dos casos, e no sudeste asiático, representando 39% 

dos casos (WHO, 2020). 

A taxa de incidência da malária no mundo declinou entre 2000 e 2015, de 81 para 59 

casos para cada 1000 indivíduos de populações em risco.  Em 2019 esta taxa baixou para 

56/1000 hab., e aumentou novamente para 59/1000 hab. em 2020, um aumento de 5% em 

relação ao ano anterior. Entre 2000 e 2015 a taxa de mortalidade por malária no mundo caiu 

pela metade, de cerca de 30/1000 hab. em 2000 para 15/1000 hab. em 2015, caindo para 

13/1000 hab. em 2019. Em 2020, como consequência da pandemia de COVID-19, a taxa de 

mortalidade aumentou para 15/1000 habitantes. (WHO, 2020). 
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Nas regiões das Américas o combate e controle da malária foram afetados nos últimos 

anos devido ao grande aumento do número de casos na Venezuela, que apresentou cerca de 

35.500 casos em 2000, subindo para mais de 467.000 em 2019. (GABALDÓN-FIGUEIRA et 

al., 2020). Em 2020, no entanto, o país apresentou menos da metade de casos em relação ao ano 

anterior, 232 mil, em parte devido às restrições de circulação durante a pandemia de COVID-

19 (WHO, 2021). Essas restrições também podem ter afetado o acesso aos serviços de saúde, 

reduzindo o número de casos notificados. 

Dezoito países da Região das Américas da OMS estão em risco de transmissão de 

malária. Em 2020, a região registrou 602.476 casos da doença e 108 mortes – quedas de 11% e 

43% em relação a 2010, respectivamente. Três países responderam por 77% de todos os casos 

estimados: a República Bolivariana da Venezuela (35%), Brasil (26%) e Colômbia (16). 

Em 2016 a World Health Organization (WHO) lançou uma estratégia para acelerar o 

progresso no controle e eliminação da malária no mundo. Esta iniciativa é composta por três marcos 

interligados e com prazos determinados para o alcance das metas estabelecidas: Global technical 

strategy for malaria 2016–2030 (GTS), Action and investment to defeat malaria 2016-2030 (AIM) 

e Sustainable Development Goals (SDGs). As metas estabelecidas, além da erradicação da doença 

em pelo menos 35 países, visam a redução no número de casos de malária, em relação aos números 

de 2015, em pelo menos 40% até 2020, 75% até 2025 e 90% até 2030 (WHO, 2017).  

Apesar do avanço mundial considerável nas ações de controle e eliminação da doença, 

alguns países endêmicos, em 2020, não alcançaram a meta estabelecida para morbidade e 

mortalidade. A incidência esperada para 1000 habitantes em risco em 2020 está 40% maior do 

que o previsto para este ano. Embora a taxa de mortalidade tenha tido um progresso superior 

aos casos de incidência, a meta também não foi alcançada, com 42% além do proposto pela 

estratégia. Em muitos países a pandemia dificultou o alcance da meta, pois afetou diretamente 

os serviços de saúde direcionados a malária. Em muitos casos, a falta de financiamento foi o 

fator que limitou a implementação dos planos estratégicos, assim como o envolvimento 

insuficiente da comunidade e a falta de sistemas de vigilância aprimorados. 

Dos dezenove países endêmicos da região das Américas classificados para participar 

da iniciativa global da WHO, doze registraram aumento na incidência de malária em 2020 em 

comparação com 2015: Brasil, Venezuela, Colômbia, Costa Rica, República Dominicana, 

Equador, Guiana, Haiti, Nicarágua, Panamá, Bolívia e Suriname. A incidência de casos de 

malária nesta região está atualmente 42% maior do que esperado, com um aumento de 3% na 

incidência de casos em 2020 em relação a 2015.  
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1.3.1 Malária no Brasil 

A malária é considerada a infecção parasitária mais prevalente no Brasil, constituindo 

dois quadros epidemiológicos: baixa endemicidade na região extra-amazônica e alta 

endemicidade na região Amazônica, que concentra 99,9% dos casos registrados (BRASIL, 

2021) (Figura 3). Em 2020, a malária foi responsável por 44 óbitos no país e o número de casos 

registrados foi de aproximadamente 145 mil. O P. vivax foi responsável por cerca de 85% do 

total de casos, seguido das infecções por P. falciparum, com 15%, e infecções por P. malariae, 

com 0,01% dos casos (SIVEP-MALÁRIA, 2021). 

Figura 3-  Mapa de risco de infecção por malária no Brasil em 2020, por município. 

 

Fonte: BRASIL, 2021. 

O estado do Amazonas concentra a maior ocorrência da doença, mantendo-se líder no 

número de casos por 9 anos. Em 2020, aproximadamente 80% dos casos de malária ocorreram 

em 41 municípios: 16 no Amazonas (41,1%), 8 no Pará (17,1%), 7 em Roraima (20,5%), 4 

no Amapá (2,3%), 3 no Acre (8,1%), 2 em Rondônia (8,2%) e 1 no Mato Grosso (2,5%) 

(BRASIL, 2021). 

Os mosquitos do gênero Anopheles são os principais vetores da malária no Brasil. Das 

54 espécies conhecidas do mosquito no país, a Anopheles darling é a maior responsável pela 

transmissão da doença. (BAIA-DA-SILVA et al., 2019). As características geográficas e 
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ecológicas da região Amazônica contribuem para a proliferação dos vetores o ano todo, pois 

oferecem condições substanciais para sua reprodução, como temperatura, umidade e vegetação 

local (WOLFARTH-COUTO; SILVA; FILIZOLA, 2019). Além disso, a ocupação de áreas 

urbanas em regiões que são habitat natural do mosquito transmissor e os aspectos 

socioeconômicos, epidemiológicos e ambientais da região favorecem a alta transmissibilidade 

da doença (FERREIRA; CASTRO, 2019). 

As variações no número de casos de malária no Brasil ao longo dos anos são atribuídas, 

principalmente, a ondas de desenvolvimento econômico; construção de ferrovias, rodovias e 

barragens hidrelétricas; atividades relacionadas ao garimpo; políticas de deslocamento de 

população e ocupação do solo (BAIA-DA-SILVA, et al., 2019) (Figura4). 

 

Figura 4- Histórico de casos de malária notificados no Brasil, 1959 a 2020. 

 

Fonte: BRASIL, 2021. 

No Brasil, o Programa Nacional de Controle da Malária (PNCM) lançou, em 2016, o 

Plano de Eliminação da Malária no Brasil, visando alcançar a meta estabelecida pela World 

Health Organization (WHO). Este plano propõe estratégias para o controle da transmissão da 

doença, como: controle de vetores, investigação epidemiológica, tratamento adequado, 

conscientização e mobilização social (BRASIL, 2017). Além destes, o diagnóstico sensível e 
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específico nos estágios iniciais da doença figura como uma medida necessária, pois contribui 

para a interrupção da cadeia de transmissão. Quanto mais cedo o paciente for tratado, menor 

será a disseminação da doença. (BRASIL, 2020) (TABELA 1). 

 

Tabela 1-  Plano de Eliminação da Malária no Brasil – Diagnóstico. 

Diagnóstico 

Alta e média 

transmissão 

Pré-eliminação Eliminação Prevenção à 

reintrodução 

Pontos de diagnóstico 

próximos às 

comunidades afetadas. 

Oferta de diagnóstico de 

malária no pré-natal. 

Envolvimento dos 

Agentes comunitários 

de Saúde na detecção e 

acompanhamento de 

casos no seu território 

de atuação. 

Pontos de diagnóstico 

próximos às 

comunidades afetadas. 

Oferta de diagnóstico 

de malária no pré-natal. 

Envolvimento dos 

Agentes comunitários 

de Saúde na detecção e 

acompanhamento de 

casos no seu território 

de atuação. 

Definição de unidade 

de referência 

municipal. 

Definição de 

unidade de 

referência estadual. 

(*) 

 

Fonte: BRASIL, 2016. 

 

Apesar dos esforços já mencionados para o combate à doença, a erradicação e controle 

da malária no Brasil ainda permanecem como um desafio devido à falta de controle do vetor e 

à imigração de populações de países de fronteira (BRASIL, 2020). O relatório de 2021 da World 

Health Organization mostra o aumento dos casos de malária no país em relação a 2015, 

evidenciando que a meta estabelecida não foi alcançada. 

A pandemia de COVID-19 interrompeu os serviços de diagnóstico, levando a 

diminuição de 32% no registro de casos suspeitos de malária em 2020 em comparação com 

2019. Em seis países (Brasil, Colômbia, Costa Rica, Guiana, México e Panamá), embora o 

número de testes positivos para a doença tenha aumentado em 2020 em comparação com 2019, 

o número de pessoas testadas diminuiu em pelo menos 25%. 

Além disso, o diagnóstico tardio ou errôneo, a resistência crescente dos parasitos aos 

antimaláricos, regiões de garimpo e o turismo em regiões endêmicas contribuem para a 

dificuldade na eliminação desta doença (BRASIL, 2020). Mesmo que seja alcançada a 

erradicação da malária pelo bloqueio da transmissão vetorial e com a redução da incidência de 
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infecções à zero, ainda serão necessárias, por tempo indefinido, ações de combate e controle o 

para evitar novos contágios (BRASIL, 2017). 

 

1.4 DIAGNÓSTICO DE MALÁRIA 

O diagnóstico e o tratamento adequado na fase inicial da doença são componentes 

essenciais na estratégia para o controle da malária no mundo, pois impedem que as infecções 

progridam para casos mais graves, possibilitam a interrupção da cadeia de transmissão e a 

consequente diminuição do número de casos e óbitos (WHO, 2017). Um dos objetivos do 

desenvolvimento de novos imunoensaios é superar as deficiências na detecção precoce e precisa 

da doença. 

Em 2017 foi preconizada pela OMS que, antes da administração de antimaláricos, seja 

realizada a confirmação de todos os casos suspeitos de malária por meio da microscopia ou 

testes de diagnóstico rápido (TDR). Tal recomendação visa a administração correta da 

medicação à cada espécie de Plasmodium, permitindo a redução de possíveis erros no 

tratamento e a diminuição de resistência à antimaláricos (WHO, 2017). 

O método diagnóstico mais utilizado para a verificação de infecções maláricas é a 

microscopia (MURPHY et al., 2013). No entanto, existem vários outros métodos de detecção 

que podem ser aplicados, como: diagnósticos moleculares, testes sorológicos, testes 

imunocromatrográficos de fluxo, biossensores e outros.  

 

1.4.1 Diagnóstico por Microscopia 

A microscopia apresenta algumas vantagens relacionadas ao seu uso para diagnóstico 

de malária, como a diferenciação de espécies, seu baixo custo e alta sensibilidade. Deste modo, 

ela continua sendo o padrão-ouro para detecção de malária e a referência para o 

desenvolvimento de quaisquer outras metodologias de diagnóstico de malária (BATWALA; 

MAGNUSSEN; NUWAHA, 2011). 

Para realização deste tipo de diagnóstico, é executada a técnica do esfregaço delgado 

ou gota espessa (FIGURA 7), primeiramente descrita por Ross em 1903 (GONTIJO, 1995). 

Entre as duas abordagens, a gota espessa é mais comumente empregada, pois a concentração 

do sangue torna mais fácil a visualização de parasitos (BRASIL, 2009).  
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Tal metodologia consiste na coleta de sangue periférico de indivíduos com suspeitas 

de malária para o preparo de lâminas coradas com Giemsa (entre outros corantes) seguida de 

análise ao microscópio óptico, pela qual é possível diferenciar as espécies de parasitos e também 

quantificar a parasitemia, possuindo assim a caraterística de ser quantitativo e qualitativo 

(BRASIL, 2009). 

Figura 5- Diagnóstico de malária por microscopia. 

 

A) Punção digital; B) Preparação de lâminas; C1) Gota espessa e C2) Esfregaço sanguíneo. 

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

 

A microscopia pode captar de 5-10 parasitos/µL, entretanto, isso pode variar de acordo 

com a experiência do responsável pela execução do teste. Em condições menos controladas, 

como a aplicação dessa metodologia em campo, esse número sobe para 100 parasitos/ µL. Em 

média, este teste leva um total de 60 minutos para ser realizado (BRASIL, 2005). 

Em contrapartida aos pontos positivos apresentados, se faz necessário uma atenção 

maior em relação à execução da metodologia e à capacitação dos técnicos envolvidos na análise. 

Muitas variáveis podem atrapalhar o sucesso deste método, como preparo inadequado das 

lâminas, erros na identificação das espécies, lise de hemácias, entre outros (HÄNSCHEID, 

2003; PROUX et al., 2011).  

Em 2018, Diallo e colaboradores avaliaram a eficácia de diagnóstico de malária por 

microscopia no Senegal e constatou que, apesar das performances terem sido, no geral, boas, 

ainda há uma necessidade de melhorar as habilidades técnicas na detecção de infecções 

causadas por outros parasitos além do P. falciparum.  
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Com isso, temos claro que este método de diagnóstico exige mão de obra qualificada 

para execução e interpretação dos exames, além de uma infraestrutura que garanta a as melhores 

condições para realização do teste (MANGOLD et al., 2005). 

 

1.4.2 Biossensores 

Para atingir maiores sensibilidades e estabilidades em condições de campo, tem se 

buscado o desenvolvimento de novas tecnologias point-of-care. Os sensores eletroquímicos são 

uma alternativa para criação de novas metodologias que podem ser aplicadas em campo. Estes 

sensores baseiam-se na transferência de carga de um eletrodo para outra fase, podendo ser 

sólida ou líquida, e essa variação de comportamento de elétrons pode ser medida pelo 

dispositivo. No caso dos biosensores, o elemento de reconhecimento utilizado tem natureza 

biológica, podendo ser anticorpos, DNA, metabólitos, entre outros (JANATA, 2009; WANG 

et al., 2008; YOON, 2013).  

A alta sensibilidade dos biossensores abre espaço para utilização de amostras 

provenientes de coletas menos invasivas, como a saliva de pacientes, uma vez que já foram 

reportadas baixas concentrações de antígenos de malária (GBOTOSHO et al., 2010). Ainda 

assim, há um longo caminho até que os biossensores alcancem as características ideais para sua 

aplicação rotineira e point-of-care, uma vez que ainda necessitam de estudos que os adaptem 

para sua utilização fora do ambiente laboratorial.  

 

1.4.3 Diagnóstico Molecular 

Ao longo dos anos, o diagnóstico molecular tem sido uma ferramenta poderosa na 

detecção de doenças infecciosas (MESSACAR et al., 2017). Waters & McCutchan, em 1989, 

foram os primeiros a descrever a reação em cadeia da polimerase (PCR) para diagnóstico de 

malária, utilizando a subunidade menor de RNA ribossomal (18S rRNA) de plasmódio como 

alvo para amplificação. 

Desde então, outras metodologias com outros alvos foram elaboradas, como 

demonstrado por Cunha e colaboradores (2009), que usaram o DNA mitocondrial como alvo 

para detecção de P. vivax e P. falciparum.  

Em uma variação mais sensível e específica, a PCR em tempo real, ainda permanece 

como o método consolidado para detecção de infecções assintomáticas, onde os níveis de 
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parasitemia são muito baixos para serem detectáveis por outras metodologias. Por se mostrar 

tão sensível e também fazer a diferenciação de espécies de plasmódio, a PCR em tempo real é 

a metodologia empregada para screening em bancos de sangue (ALI et al., 2005; ALMEIDA-

DE-OLIVEIRA et al., 2019). 

Mesmo com todas as vantagens apresentadas pelo diagnóstico molecular, ainda não 

foi possível a sua adaptação para ser empregado de maneira eficaz fora de laboratórios, uma 

vez que possui alto custo, requer infraestrutura adequada e profissionais qualificados.  

 

1.4.4 Diagnóstico Sorológico 

Testes sorológicos se caracterizam pela detecção de anticorpos a partir do 

reconhecimento de antígenos do parasito em sangue de pacientes. Apesar de serem 

metodologias no geral eficazes para detecção de malária, não são recomendadas para aplicação 

em rotina, sendo utilizados para avaliação de pacientes febris que viajaram para áreas 

endêmicas e para segunda confirmação em casos onde os pacientes com febre recorrente 

apresentam resultados negativos no diagnóstico por microscopia (MATHISON; PRITT, 2017; 

WILKINS; NUTMAN, 2016). 

As proteínas produzidas durante a infecção humana causada por Plasmodium podem 

ser identificadas, caracterizadas e aplicadas em diversos métodos nas áreas de pesquisa e 

diagnóstico e em investigações epidemiológicas da malária. Métodos sorológicos que foram 

desenvolvidos visando à detecção dessas proteínas forneceram novas ferramentas que auxiliam 

no controle e eliminação dessa patologia (PLUCINSKI et al., 2021). 

 

1.4.4.1 Biomarcadores de infecção malárica aplicados em testes sorológicos 

   Os biomarcadores maláricos podem se apresentar conservados em todas as espécies do 

parasito, considerados marcadores pan-específicos, ou podem ser específicos para uma 

determinada espécie (JAIN et al., 2014). A maioria dos métodos sorológicos que objetivam a 

de detecção de antígenos específicos utilizam como biomarcadores as seguintes proteínas: 

aldolases do plasmódio, lactato desidrogenase de plasmódio (pLDH), Glutamato desidrogenase 

de plasmódio (pGDH) para a detecção pan-específica ou específica de P. falciparum ou P. 

vivax; e a proteína 2 rica em histidina (HRP-2) para diagnóstico específico para P. falciparum 

(ESCALANTE; PACHECO, 2019; KRAMPA et al., 2020; KORI; VALECHA; ANVICAR, 

2019). 
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As aldolases são enzimas que atuam diretamente no ciclo glicolítico do Plasmodium e 

são liberadas no sangue durante a infecção malárica ou podem ser encontrada no citoplasma do 

parasito em formas solúveis (DZAKAH et al., 2013; SRIVASTAVA et al., 1990).  A reação 

reversível de catálise da clivagem de frutose -1,6-bifosfato em gliceraldeído-3-fosfato e 

dihidroxiacetona fosfatada é realizada por essas enzimas (SRIVASTAVA et al., 1990). Os 

parasitos do gênero Plasmodium só expressam um tipo de aldolase, que apresentam uma alta 

proporção das sequências de aminoácidos conservadas em todas as espécies, tornando-a um 

antígeno alvo pan-específico para detecção da infecção (DZAKAH et al., 2013; DOBELI et al., 

1990). 

As HRPs, do inglês Histidine-rich proteins, são proteínas produzidas durante o estágio 

do parasito e apresentam em sua composição 73% de histidina. A HRP2 é considerada um 

biomarcador exclusivo do P. falciparum e pode ser encontrada no soro, fluido cerebrospinal e 

na urina de pacientes infetados com este parasito (GENTON et al., 1998; KIFUDE et al., 2008).  

Em testes sorológicos e de diagnóstico rápido, a HRP2 é o marcador mais empregado para P. 

falciparum, pois apresenta uma alta sensibilidade (HOUZE et al., 2009; JAIN et al., 2014). 

Entretanto, esta proteína pode persistir em pacientes por várias semanas após a resolução da 

infecção, podendo causar resultados falsos positivos, afetando assim, a especificidade do teste. 

Em alguns isolados de P. falciparum foram reportadas deleções no gene, podendo gerar 

resultados falsos negativos, fato que compromete a eficácia dos testes (AGABA et al., 2019; 

BHARTI et al., 2016). 

As enzimas glutamato desidrogenases (pGDHs) fazem parte do metabolismo redox do 

parasito da malária e estão nas rotas do carbono e nitrogênio. Sugere-se que elas são fonte de 

NADPH no parasito e, geralmente, envolvem a assimilação de amônia (GDHs dependente do 

NADP) ou catabolismo do glutamato (GDHs dependente do NAD) (WAGNER et al., 1998). O 

potencial desta enzima como biomarcador está ligado a características estruturais das GDHs de 

plasmódio que não são encontradas em enzimas humanas, como o fato desta possuir um resíduo 

que estende a região N-terminal. Além disso, enzimas GDHs não são encontradas em hemácias 

de hospedeiros, o que as torna bons marcadores de infecção (WAGNER et al., 1998).  

A LDH de plasmódio (pLDH) é uma proteína tetramérica (com quatro subunidades) e 

é composta por 316 aminoácidos (MOODY, 2002). Esta enzima está presente em todas as fases 

do ciclo do Plasmodium e expressa em todas as espécies. A pLDH realiza a mesma função 

biológica que a LDH humana, porém apresenta propriedades estruturais, imunológicas e níveis 

de expressão diferentes em cada organismo (WIWANITKIT, 2007). 
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Esta enzima é responsável por catalisar a via glicolítica e durante as fases intra-

eritrocíticas permite que os eritrócitos aumentem o consumo de glicose em até 100 vezes em 

relação a hemácias não infectadas (PREUSS; JORTZIK; BECKER, 2012; PODLASEK; 

MCPHERSON, 1989; WALLQVIST et al., 2016). Durante a glicólise anaeróbica, a LDH 

converte piruvato a lactato, e novamente em piruvato, formando NAD+ .(FIGURA 6). Como a 

glicólise anaeróbica do Plasmodium ocorre dentro das hemácias, este mecanismo fornece a 

energia necessária para o crescimento intracelular dos parasitos (BERWAL et al., 2006). 

 

Figura 6- Reação catalisada pela enzima LDH 

 

Fonte: OLIVEIRA e FRANÇA, 2016. 

A pLDH apresenta várias vantagens para o uso como biomarcador de infeção malárica 

pois, além de ser uma enzima chave do metabolismo do parasito (sendo assim essencial), no 

caso da LDH de P. falciparum, sua concentração no sangue de paciente pode ser relacionada 

ao nível de parasitemia (MAKLER; HINRICHS, 1993; VAN GENDEREN et al., 2005).  

As proteínas pLDH das diferentes espécies possuem sequências de aminoácidos 

conservadas, possibilitando a criação de marcadores que detectem várias espécies ao mesmo 

tempo. Outra vantagem é o fato de não haver detecção dessas enzimas uma semana após a cura 

da doença (HOUZE et al., 2009; MBABAZI et al., 2015).  

1.4.4.2 Ensaio de imunoabsorção ligado à Enzima (ELISA)  

O ELISA, do inglês Enzyme-linked Immunosorbent Assay), é o diagnóstico sorológico 

mais utilizado em laboratório de pesquisa científica. O ELISA do tipo indireto se baseia na 

fixação de antígenos em superfície sólida para captura de anticorpos específicos, os quais irão 

se ligar a anticorpos (conjugados à enzima peroxidase) contra a espécie de origem dos 

anticorpos a serem capturados. Caso, depois das devidas etapas de lavagens e incubações, tenha 

ocorrido ligação dos anticorpos ao antígeno impregnado na superfície sólida, ao ser adicionada 

a substância cromatogênica adequada e o substrato da enzima, haverá mudança de cor nas 
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amostras testadas, podendo então ser medida a quantidade de anticorpos através de 

espectrofotometria (FIGURA 8A). Este tipo de teste é frequentemente utilizado em estudos soro 

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

Já no ELISA sanduíche são utilizados anticorpos, chamados de anticorpos de captura, 

que tem a capacidade de se ligar a antígenos em determinadas amostras, seguidos de incubação 

com anticorpos que também se ligam ao antígeno alvo, formando o “sanduíche” 

(KONSTANTINOU, 2017). As reações subsequentes acontecem como o descrito abaixo 

(FIGURA 8B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) ELISA indireto. B) ELISA sanduíche. 

Fonte: Adaptado de KONSTANTINOU, 2017. 

1.4.4.3 Testes de Diagnóstico Rápido 

A microscopia é uma técnica que exige tempo de execução, alta qualidade de materiais, 

alto nível de qualificação dos profissionais envolvidos e infraestrutura adequada, 

principalmente energia elétrica. Por essas características, é uma técnica difícil de ser executada 

em determinadas regiões. Nestes casos, os testes de diagnóstico rápido são uma alternativa com 

execução relativamente simples e fornecem resultados precisos em menos de 30 minutos 

(MOODY, 2002; WHO, 2016). 

Os TDRs são ensaios imunocromatográficos que combinam propriedades 

imunológicas com base no reconhecimento do antígeno-anticorpo e cromatografia em um teste 

diagnóstico (figura 9). Os TDRs são direcionados para a detecção de três antígenos, dependendo 

de sua finalidade: proteína 2 rica em histidina do Plasmódio  (PfHRP2), lactato desidrogenase 

do plasmódio (pLDH) e aldolase (MOUATCHO; GOLDRING, 2013). Sua execução deve ser 

Figura 7- Princípios básicos do ELISA. 
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acompanhada por um sistema de controle de qualidade, pois os testes rápidos são sensíveis a 

altas temperaturas e à umidade, e sua especificidade e sensibilidade variam (HOUZÉ, 2017). 

A WHO estabeleceu, em 2000, que a eficácia dos testes na detecção de P. falciparum 

e de P. vivax deve ser maior ou igual a 50% para uma densidade de 200 parasitos/µL e, 

idealmente, deve ser maior em áreas de baixa transmissão. A taxa de falso positivo deve ser 

menor que 10% e, a taxa de testes inválidos, menor que 5%. Em 2012, esses critérios se 

tornaram mais rígidos, devendo ser maior ou igual a 75% em testes com densidade parasitária 

de 200 parasitos/µL para as duas espécies de plasmódio e em todas as áreas de transmissão 

(WHO, 2013). Além disso, os testes não devem reagir a produtos antigênicos do parasito em 

infecções não ativas e, preferencialmente, devem ser capazes de monitorar a resposta de 

pacientes a antimaláricos (WHO, 2013). 

 

Figura 8- Componentes e interpretações para ensaio imunocromatográfico para malária. 

 

Fonte: Adaptado de http://www.malariasite.com/ 

Apesar de auxiliarem no diagnóstico célere em regiões onde a microscopia não é 

acessível, estes testes ainda apresentam baixa sensibilidade e especificidade em comparação 

com os métodos moleculares e a própria microscopia, não podendo ser utilizado para detecção 

de infecções assintomáticas e nem triagem de bancos de sangue (MALTHA; GILLET; 

JACOBS, 2013), como é o caso de algumas técnicas que estão sendo desenvolvidas para o 

diagnóstico de malária, dentre as quais podemos citar a citometria de fluxo, discutida a seguir.  
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1.4.4.4 Citometria de Fluxo  

A citometria de fluxo tornou-se um método amplamente empregado para diagnóstico 

clínico e pesquisa básica. Além da capacidade de realizar a caracterização celular, os citômetros 

também podem detectar microesferas de acordo com seus tamanhos, formas, estabilidade e 

capacidade de absorver e reter corantes fluorescentes. Isso permitiu o desenvolvimento de 

diversos tipos de ensaios citométricos de fluxo, simples ou multiplex (PARSA et al.,2018; 

KELLAR; IANNONE, 2002, MORGAN et al., 2004). 

Desde a década de 1970, a citometria vem sendo aplicada para análises relacionadas à 

malária (SHAPIRO; ULRICH, 2010). Nos últimos dez anos vários estudos foram direcionados 

para o desenvolvimento de imunoensaios, principalmente para ensaios multiplexados 

combinados a esferas, com a finalidade de fornecer uma alternativa confiável para o diagnóstico 

da doença (ONDIGO et al., 2019). Um dos princípios de detecção de ensaios baseados em 

esferas mais empregados em métodos sorológicos é o ensaio tipo sanduíche, que pode atingir o 

mais alto nível de sensibilidade (KINGSMORE, 2006).  Uma vez que o ensaio sanduíche 

envolve a ligação de dois anticorpos específicos à detecção do antígeno, este teste é mais 

sensível e específico do que os ensaio indiretos. Por esse motivo, o ensaio em sanduíche é uma 

das técnicas mais sensíveis e populares no diagnóstico precoce de diversas patologias (PARSA 

et al., 2018).  

 

Figura 9- Princípio do Ensaio de Citometria de fluxo com base em esfera. 

 

 

Fonte: Adaptado de PARSA et al., 2018. 
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Em 2012, Ondigo et al. padronizaram e validaram um ensaio de “Cytometry beads 

assay” (CBA) de anticorpos para antígenos de P. falciparum, visando estabelecer os parâmetros 

adequados para um teste multiplex e comparar os resultados com os do método ELISA. Os 

resultados evidenciaram as vantagens associadas ao CBA quando comparado ao ELISA, que 

incluem a conservação da amostra, a detecção de vários analitos em um único teste, a redução 

no tempo de processamento da amostra devido à cinética do método e custos menores. 

Por fornecer evidências de infecção ativa ou recente de malária causada por P. 

falciparum, a detecção da HRP2 é amplamente utilizada para fins de diagnóstico e estudos 

epidemiológicos. No entanto, o aprimoramento dos ensaios sorológicos disponíveis ainda 

enfrenta algumas dificuldades, como a baixa sensibilidade dos testes e altos custos. Visando a 

detecção de HRP2 em níveis de sub-picogramas, Rogier et. al (2017) desenvolveram um novo 

imunoensaio de citometria de fluxo baseada em esferas. O método foi aplicado para avaliar os 

resultados dos testes de diagnóstico rápido para HRP2 em diversas circunstâncias de 

transmissão de P. falciparum e em diferentes países endêmicos para a doença. O teste forneceu 

a verdadeira estimativa do desempenho em campo dos testes rápidos, apresentando alta 

sensibilidade e especificidade. 

A metodologia adotada por este imunoensaio foi utilizada em outros trabalhos, como: a 

avaliação dos níveis de HRP2 em pacientes ao término do tratamento (PLUCINSKI et al., 

2018), detecção em indivíduos que não apresentavam sintomas da doença (PLUCINSKI et 

al.2019), associação de febre à malária (PLUCINSKI et al., 2019), verificação da deleção de 

genes de Pfhrp2 e Pfhrp3 (HERMAM et al., 2019) e pesquisa de sorovigilância (ROGIER et 

al., 2019). 

Um alvo específico de Plasmodium vivax, a lactato desidrogenase do Plasmodium vivax 

(PvLDH), foi intregado a um teste multiplex já existente para detecção de antígenos de malária 

na plataforma Luminex (ROGIER et al., 2020).  O imunoensaio já incluía alvos pan-específicos, 

a aldolase e a lactato desidrogenase do Plasmodium (LDH), e também a HRP2 para o 

Plasmodium falciparum. A sensibilidade do teste foi de 91,7% em amostras positivas 

confirmadas previamente por PCR, a especificidade contra um painel de pessoas sadias foi de 

100%, e a especificidade contra um painel de infecções por P. falciparum, Plasmodium 

malariae ou Plasmodium ovale foi de 90,2%. A adição deste marcador no painel multiplex para 

a detecção de antígenos da malária permitiu uma triagem sensível para identificação de espécies 

de P. falciparum e P. vivax. 
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 A citometria de fluxo, por ser um método de alta sensibilidade e especificidade, mostra-

se como uma alternativa confiável para análises sorológicas e com potencial para ser aplicada, 

como uma ferramenta auxiliar no diagnóstico, em bancos de sangue, tendo em vista que os 

citômetros são equipamentos necessários para as análises de imunofenotipagem celular. Além 

disso, como o valor deste aparelho representa a maior parcela dos custos envolvidos na 

utilização do método diagnóstico em questão, este se torna financeiramente viável para ser 

empregado em bancos de sangue.  

 

1.5 UTILIZAÇÃO DE ANTICORPOS POLICLONAIS PARA O DIAGNÓSTICO DE 

MALÁRIA 

 Anticorpos monoclonais (mAbs) e policlonais (pAbs) são amplamente empregados em 

aplicações terapêuticas, em diagnóstico clínico e em pesquisa (Figura 10). Nos diagnósticos 

sorológicos são comumente utilizados em ensaios, como citometria, biossensores, ELISA e 

RTDs (ASCOLI;AGGELER, 2018). Para o diagnóstico de malária, apresentam-se como um 

recurso auxiliar ao PCR e à microscopia (LINH et al., 2017). Apesar dos anticorpos 

monoclonais serem considerados mais específicos, os policlonais apresentam especificidade 

aceitável e seu processo de produção é muito mais simples e econômico. Dessa forma, tem se 

tornado uma abordagem vantajosa em testes diagnósticos para diversas doenças (LIPMAN et 

al, 2005; ASCOLI;AGGELER, 2018).  

Todos os animais que apresentam uma resposta imune podem produzir anticorpos 

policlonais. A escolha do animal hospedeiro é baseada em vários fatores, sendo o mais 

importante a quantidade pretendida de anticorpos. Para a maioria dos trabalhos, os quais 

necessitam de uma quantidade inferior a 100 mL, o coelho é a espécie mais comumente 

utilizada para a produção de anticorpos policlonais (NAKAZAWA et al., 2016).  
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  Figura 10 - Anticorpo policlonal e monoclonal. 

 

A) Os anticorpos policlonais (pAb) exibem propriedades de ligação de múltiplos epítopos que tornam esses 

reagentes idealmente adequados para muitas aplicações. A diversidade clonal e biofísica de pAbs permite maior 

sensibilidade e utilidade em certos tipos de aplicações. B) Os anticorpos monoclonais baseados em hibridoma 

(mAb) são o produto de fusões de esplenócitos e células de mieloma, que são produzidos usando protocolos 

convencionais. Embora os mAbs exibam propriedades de ligação precisas e reproduzíveis de lote a lote, é 

necessário tempo, custo e expertise consideráveis para produzi-los. Os mAbs são frequentemente preferidos em 

aplicações que requerem aprovação regulamentar. Fonte: adaptado de ASCOLI;AGGELER, 2018. 

 Em um trabalho anterior, realizado pelo nosso grupo, Sousa et al. (2014) desenvolveu 

um novo teste ELISA sanduíche aplicando anticorpos policlonais contra PvLDH. O 

imunoensaio apresentou a capacidade de detectar amostras infectadas com P. vivax e não foi 

observada reação cruzada com P. falciparum. O teste apresenta-se com uma estratégia viável e 

com uma relação custo-benefício interessante para o diagnóstico e pesquisas relacionados ao P. 

vivax. A pesquisa destaca que mais estudos devem ser realizados para verificar a aplicabilidade 

desses anticorpos para o diagnóstico da malária. O teste de citometria de fluxo que estamos 

propondo utilizou os anticorpos policlonais produzidos neste trabalho, obtidos a partir de 

coelhos e camundongo. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver e avaliar um teste de diagnóstico para malária causada por Plasmodium 

vivax utilizando a citometria de fluxo baseada em microesferas.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Realizar levantamento bibliográfico sobre a técnica de citometria utilizando 

microesferas para diagnóstico de doenças; 

 Padronizar ensaios de citometria de fluxo utilizando microesferas e anticorpos contra 

lactato desidrogenase de Plasmodium vivax;  

 Realizar os testes de citometria em amostras de sangue de pacientes; 

 Determinar a sensibilidade e especificidade dos testes desenvolvidos. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 LOCAL E POPULAÇÃO DE ESTUDO 

Neste estudo foi realizada a coleta de amostras de sangue provenientes de pacientes do 

Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM/ SESAU), Porto Velho - RO. Foram aceitos 

pacientes com idade entre 0 anos e 70 anos, com diagnóstico confirmado de monoinfecção por 

Plasmodium vivax e sem complicações.  

Aos pacientes que preencheram os critérios de inclusão abaixo especificados e 

concordarem participar do estudo, foi solicitado a assinatura do termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE) ou do termo de assentimento por seu responsável, caso seja menor de idade. 

 

3.1.1 Critérios de inclusão e exclusão 

Inclusão: Pacientes de ambos os sexos; Idade a partir de 0 anos a 70 anos; Ausência de sinais 

de malária grave; Temperatura axilar ≥ 37,5 ºC ou história de febre nas últimas 48 horas; Exame 

da gota espessa positivo para P. vivax, com parasitemia ≥ 100 e <100.00 parasitos 

assexuados/µL; Possibilidade de ser acompanhado durante o período de seguimento clínico 

parasitológico.  

Exclusão: Infecção malárica mista; antecedente de malária nos últimos 06 meses; Gravidez; 

Histórico de hipersensibilidade aos antimaláricos ou aos medicamentos do mesmo grupo 

químico do estudo; antecedente do uso de medicamentos com potencial ação antimalárica nos 

últimos 60 dias.  

 

3.2 ASPECTOS ÉTICOS 

As amostras de sangue utilizadas foram provenientes de coletas, sob o comitê de ética 

de número CAAE: 28823719.4.1001.0005.  

 

3.3 PROCEDIMENTOS 
 

3.3.1 Obtenção de Anticorpos policlonais Anti-PvLDH de coelho e camundongo 

 

  Os anticorpos policlonais anti-PvLDH de coelho e camundongo utilizados neste estudo 

foram obtidos pelo nosso grupo em um trabalho anterior realizado por Sousa e colaboradores 
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(2014). Sendo assim, neste estudo, empregamos os PAbs anti-PvLDH de coelho como 

anticorpos de captura para o reconhecimento de um fragmento (PvLDH 1-43 aa). Como 

anticorpos primários foram usados os PAbs anti-LDH de camundongo para o reconhecimento 

da LDH de Plasmodium em sua quase totalidade (fragmento PvLDH  35-305aa). 

 

3.3.2 Citometria de fluxo 

3.3.2.1 Ativação das beads 

As beads de látex foram ativadas com a adição de 1 µL de beads de látex em 0,57μg/μL 

de EDAC [Cloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida] e 2 mM/μL de NHS (N-

hidroxissuccinimida), diluídas em 1/100 em PBS1x filtrado, e incubadas por 3 horas a 22 ºC 

sob agitação de 950 RPM.   

 

3.3.2.2 Acoplamento ao anticorpo de captura 

Após a ativação, foram adicionados os anticorpos policlonais anti- PvLDH 1-43aa na 

concentração de 1 μg de anticorpo para 1 μL de beads, diluídas 1/1000 em PBS1x, em seguida 

foram incubadas nas especificações descritas anteriormente por 16 horas para possibilitar a 

ligação covalente às beads. 

 

3.3.2.3 Bloqueio 

Para realizar o bloqueio as beads foram centrifugadas a 2500 RPM a 15 ºC por 7 

minutos. Descartou-se os sobrenadantes e as beads de látex foram lavadas uma vez com PBS-

1x filtrado + BSA 0,5% por centrifugação de 2500 RPM, ressuspendidas em tampão de 

bloqueio (PBS1x filtrado + BSA 5%) e incubadas nas mesmas condições já descritas por 2 

horas. Em seguida foi executado 1 ciclo de lavagem adicionando 500 µL PBS-1x filtrado + 

BSA 0,5% em centrifugação de 2500 RPM e posteriormente foi distribuído em 100 µL de 

solução de beads em cada tubo.  

 

3.3.2.4 Testes com amostra de sangue dos pacientes utilizando anti-PvLDH de coelho como 

captura e anti-PvLDH de camundongo como primário 

 Após a realização das etapas descritas acima, as amostras foram preparadas adicionando 

100 µL das hemácias + 100 µL de PBS1x pH 7,4 + Triton 0,1%, seguido de incubação de 10 
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minutos. Logo após foram distribuídas em seus respectivos tubos contendo 100 µL beads. O 

controle negativo foi feito utilizando amostras de sangue (hemácias) de pacientes sadios e o 

controle positivo foi feito utilizando 1 µg de proteína recombinante PvLDH. Em seguida, foi 

incubado por overnight, em agitação de 950 RPM, a 4 °C. Seguidamente, foi realizado um ciclo 

de lavagem, conforme anteriormente descrito. 

Logo após, realizou-se adição de 100µL do anticorpo primário proveniente de 

camundongo na concentração de 1 μg de anticorpo para 1 μL de beads, seguida de incubação 

por 1 hora, conforme já descrito e 1 ciclo de lavagem. A etapa seguinte foi a incubação por 1 

hora com 100 µL de anticorpo secundário anti-mouse fluorescente Alexa 488 (Thermo Fisher 

Scientific) diluído 1/2000. Logo depois foi realizado 1 ciclo de lavagem, seguido pela 

ressuspenção em PBS1x filtrado e pela leitura em citômetro de fluxo FACSCanto II™ (BD 

Biosciences ™). 

     

3.3.2.5 Análise de sensibilidade e especificidade do teste 

Os dados de sensibilidade e especificidade do teste foram obtidos por meio das 

seguintes fórmulas: 

Sensibilidade = a/(a+c) 

Especificidade = d/(b+d)  

Valor preditivo positivo = a/(a+b)  

Valor preditivo negativo = d/(c+d) 

 

Onde,  

 Positivo verdadeiro Negativo verdadeiro 

Teste positivo A B 

Teste negativo C D 

 

Para as demais análises dos resultados da citometria de fluxo e analises estatísticas, 

foram utilizados os programas FlowJo® e R studio versão 1.1.4. 
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RESUMO 

A citometria de fluxo baseada em microesferas é uma tecnologia emergente para a 

detecção sensível e específica de antígenos, anticorpos e ácidos nucléicos de interesse para 

análises clínicas. Nesta revisão foram analisados estudos voltados para a aplicação da citometria 

de fluxo como alternativa viável para a investigação de doenças infeciosas, destacando 

pesquisas voltadas para vigilância epidemiológica, candidatos vacinais e diagnóstico precoce, 

e para doenças não infecciosas, especificamente o câncer, enfatizando a detecção simultânea de 

biomarcadores para diagnóstico precoce, com resultados precisos e de forma não invasiva. A 

possibilidade de realização de ensaios multiplexados confere a esta técnica alta versatilidade e 

rendimento, evidenciados em uma série de estudos clínicos que verificaram a capacidade de 

detecção de diversas moléculas em baixas concentrações e com volume mínimo de amostras. 

Com isso, demonstramos que a citometria de fluxo baseada em microesferas apresenta-se como 

uma técnica promissora, podendo ser adotada como elemento fundamental no desenvolvimento 

de novos métodos de diagnóstico para doenças de importância médica. 

 

ABSTRACT 

Bead-based flow cytometry is an emerging technology for sensitive and specific 

detection of antigens, antibodies and nucleic acids of interest for clinical analysis. In this review, 

studies focused on the application of flow cytometry as a viable alternative for the investigation 

of infectious diseases were analyzed, highlighting research aimed at epidemiological 

surveillance, vaccine candidates and early diagnosis, and for non-infectious diseases, 
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specifically cancer, emphasizing simultaneous detection of biomarkers for early diagnosis, with 

accurate results in a non-invasive approach. The possibility of carrying out multiplexed assays 

gives this technique high versatility and performance, evidenced in a series of clinical studies 

that verified the ability to detect several molecules in low concentrations and with minimum 

sample volume. In this way, we demonstrate that bead-based flow cytometry presents itself as 

a promising technique, which can be adopted as a fundamental element in the development of 

new diagnostic methods for diseases of medical importance. 

 

INTRODUÇÃO 

A citometria de fluxo é uma técnica amplamente difundida e consolidada para 

diagnóstico clínico, além de ser empregada em estudos de hemovigilância, análises ambientais, 

desenvolvimento de vacinas, padronização de testes clínicos, entre outros. Inicialmente foi 

desenvolvida para a caracterização celular, no entanto a capacidade do método em detectar 

microesferas de acordo com suas propriedades propiciou a expansão de sua área de aplicação.1-

4 

O desenvolvimento de ensaios de citometria de fluxo utilizando microesferas ganhou 

notoriedade por apresentar características valiosas, como a alta sensibilidade, especificidade, 

precisão, produtividade, alto rendimento e por possibilitar triagem simultânea de múltiplos 

analitos em uma única amostra. O teste pode ser executado com um baixo volume de amostra, 

utilizando reagentes que são facilmente produzidos em laboratório. Além disso, o painel de 

analitos pode ser alterado com facilidade, conferindo uma grande flexibilidade ao teste.3,5  

As microesferas possuem uma série de propriedades, como variedade de tamanhos e 

formas, estabilidade e capacidade de absorver e reter corantes fluorescentes, que são úteis em 

diversos tipos de análises citométricas de fluxo, simples ou multiplex. Outra característica 

importante para o diagnóstico é a presença de grupos funcionais (amino ou carboxila) nas 

microesferas, que permitem ligações não-covalentes e covalentes em suas superfícies por meio 

das interações moleculares, possibilitando o acoplamento químico ou adsorção de proteínas, 

oligonucleotídeos, polissacarídeos, lipídios ou peptídeos.2,4-5 

Ao longo dos últimos vinte e cinco anos diversos tipos de microesferas foram 

desenvolvidos para a aplicação em métodos diagnósticos que utilizam a citometria de fluxo. 

Podem ser customizados facilmente pelos pesquisadores de acordo com o objetivo da pesquisa 

ou estes podem optar pelo uso de microesferas previamente desenvolvidas já disponíveis 

comercialmente.5 
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Nesta revisão, objetivamos apresentar o panorama atual da aplicação das microesferas 

em citometria de fluxo para a detecção de doenças, como doenças infecciosas (bacterianas, 

virais e parasitárias) e não-infecciosas, dando ênfase às diferentes metodologias utilizadas e a 

eficácia da citometria de fluxo em diagnósticos sensíveis e específicos. 

 

PRINCÍPIO E MECANISMO DE ENSAIOS DE CITOMETRIA BASEADOS EM 

MICROESFERAS 

 

O citômetro de fluxo pode analisar simultaneamente vários parâmetros de partículas 

biológicas e não biológicas em suspensão. Em seu funcionamento, o sistema de fluxo alinha as 

partículas para que sejam interceptadas uma a uma por lasers. Em seguida, a emissão de luz e 

fluorescência dessas partículas é detectada pelo sistema ótico formado por filtros e espelhos. 

Os dados obtidos são interpretados pelo sistema eletrônico para que possam ser analisados 

graficamente (Figura 1).1-3 

Figura 1- Funcionamento da técnica de Citometria de Fluxo. 

 

 

Câmara de fluxo para onde a suspensão é aspirada para sistema de espelhos e fotossensores e direcionada a um 

sistema de captação de luz, onde posteriormente o sistema computacional converte em dados digitais para análises. 
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A maioria das aplicações de microesferas em citometria de fluxo ocorre na forma de 

imunoensaios para determinação de proteínas, principalmente ensaios sanduíche e 

competitivos, nos quais o anticorpo de captura acoplado às microesferas permite a ligação do 

antígeno e este possibilita a ligação do anticorpo de detecção marcado com um repórter 

fluorescente (Figura 2(a)). A detecção de anticorpos também é possível usando microesferas 

com um antígeno específico acoplado, e também permite a ligação de anticorpos de detecção 

que são marcados com um repórter fluorescente (Figura 2(b)).6,7 

As microesferas também são utilizadas em ensaios receptor-ligante, método já 

consolidado, e as microesferas acopladas à molécula receptora permitem interações com 

moléculas ligantes associadas ao repórter fluorescente. Aliada à técnica de citometria de fluxo 

de alto rendimento, a aplicação de microesferas para a detecção de ácidos nucléicos ganhou 

destaque nos últimos anos devido à sua capacidade de identificar diferentes tipos de 

microrganismos em nível molecular. Para a detecção de ácidos nucleicos, uma sonda de captura 

imobilizada na superfície de uma população de microesferas se liga a um produto amplificado 

que possui sequências complementares à sonda (Figuras 2(c) e 2(d)).6,7 
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Figura 2- Princípios de aplicação da citometria de fluxo baseada em esferas 

 

Principais arranjos de imunoensaios de citometria de fluxo com base em microesferas. Em cada tipo de 

arranjo a análise de citometria de fluxo identifica a população das microesferas e o sinal da molécula fluorescente. 

A) Detecção de antígeno pelo método sanduíche, onde o anticorpo de captura acoplado a microesfera permite a 

ligação do antígeno e este possibilita a ligação do anticorpo de detecção marcado com um repórter fluorescente. 

B) Detecção de anticorpos utilizando microesferascom um antígeno específico acoplado,permitindo assim a 

ligação de anticorpos de detecção marcados com um repórter fluorescente. C) Na detecção de ácidos nucleicos 

uma sonda de captura imobilizada na superfície de uma população de microesferas liga-se a um produto 

amplificadoque possui sequências complementares à sonda. D) As microesferas acopladas à molécula receptora 

permitem a interação com moléculas ligantes associadas ao repórter fluorescente. 
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APLICAÇÕES DIAGNÓSTICAS  

 

Doenças infecciosas 

As doenças bacterianas, virais e parasitárias são graves problemas de saúde pública e 

demandam ações constantes para sua prevenção, diagnóstico e tratamento. A detecção de 

microrganismos e seus biomarcadores de forma rápida, precisa e econômica ainda é um desafio 

para centros de pesquisa e iniciativas de vigilância epidemiológica.1 A aplicação da citometria 

de fluxo baseada em esferas para a detecção e identificação de doenças infeciosas tem sido 

utilizada em imunoensaios promissores, sendo a análise simultânea de patógenos diversos 

objeto de desenvolvimento de novos métodos diagnósticos.5 Vários exemplos são mostrados na 

tabela 1. 

Tabela 1- Ensaios Multiplexados para agentes infecciosos 

Microrganismos detectados simultaneamente Princípio do Teste Autor/Ano 

Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, 

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, 

Haemophilus influenza, Mycoplasma pneumoniae, 

Legionella spp., Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella 

pneumoniae 

 

Método multiplex de 

PCR-Luminex 
JIANG et al.8 

Mycobacterium tuberculosis, Cryptococcus neoformans, 

Streptococcus pneumoniae, eherpes simplex virus types 1 

and 2 

 

Método multiplex de 

PCR-Luminex 
ZHOU et al.9 

Adenovirus, rotavirus, norovirus, Salmonella spp., 

Campylobacter spp., Shigella spp., Clostridium difficile, 

Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, 

Giardia lamblia, Entamoeba histolytica e 

Cryptosporidium spp. 

Método multiplex de 

PCR-Luminex 
CLAUSS et al.10 

Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, 

Legionella pneumophila, e Clostridium botulinum 

Método multiplex de 

PCR-Luminex 
ZHAO et al.11 

Papilomavirus humano, Helicobacter pylori, vírus da 

hepatite C e Poliomavírus JC 
Imunoensaio Luminex 

WATERBOER et 

al.12 

Norovírus GI e GII, rotavírus, astrovírus, sapovírus e 

adenovírus 

Método multiplex de 

PCR-Luminex 
LIU et al.13 
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Cryptosporidium spp., Giardia intestinalis, Entamoeba 

histolytica, Ancylostoma duodenale, Ascaris lumbricoides, 

Necator americanus eStrongyloides stercoralis 

 

Método multiplex de 

PCR-Luminex 
TANIUCHI et al.14 

Toxoplasma gondii, rubella e cytomegalovirus Imunoensaio Luminex BINNICKER et al.15 

 

 

Infecções Bacterianas  

O desenvolvimento de métodos precisos, sensíveis e confiáveis para identificação de 

bactérias, antígenos e anticorpos relacionados, é uma das estratégias mais vantajosas nas áreas 

de pesquisa, diagnóstico e vigilância epidemiológica de infecções bacterianas. 

Dentre os métodos modernos de grande uso na atualidade, a citometria de fluxo se 

destaca como uma técnica confiável para tornar possível a análise de células bacterianas em 

condições individuais e populacionais. A evolução dos processos e dos aparelhos utilizados 

permitiu o aperfeiçoamento da contagem de células bacterianas viáveis e inviáveis, com o 

fornecimento de informações celulares multiparamétricas que seriam impossíveis de serem 

obtidas com o método tradicional de contagem em placas.16-18  

 Diferentes estudos demonstram a possibilidade de aplicação da citometria de fluxo para 

testes bacterianos, sendo o uso de esferas e a multiplexação de ensaios formas de ampliar o 

espectro de utilização desta técnica. Além das interações antígenos- anticorpo e detecção de 

bactérias, existem variações da técnica que são voltadas para o estudo de interações com 

receptor-ligante, interações enzima-substrato, assim como detecção de ácidos nucleicos com 

sondas de hibridização especiais.6-7 Como exemplo dessa abordagem pode ser citado o estudo 

de Zeng et al.,19 que combinou um sistema de citometria de fluxo com esferas e sondas 

oligonucleotídicas direcionadas ao RNA bacteriano. 

No estudo de Ou et al.,18 um método de citometria de fluxo baseado em esferas foi 

avaliado e otimizado para quantificar proporções variáveis de Escherichia coli vivas e mortas, 

em citômetros de fluxo básicos. Métodos de contagem de placas foram realizados 

simultaneamente com medições de citometria de fluxo para obter a concentração de bactérias 

vivas nas amostras finais. Os resultados obtidos foram significativos e evidenciaram uma 

relação linear entre os dois métodos de contagem de bactérias vivas e mortas, com resultados 

variando de 108 a 104 bactérias por mililitro. Além disso, o estudo demonstrou que a citometria 

de fluxo pode ser aplicada na análise de outras espécies bacterianas. 
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A detecção de células bacterianas também pode ser realizada utilizando-se a citometria 

de fluxo com base em esferas combinada com técnicas de biologia molecular. Um exemplo que 

pode ser citado é adetecção de Neisseria meningitidis no líquido cefalorraquidiano utilizando 

um sistema de PCR Multiplex e a Tecnologia de detecção Luminex.20 Outro exemplo é um 

método inovador de detecção de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa que foi desenvolvido empregando uma combinação de sondas oligonucleotídicas 

direcionadas ao rRNA 16S e um sistema de citometria de fluxo com uso de esferas. O RNA 

total foi extraído e transcrito em cDNA e, em seguida, foi amplificado com o objetivo de gerar 

DNA alvo de fita simples. Uma parte do DNA alvo foi capturada por uma sonda de captura 

imobilizada em microesferas magnéticas e a outra parte foi hibridizada com uma sonda sinal 

marcada com fluorescência. O complexo formado foi então analisado por citometria de fluxo. 

O limite de detecção alcançado pelo teste foi de 180 UFC/ml e mostrou grande potencial para 

a análise simultânea de mais de uma espécie bacteriana.19 

Uma parcela dos estudos sobre infecções bacterianas focou seus esforços na 

identificação e na quantificação de antígenos estafilocócicos e anticorpos IgG, IgM e IgA contra 

estes antígenos, com o objetivo de elaborar novos métodos de diagnóstico e de 

soroepidemiologia.21,22 

Verkaik, et al.21 caracterizaram a heterogeneidade da resposta imune humoral por S. 

aureus e, com o objetivo de detectar um antígeno com o potencial para atuar em vacinas, 

desenvolveram um ensaio multiplexado de citometria com base em esferas com 19 antígenos 

estafilocócicos simultaneamente, para detectar os níveis de IgG, IgA e IgM. Os resultados 

mostraram que cada paciente apresentou uma resposta imune única e, portanto, vacinas com 

múltiplos componentes são as mais indicadas. Den Reijer et al.,22 com a mesma metodologia 

do estudo anterior, caracterizaram os níveis séricos de anticorpos IgG e IgA contra 56 antígenos 

estafilocócicos. Seus resultados apontaram uma heterogeneidade na resposta imune para os 

antígenos estafilocócicos testados. 

Para a identificação de antígenos estafilococos, Simonova et al.23 desenvolveram um 

ensaio multiplex com microesferas para detecção de três toxinas estafilocócicas - enterotoxinas 

A e B e toxina da síndrome do choque tóxico – obtidas de sobrenadantes de culturas de 

diferentes cepas de S. aureus. Os limites de detecção foram 10, 1000 e 5 pg/mL, 

respectivamente. A alta eficácia do teste evidenciou que o mesmo pode ser utilizado para 

diagnóstico clínico e na análise ambiental e de alimentos. Sharma et al.24 apresentaram um 

ensaio de citometria de fluxo multiplex de duas cores com base em esferas, usando domínios 

proteicos únicos da cadeia beta de receptores de células T com alta afinidade para três toxinas 
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estafilocócicas e duas estreptocócicas. As sensibilidades alcançadas pelos testes foram de 4 a 

80 vezes maiores quando comparados ao ELISA, com a vantagem de utilizar menos reagentes 

e um volume menor da amostra. 

Estudos experimentais envolvendo antígenos pneumocócicos também foram objetos de 

análise de diversos grupos de pesquisa, principalmente com o objetivo de determinar os 

antígenos que poderiam ser candidatos vacinais contra pneumococos e para monitorar sua 

eficácia. Alguns estudos aplicaram imunoensaios de citometria de fluxo multiplex com base em 

esferas contra antígenos pneumocócicos.25–27 A mesma tecnologia Multiplex para a detecção 

de anticorpos contra as proteínas Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e 

Moraxella catarrhalis foi utilizada para o acompanhamento de respostas humorais em pacientes 

infantis com até 13 anos de vida27 e em crianças com pneumonia adquirida na comunidade.25 

Um ensaio automatizado com uma combinação de testes multiplex baseados em anticorpos 

monoclonais e em PCR foi desenvolvido usando a tecnologia de Citometria de fluxo com base 

em esferas da Luminex para realização da sorotipagem de isolados pneumocócicos.28 

 

Infecções Virais 

As infecções virais são um grave problema de saúde pública, afetando milhões de 

pessoas em todo o mundo. Novos métodos de diagnósticos sensíveis e específicos são 

ferramentas indispensáveis para reduzir o número de casos. Nas últimas décadas os ensaios de 

citometria de fluxo baseados em esferas emergiram como uma alternativa viável para o 

diagnóstico de diversas doenças virais.1,29  

Recentemente, houve um aumento significativo no número de estudos relacionados à 

virometria, uma tecnologia promissora e altamente sensível, capaz de detectar e classificar 

partículas virais com auxílio de anticorpos específicos fluorescentes acoplados a esferas. Este 

complexo é analisado por citômetros de fluxo, permitindo assim a quantificação e a 

caracterização fenotípica de partículas virais únicas em sobrenadantes, fluidos corporais ou 

tecidos.30-32 A detecção de vírus por citometria de fluxo é possível devido à otimização dos 

citômetros de fluxo comerciais, que possuem lasers avançados e um sistema de foco digital e 

óptica aperfeiçoados, fornecendo a classificação com base nos arranjos entre os parâmetros de 

dispersão da luz e os canais fluorescentes.33-35 

Para o diagnóstico de Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), diversas abordagens 

utilizando a citometria de fluxo estão sendo desenvolvidas.32 Um novo método de diagnóstico 

com potencial para simplificar o monitoramento do HIV foi desenvolvido por Yufenyuy e 

Parekh36 a partir de um ensaio multiplex com grânulos acoplados a uma proteína de fusão p24-
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gp41 do HIV-1 e peptídeo do HIV-2 da região imunodominante da glicoproteína gp36 para 

detectar a sorotipagem de HIV e HIV-2, respectivamente. Os resultados mostraram alta 

reprodutibilidade e capacidade de diagnosticar a infecção pelo HIV, realizar a sorotipagem, 

detectar e distinguir entre infecções recentes e de longa duração em um único teste.36 Também 

foram desenvolvidos testes para a detecção da proteína p24 em vários subtipos de HIV-1.37,38 

Os resultados mostraram que o método é 91% mais sensível que o teste ELISA padrão e também 

tem um custo menor.37 

Fonseca et al.,39 desenvolveu um novo imunoensaio multiplex baseado em esferas para 

detecção da Hepatite C (HCV), empregando individualmente no ensaio simplex os antígenos 

recombinantes NS3, NS4 E NS5 do HCV e a combinação dos mesmos no ensaio multiplex. 

Neste, o estudo apresentou 100% de sensibilidade e especificidade, tendo o potencial de se 

tornar uma alternativa possível para o diagnóstico de HCV e com um custo de 2 a 4 vezes menor 

do que os testes usualmente empregados. Podemos citar também o trabalho de Neves et al.,40 

que realizou um teste de citometria de fluxo utilizando esferas magnéticas com capacidade de 

detectar IgG humana contra proteínas do Core e NS5a do HCV. A sensibilidade deste 

imunoensaio foi de 93,3% quando empregadas esferas com as proteínas recombinante do 

CORE  e NS5a, e apresentou especificidade de 100% e 96,67% para a detecção de anti- rCore 

e anti- rctNS5a, respectivamente.Outra alternativa de utilização de citometria de fluxo para 

diagnóstico de HCV foi desenvolvida por Yang et al.,41 com a realização do ensaio de 

genotipagem multiplex para determinar os seis tipos de genótipos de HCV. Foi utilizada uma 

matriz de esferas em suspensão analisadas por citometria de fluxo, evidenciando a 

confiabilidade, rapidez e eficiência da análise. A principal vantagem demostrada foi o baixo 

volume de amostra necessário para a sua execução. 

Com base nas vantagens da análise multiplexada, foi desenvolvido um novo teste para 

a subtipagem do vírus da influenza aviária (AIV). Este novo método pode ser explorado para a 

determinação rápida de respostas imunes ao AIV em uma variedade de sistemas complexos. A 

sensibilidade do teste permite a detecção de ácidos nucleicos das cepas AIV H5N1 e H9N2 em 

um limiar de 74 e 1 pg, respectivamente.42 

 

Infecções parasitárias 

Apesar dos importantes avanços no controle das infecções parasitárias, ainda há um 

grande número de casos em todo o mundo. Diante desse cenário, diversas frentes de pesquisa 

buscam novos métodos de diagnóstico, com alta sensibilidade e especificidade, a fim de 
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diagnosticar, principalmente, pacientes semi-imunes e com baixa parasitemia.43 A citometria 

de fluxo tem sido amplamente utilizada para estudos relacionados à malária,44 mas apenas nos 

últimos 10 anos ganharam força estudos voltados para o diagnóstico etiológico e, com isso, os 

ensaios multiplexados combinados com esferas surgiram como uma alternativa confiável para 

a sorologia da malária.45 

A padronização e validação de um CBA de anticorpos para antígenos de P. falciparum, 

mostrou-se um teste com potencial para diagnóstico de malária e fornece vantagens específicas 

quando comparado ao ELISA, que incluem a conservação da amostra, a capacidade de detectar 

vários analitos em um único teste, a diminuição no tempo de processamento da amostra devido 

à cinética do ensaio e a diminuição de custos.46 

 Em um estudo realizado em regiões endêmicas do Brasil e Papua Nova Guiné, que tinha 

como objetivo avaliar respostas humorais adquiridas naturalmente, foi validado o ensaio 

multiplex para quantificar anticorpos IgG contra a proteína 1 de superfície de merozoíto de P. 

vivax.47 Para a detecção de anticorpos de cinco candidatos à vacina para P. falciparum, foi 

realizado um CBA comparativo com esferas magnéticas e não-magnéticas, mostrando que o 

ensaio com esferas magnéticas são uma alternativa viável na sorologia de anticorpos da 

malária.45 

Um novo imunoensaio capaz de detectar a proteína 2 rica em histidina (HRP2), um 

importante marcador de infecções por Plasmodium falciparum, em níveis de sub-picogramas, 

foi desenvolvido com o uso de um sistema de citometria de fluxo baseada em esferas. O ensaio 

apresentado é altamente específico e econômico, permitindo o processamento e a triagem de 

expressiva quantidade de amostras.48 O sistema foi utilizado para avaliar os resultados dos testes 

de diagnóstico rápido para HRP2 em diferentes condições de transmissão de P. falciparum, 

gerando estimativas para o verdadeiro desempenho em campo.48 Também foi adotado este 

sistema para avaliar a concentração de HRP2 em pacientes após o tratamento,49 em indivíduos 

assintomáticos com malária,50 para atribuir febre à malária,51 para pesquisa de deleção de genes 

de Pfhrp2 e Pfhrp352 e em estudo para sorovigilância.53 

Um teste inovador foi proposto por Lloyd et al.,54 um ensaio citométrico simples e de 

alto fluxo, que realiza a leitura em um citômetro de fluxo de células THP-1 e esferas 

fluorescentes acopladas covalentemente ao antígeno da malária VAR2CSA, que fornece a 

porcentagem total de fagocitose mediada por anticorpo e semi-quantifica o número de esferas 

acopladas ao antígeno internalizadas. Apresenta grandes vantagens devido à estabilidade das 

esferas por longos períodos, necessidade de pouco antígeno acoplado e pelo fato de não requerer 

culturas de parasitos. 
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Demais aplicações de CBA para outras infecções parasitárias também foram 

encontradas, como o ensaio multiplex para a identificação de anticorpos IgM e IgG para 

Toxaplasma gondii. O teste mostrou-se de alto rendimento e eficiência para a análise, no 

entanto, indicava que mais estudos precisavam ser realizados para validar os resultados.15 O 

desempenho deste imunoensaio foi avaliado em casos críticos de sorodiagnóstico de 

toxoplasmose, por Guigue et al.,55 e demonstraram que o método é suficientemente sensível 

(97,8%) e específico (91,3%) para detecção de IgG e altamente específico (97,4%) para 

anticorpos IgM contra T. gondii. 

Os parasitos intestinais também são objeto de muitas pesquisas, principalmente sobre 

novas abordagens diagnósticas. É comum que parasitoses intestinais sejam causadas por mais 

de uma espécie de parasito, portanto, ensaios multiplex com a finalidade de detectar mais de 

um patógeno em um único teste são importantes para estudos epidemiológicos e de 

sorovigilância.14  Um estudo utilizando a combinação de PCR multiplex e a detecção baseada 

em sonda com esferas Luminex foi desenvolvido para identificação de sete parasitos intestinais: 

Cryptosporidium spp., Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, Ancylostoma 

duodenale, Ascaris lumbricoides, Necator americanus e Strongyloides stercoralis. Os 

resultados apresentaram alta sensibilidade e especificidade, garantindo ao teste um alto 

rendimento para detecção de vários parasitos intestinais.14  

 

Câncer 

Nesse tópico abordaremos o uso da citometria de fluxo baseada em esferas para a 

detecção e identificação de doenças não infecciosas. Essa tecnologia tem sido amplamente 

aplicada para o diagnóstico de doenças graves, como: o câncer, doenças imunológicas e 

cerobrovasculares. Permitindo a detecção em estágios iniciais de desenvolvimento, além de ser 

mais interessante economicamente quando comparada aos métodos tradicionais de diagnóstico. 

Além disso, os processos envolvidos são pouco invasivos e tem a vantagem de não necessitarem 

de uma grande quantidade de amostra para sua realização. 

O câncer é uma doença que apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade em todo o 

mundo. A análise de biomarcadores diagnósticos ou prognósticos é objeto de diversas frentes 

de pesquisa, que buscam estabelecer métodos eficazes para a identificação da doença em seus 

estágios iniciais, aumentando a probabilidade de sucesso do tratamento. Os ensaios 

multiplexados com base em esferas são considerados uma ferramenta valiosa a para 
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identificação precoce e simultânea de diferentes tipos de biomarcadores de tumores: colorretais, 

de mama, ovário, pulmão, pâncreas e melanomas.3,56 

 

Câncer de Mama  

O sucesso no tratamento do câncer de mama está relacionado ao diagnóstico precoce da 

doença, pois possibilita que a ressecção cirúrgica ocorra em uma fase inicial, quando a chance 

de sobrevivência dos pacientes é maior. O câncer de mama possui um comportamento 

heterogêneo e a utilização de mais de um biomarcador é apropriada para a sua identificação.3 

O desempenho diagnóstico de um painel de teste de câncer multiplex foi avaliado por 

Hermann et al.57 Vinte e quatro parâmetros associados ao tumor foram analisados em soros de 

pacientes com câncer de mama e controles saudáveis. Os autores relataram uma sensibilidade 

de 33,8% com especificidade de 95% para a discriminação entre tumores de câncer de mama 

benignos e malignos. O antígeno de câncer 15-3 foi o mais relevante para o diagnóstico 

diferencial. 

Opstal-van Winden et al.58 desenvolveram um imunoensaio multiplex baseado em 

esferas para avaliar simultaneamente 10 biomarcadores séricos de câncer de mama nos estágios 

iniciais de desenvolvimento. Os resultados deste estudo mostraram que o painel de 

biomarcadores utilizado não teve valor para o diagnóstico precoce; entretanto, recomendava-se 

que combinações de outras proteínas pudessem apresentar resultados mais satisfatórios. 

Markou et al.59 desenvolveram um arranjo de esferas líquidas acoplado a PCR 

multiplexado, que foi realizado usando CTC-mRNA. Produtos de PCR biotinilados foram 

hibridados contra microesferas fluorescentes modificadas com sondas de captura gene-

específicas e desenvolvidas com estreptavidina-ficoeritrina, que foram analisadas por 

citometria de fluxo Luminex. Esse ensaio molecular mostrou-se específico para cada gene e 

proporcionou a detecção molecular simultânea de seis genes CTC em um volume amostral 

limitado, o que diminuiu o custo e o tempo de execução quando comparado ao RT-qPCR. O 

teste pode ser otimizado para a detecção simultânea de até 100 genes. 

 

Câncer de Pâncreas 

Foram propostos ensaios com alta sensibilidade e precisão para o diagnóstico de câncer 

de pâncreas, um dos mais agressivos, com altas taxas de mortalidade e o qual não possui testes 
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aceitos para detecção precoce com base na análise de amostras de sangue.60  Um dos estudos 

realizados para o diagnóstico inicial do câncer pancreático foi elaborado por Li et al.,61 que 

executaram um ensaio multiplex sanduíche para determinar os padrões de glicosilação de 

lecitinas no soro de pacientes com esse tipo de tumor, identificando um biomarcador capaz de 

distinguir pacientes com pancreatite crônica daqueles com câncer de pâncreas.  

Usando uma abordagem diferente, Lux et al.60 visaram identificação de exossomos 

liberados por carcinomas pancreáticos que expressam C-met e PD-L1 em suas membranas. Os 

exossomos foram isolados de culturas, acoplados a esferas, corados com anticorpos específicos 

e analisados por citometria de fluxo. Foi evidenciado neste estudo que PD-L1 não possui valor 

diagnóstico para tumores pancreáticos, no entanto C-met obteve a sensibilidade de 70% e 

especificidade de 85%. Sugeriu-se para um estudo futuro, visando melhorar a especificidade, a 

combinação do teste com um antígeno específico estabelecido e pesquisas com um maior 

número de pacientes. 

 

Câncer de Pulmão 

Em 2018, o câncer de pulmão foi responsável por 1,7 milhão de mortes em todo mundo. 

Considerado o câncer mais comum, seu diagnóstico em fase inicial é crucial, porém a maioria 

dos pacientes é diagnosticada tardiamente.62 Visando a detecção precoce do tipo mais comum 

de câncer de pulmão, o de células não pequenas, um novo imunoensaio citométrico baseado em 

esferas multiplex foi desenvolvido por Lee et al.63 para a caracterização de biomarcadores 

séricos relacionados à doença. A partir da análise de uma matriz multiplex de 30 marcadores 

séricos e, com a utilização de um algoritmo de classificação, foi estabelecido que a detecção de 

5 biomarcadores (A1AT, CYFRA 21-1, IGF-1, RANTES, AFP) permitia a realização de 

diagnóstico com alta precisão, possibilitando a distinção entre pacientes saudáveis e pacientes 

com câncer pulmonar.  

Outro estudo, realizado por Goebel et al.,64 aplicou a mesma metodologia para o 

diagnóstico de pacientes com câncer assintomáticos, porém a análise foi realizada com 82 

biomarcadores e, destes, 33 apresentaram valor diagnóstico para o estágio inicial da doença.  A 

precisão do método foi de 90%, a sensibilidade de 80% e a especificidade de 95%. Como 

continuação deste estudo, com o objetivo de reduzir o número de biomarcadores utilizados e 

ainda assim manter a alta sensibilidade, precisão e especificidade do teste, foi realizada a 

validação de 21 biomarcadores com um modelo estatístico (Lung Cancer Detector Test 1), 
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apresentando 95,6% de precisão, 89,1% de sensibilidade e 97,7% de especificidade. Além de 

aperfeiçoar a análise, alcançaram também a diminuição no custo do procedimento.65 

 

Síndrome inflamatória 

Os ensaios de citometria de fluxo baseados em microesferas foram aplicados ao 

diagnóstico de muitas outras doenças. Von Bahr Greenwood et al.66 aplicaram essa técnica 

para detecção de CD25 em amostras de soro de pacientes e associaram altos níveis da molécula 

e ferritina com linfohistiocitose hemofagocítica (LHF) secundária (adquirida). 

De maneira semelhante, usando CBA, Maruoka et al.67 identificaram a proteína 10 

induzida por interferon (IP-10)/CXCL10 e a monocina induzida por interferon gama 

(MIG)/CXCL9 como marcadores úteis para o diagnóstico de síndrome hemofagocítica 

associada a linfoma. Os autores também sugeriram o uso desse método para fins terapêuticos, 

gravidade da LAHS e diferenciação de sepse. 

Com técnicas de ensaio citométrico de microesferas, Chen et al.68 analisaram se o perfil 

de citocinas Th1/Th2 poderia ser usado para distinguir HLH primária de secundária. Os autores 

relataram que níveis mais baixos de IL-4 e IFN-γ em pacientes com HLH estão associados com 

HLH primária, demonstrando assim que o CBA pode ser usado como ferramenta adicional para 

o diagnóstico diferencial de HLH. 

A medição do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) usando CBA foi 

realizada por Maier et al.69 em diabéticos e não diabéticos, com relatos de elevação desse 

marcador in vitro. Essa técnica poderia ser aplicada para a síndrome de polineuropatia, 

organomegalia, endocrinopatia, gamopatia monoclonal e anormalidades cutâneas (POEMS), 

que é uma doença paraneoplásica multissistêmica rara com discrasia de células plasmáticas70, 

uma vez que o aumento dos níveis circulantes de VEGF foi relatado em pacientes com 

POEMS.71,72,73 Provavelmente também poderia ser útil no acompanhamento de pacientes 

com síndrome POEMS como um biomarcador de resposta ao tratamento.73,74,75  

A medição da relação IL-10 e IL-10:IL-6 usando CBA também tem sido útil para os 

valores diagnósticos e prognósticos do líquido cefalorraquidiano (LCR) em pacientes com 

linfoma primário difuso de grandes células B do sistema nervoso central (PCNSL).76 Da 

mesma forma, esta técnica tem sido utilizada para monitorar a curva de variação de múltiplas 

citocinas em amostras de sangue periférico de pacientes com síndrome de liberação de citocinas 
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(SRC) após terapia com células T quiméricas de receptores de antígenos (CAR-T). Nguyen-

Them et al.77 relataram que a detecção do nível de IL-10 é uma ferramenta útil para o 

diagnóstico de PCNSL. 

Reações alérgicas 

As alergias representam as doenças não infecciosas mais prevalentes em todo o mundo, 

destacando-se as alergias alimentares, que vêm aumentando nas últimas décadas. Assim, o 

desenvolvimento de ferramentas de monitoramento de alérgenos alimentares é necessário para 

garantir a segurança do consumidor. Vários estudos têm verificado a eficiência do uso de 

microesferas acopladas a antígenos para verificar a presença do alérgeno ou para a detecção de 

anticorpos IgE. Uma vez que a disponibilidade de moléculas alergênicas e microtecnologias de 

alto rendimento permitem a coleta de um grande número de resultados IgE, podendo assim ser 

realizada e aplicada na rotina diagnóstica.78-79 Este tipo de abordagem é possível graças ao uso 

de componentes naturais ou recombinantes, seja utilizando um único reagente para cada 

espécime (singleplex) ou através de um painel mais complexo de moléculas a serem testadas 

no mesmo teste, podendo ser reveladas por citometria de fluxo.80 

A capacidade de detectar múltiplos alérgenos alimentares em diferentes tipos de 

alimentos tem sido avaliada ao longo do tempo, resultando na implementação de métodos mais 

sensíveis, rápidos e de menor custo, como o uso de microesferas e a citometria. Gomaa & 

Boye81 compararam ELISA, cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas e 

métodos de citometria de fluxo multiplex para a detecção de múltiplos alérgenos incorridos 

simultaneamente em um sistema alimentar modelo onde a citometria de fluxo foi realizada de 

forma semelhante aos testes ELISA. Além disso, Pomponi et al.82 relataram características para 

a implementação de imunoensaios baseados em microesferas e citometria, sendo possível 

observar boa reprodutibilidade da sensibilidade em um ensaio para detecção de IgE em sistema 

multiplex utilizando moléculas alergênicas e microesferas fluorescentes analisadas por 

citometria de fluxo.82 

A detecção simultânea em diferentes fontes alimentares foi demonstrada por Otto et al.83 

que relataram a detecção de cinco alérgenos com concentrações inibitórias medianas (IC50) que 

variaram de 2,5 a 15 mg/kg de acordo com o alérgeno a ser detectado. Maeimaridou et al.84 

desenvolveram um imunoensaio baseado em citometria de fluxo usando tecnologia de 

microesferas codificadas por cores para detectar benzo[a]pireno e outros hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos em tampões e extratos de alimentos, enquanto Zhou et al.85 observaram 
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hipersensibilidade mediada por IgE ao polietileno glicol e o risco de anafilaxia pelo consumo 

deste produto. Esses resultados reforçam a importância dos sistemas de triagem e identificação 

para alérgenos alimentares emergentes conhecidos ou mesmo desconhecidos. 

Reações clínicas de hipersensibilidade contra L-asparaginase foram relatadas durante o 

tratamento de leucemia linfoblástica aguda em até 70% dos pacientes. Usando CBA, Rathod  et 

al.86 relataram a detecção de anticorpos anti-asparaginase IgG1 e IgE em camundongos 

imunizados com asparaginase, que apresentaram reações graves de hipersensibilidade após 

contato com asparaginase. Os autores destacam a importância de monitorar esses anticorpos em 

pacientes e que os ensaios baseados em microesferas são uma alternativa viável para isso. 

 

CONCLUSÃO 

 

Nos últimos anos a citometria de fluxo foi potencializada com a aplicação de 

microesferas codificadas e com o aperfeiçoamento dos equipamentos utilizados, possibilitando 

a realização de imunoensaios multiplexados voltados para a detecção de infecções bacterianas, 

virais e parasitárias, além do diagnóstico de doenças não-infecciosas. Tendo em vista os 

resultados majoritariamente positivos levantados por esta revisão, que demostraram a alta 

sensibilidade e especificidade da técnica, a citometria de fluxo baseada em microesferas tem o 

potencial de figurar como eixo central de novas abordagens para pesquisa e diagnóstico. Esta 

tecnologia apresenta-se como uma alternativa viável e promissora que, apesar de ainda não ter 

sido aplicada em larga escala, possui as características necessárias para tal, principalmente em 

centros de pesquisa e diagnóstico que já trabalham com citômetros.  
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CAPÍTULO II 
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No segundo capítulo da dissertação apresentamos um artigo original, no formato de short 
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RESUMO 

A malária é uma doença parasitária de grande relevância na saúde pública mundial. O 

desenvolvimento de novos métodos de diagnóstico de alto rendimento, sensíveis e específicos 

continua sendo um desafio para auxiliar na erradicação da doença. Neste estudo, 

desenvolvemos um teste de citometria de fluxo utilizando microesferas de látex e anticorpos 

policlonais obtidos de coelhos e camundongos, visando a detecção do antígeno lactato 

desidrogenase de P. vivax (PvLDH). Foram processadas 50 amostras de pacientes 

diagnosticados com malária causada por P. vivax e 40 amostras de indivíduos sadios. O ensaio 

apresentou sensibilidade de 64%, especificidade de 97%, valor preditivo positivo de 97% e o 

valor preditivo negativo de 57% quando analisado pelo método de porcentagem da marcação 

de fluorescência. Sob o método de análise pela média de intensidade de fluorescência (MFI), a 

sensibilidade foi de 53%, especificidade de 89%, valor preditivo positivo de 95% e o valor 

preditivo negativo de 33%. Em ambos os métodos de análise observamos diferença estatística 

significativa entre os grupos analisados (valor-p < 0,0001). Foi observada uma alta correlação 

(0,60) entre os dois métodos e uma baixa correlação entre a concentração de PvLDH e a 

densidade parasitária. O teste foi capaz de detectar a proteína PvLDH com alta especificidade, 

no entanto, a sensibilidade ainda deve ser otimizada. Resultados mais promissores foram 

observados quando analisados pela porcentagem de marcação de fluorescência. O 
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aprimoramento do ensaio possibilitaria a sua aplicação como teste sorológico para a detecção 

de pacientes assintomáticos e para validação de testes de diagnóstico rápido.  

 

INTRODUÇÃO 

A malária continua sendo um sério problema da saúde pública mundial, apresentando 

elevados números de casos e alta taxa de mortalidade. Em 2020, foram registrados 

aproximadamente 241 milhões de casos de malária e cerca de 627 mil mortes relacionadas à 

doença em todo o mundo1. O diagnóstico precoce é uma das medidas de controle para diminuir 

o impacto da doença, o que leva à necessidade contínua de aprimoramento e desenvolvimento 

de imunoensaios para a sua correta detecção2.  

Em áreas onde a malária é endêmica, o diagnóstico de infecções parasitárias de pacientes 

assintomáticos ainda é um desafio para acelerar e medir o progresso da eliminação da doença, 

uma vez que estes indivíduos contribuem para a perpetuação da cadeia de transmissão3. Logo, 

o desenvolvimento de novos métodos de diagnóstico, com alta sensibilidade e especificidade, 

torna-se crucial na eliminação desta patologia. 

   Imunoensaios em citometria de fluxo baseada em esferas, simplex ou multiplex, 

apresentam propriedades valiosas em relação ao custo, reprodutibilidade, sensibilidade e 

especificidade dos testes sorológicos, principalmente em ensaios para a detecção simultânea de 

diferentes antígenos4,5. Esta alternativa de diagnóstico tem sido empregada para a identificação 

e confirmação de antígenos maláricos, como demonstrou Rogier et al.6-7 ao desenvolverem um 

teste em citometria de fluxo baseada em microesferas de poliestireno e magnéticas utilizando 

anticorpos monoclonais comerciais para detecção da proteína HRP2 de Plasmodium falciparum 

e LDH de P. vivax usando a plataforma Luminex®. 

   Neste estudo propomos o desenvolvimento de um método diagnóstico para a malária 

utilizando a citometria de fluxo baseada em esferas de látex para detecção da proteína pLDH, 

empregando anticorpos policlonais anti-PvLDH obtidos de coelhos e camundongos produzidos 

contra proteínas recombinantes desse marcador de infecção malárica.  Desta forma, 

desenvolvemos uma abordagem alternativa de diagnóstico para malária causada por P. vivax, 

com o potencial para ser aprimorada de maneira a possibilitar o diagnóstico sensível e 

específico utilizando anticorpos policlonais. 
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METODOLOGIA 

Coleta de amostras 

A coleta das amostras foi realizada no Centro de Pesquisa em Medicina Tropical 

(CEPEM/ SESAU), Porto Velho - RO, sob o comitê de ética de número CAAE: 

28823719.4.1001.0005. Os pacientes com o diagnóstico por microscopia positivo para malária 

causada por Plasmodium vivax foram convidados a participar do estudo mediante assinatura do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do projeto aprovado. Foram incluídos ambos os 

sexos, com idades entre 18 e 70 anos, com ausência de sinais de malária grave; com exame da 

gota espessa positivo para P. vivax, com parasitemia ≥ 100 e <100.00 parasitos assexuados/µL. 

Não foram incluídas amostras de pacientes com infecção malárica mista; antecedente de malária 

nos últimos 06 meses; gravidez; com hipersensibilidade aos antimaláricos e uso de 

antimaláricos nos últimos 60 dias. O grupo controle incluiu amostras de indivíduos que não 

residiam em áreas de risco e não apresentavam sintomas de malária nos últimos 6 meses, as 

quais foram coletadas no Instituto Leônidas e Maria Deane (ILMD - FIOCRUZ AMAZÔNIA).  

Os testes de citometria foram realizados em 50 amostras de malaria vivax positivas e 40 

amostras de indivíduos sadios. 

Obtenção de anticorpos policlonais 

   Os anticorpos policlonais anti-PvLDH de coelho e camundongo utilizados neste estudo 

foram obtidos pelo nosso grupo em um trabalho anterior realizado por Sousa et al.8 Sendo 

assim, neste estudo, empregamos os PAbs anti-PvLDH de coelho como anticorpos de captura 

para o reconhecimento de um fragmento PvLDH 1-43 aa). Como anticorpos primários foram 

usados os PAbs PvLDH  35-305aa obtidos em camundongo para o reconhecimento da LDH de 

Plasmodium vivax em sua quase totalidade. 

Preparo das beads 

A ativação das beads de látex (CML Latex Beads, 4% w/v, 4 µm – Invitrogen®)   foi 

realizada quando colocadas na presença de 0,57μg/μL de EDAC [1-Ethyl-3-(3ʹ-

dimethylaminopropyl) carbodiimide] e de 2 mM/μL  deSulfo-NHS [N-hydro-

xysulfosuccinimide] diluídas em PBS-1x e incubadas por 3 horas a 22 ºC sob agitação de 950 

RPM. Logo em seguida foram adicionados os anticorpos policlonais anti- PvLDH 1-43aa, 

seguindo a concentração de 1 μg de anticorpo para 1 μL de beads, e deixados sob agitação leve 

por 16 horas para possibilitar a ligação covalente às beads.  
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As beads acopladas foram bloqueadas com o tampão de bloqueio (PBS-1x com 5% de 

BSA) sob agitação leve por 2 horas, para evitar a ligação de proteínas não específicas. Após o 

período de bloqueio, a solução foi lavada duas vezes com tampão de lavagem de PBS-1x 

filtrado + BSA 0,5% e armazenada a 4 °C até o seu uso. 

 

Testes de Citometria 

As amostras de sangue foram preparadas diluindo 100 µL em 100 µL de PBS-1x pH 7,4 

+ Triton 0,1% e incubadas por 10 minutos. Logo em seguida foram incubadas overnight em 

100 µL de beads acopladas sob agitação de 950 RPM, a 4 °C. A seguir, foi realizado um ciclo 

de lavagem, conforme anteriormente descrito. Logo após, realizou-se adição de 100µL do 

anticorpo primário anti-PvLDH 35-305aa proveniente de camundongo, na mesma concentração 

do anticorpo de captura. Incubou-se por 1 hora, sob agitação leve, a 22 °C, seguido de 1 ciclo 

de lavagem. A etapa seguinte foi a incubação por 30 minutos com 100 µL de anticorpo 

secundário anti-mouse Alexa 488 (Thermo Fisher Scientific) diluído 1/2000. Logo depois foi 

realizado 1 ciclo de lavagem, seguido pela ressuspensão em PBS-1x filtrado e realizada leitura 

em citômetro de fluxo FACSCanto II™ (BD Biosciences ™), para análises dos dados foram 

obtidos 50.000 eventos. 

Os dados foram analisados utilizando o programa Flow-Jo versão 10 e levados em 

consideração os parâmetros de tamanho (FSC-A) e complexidade (SSC-A) além de analises de 

porcentagem de fluorescência e a Média de Intensidade de Fluorescência (MFI), para 

determinação de eventos positivos nas amostras que ficaram acima do “cut off” em relação as 

amostras controle negativo. 

Análise Estatística  

Todas as análises foram realizadas com o software R versão 4.0.2 e R studio versão 

1.1.4 e GraphicPad Prism Versão 9. O ponto de corte (cut off) foi calculado com a média dos 

controles negativos mais duas vezes do seu desvio padrão. O teste de Mann-Whitney foi 

realizado nos parâmetros de medida com p < 0,0001 em ambos. 

 

RESULTADOS  

A avaliação da imobilização dos anticorpos foi obtida através da análise de porcentagem 

de acoplamento em látex. Nossos resultados demonstraram uma média de 96% de microesferas 
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acopladas (Figura 1a). Diferentes populações de microesferas foram observadas apresentando 

entre elas tamanho e complexidade distintos, sendo todas estas selecionadas para as análises de 

single-cells e detecção de fluorescência (figura 1a, b e c).  

 

Figura 1. Determinação do acoplamento de anticorpos em látex por citometria de fluxo (a) Análise 

morfométrica de tamanho (FSC-A) e complexidade (SSC-A) de partículas de látex, (b) análise de célula 

única, (c) gráfico de pontos de partículas de látex com anticorpos acoplados. 

 

Após a padronização de acoplamento de anticorpos em látex, foi realizada a determinação da 

sensibilidade de reconhecimento de anti-PvLDH em amostras biológicas, onde foi possível 

distinguir a diferença entre as amostras com a presença de níveis plasmáticos da proteína 

PvLDH e as sem a presença de níveis plasmáticos de PvLDH nos sistemas de detecção (figura 

2a,b,c,d). 
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Figura 2. Determinação da sensibilidade de reconhecimento de anti-PvLDH por citometria de fluxo (a) 

Análise morfométrica de tamanho (FSC-A) e complexidade (SSC-A) de partículas de látex, (b) análise 

de célula única, (c) gráfico de pontos de anti-PvLDH IgG em partículas de látex, (d) determinação da 

média de intensidade de fluorescência entre o grupo controle e pacientes. 

 

Para determinar qual melhor parâmetro determina melhor sensibilidade e 

especificidade, foi realizada a análise por porcentagem e média de intensidade de fluorescência, 

onde a análise das amostras testadas por porcentagem de marcação de fluorescência dos eventos 

detectados apresentou diferença estatisticamente significativa entre os grupos analisados (valor-

p < 0,0001, gráfico 1), sensibilidade de 64%, especificidade de 97%, valor preditivo positivo 

97% e o valor preditivo negativo 57%, sendo considerados positivos valores acima de 7%.  

De maneira similar, a análise pela média de intensidade de fluorescência (MFI) 

apresentou diferença estatística significativa entre os grupos analisados (valor-p < 0,0001, 

gráfico 2), sensibilidade do ensaio foi de 53%, especificidade de 89%, valor preditivo positivo 

95% e o valor preditivo negativo 33%, sendo considerados positivos valores de MFI acima de 

659. Além disso, foi observada uma alta correlação (0,60) entre os dois métodos de análise 

(gráfico 3), não havendo correlação destes com a densidade parasitária presente nas amostras 

testadas. 
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Gráfico 1. Gráfico de Raincloud para análise de porcentagem de fluorescência de eventos 

contabilizados de anti-PvLDH. Os resultados observados no gráfico são referentes à porcentagem de 

eventos identificados da ligação do anticorpo anti-PvLDH acoplado a microesferas de látex para o reconhecimento 

do antígeno LDH presente nas amostras de sangue. No eixo Y estão separados os dois grupos de amostras (positiva 

n=50; negativa n=40), no eixo X a porcentagem de marcação de fluorescência. A linha vermelha vertical em 7% 

de marcação de fluorescência representa a linha de corte. O MFI das amostras está separado em quartis, 

representados em dots na cor vermelha MFI de ≤ 275, a cor verde de 275 a 429, a cor azul de 430 a 619 e a cor 

lilás de ≥ 620. Quando comparados, os dois grupos apresentaram diferença estatística de valor-p <0,0001. 
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Gráfico 2.  Gráfico de Raincloud para análise da Média de Intensidade de Fluorescência. 

Os resultados observados no gráfico são referentes à média de intensidade de fluorescência identificada da ligação 

do anticorpo anti-PvLDH acoplado às microesferas de látex para o reconhecimento do antígeno LDH presente nas 

amostras de sangue. No eixo Y estão separados os dois grupos de amostras (positiva n=50; negativa n=40), no 

eixo X a Média de Intensidade de fluorescência. A linha vermelha vertical em 659 de MFI representa a linha de 

corte. A porcentagem de marcação de fluorescência (PMF) das amostras está separada em quartis, representados 

em dots na cor vermelha de ≤ 3.3%, a cor verde de 3,3 a 4,6%, a cor azul de 4,61 a 10,1% e a cor lilás de ≥ 10,1%. 

Quando comparados, os dois grupos apresentaram diferença estatística de valor-p <0,0001. 

 

 

 

Gráfico 3. Representação gráfica dos valores esperados para a relação entre a MFI e a porcentagem de 

marcação da fluorescência. No eixo Y estão representados os dados em MFI e no eixo X a porcentagem de 

marcação de fluorescência. Os pontos na cor preta estão representando as amostras. A banda em cinza representa 

o erro padrão e a linha azul o valor esperado. 

   

DISCUSSÃO 

Os imunoensaios em citometria de fluxo baseada em esferas são utilizados com sucesso 

nas mais variadas aplicações, como a detecção precoce do SARS-CoV-2,9 detecção precoce de 

biomarcadores simultâneos para vários tipos de cânceres1O-11 e identificação de vesículas 

extracelulares.12 Para os diagnósticos de antígenos maláricos mostrou-se como uma ferramenta 
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promissora por apresentar alta sensibilidade e especificidade, sendo aplicado com sucesso para 

a validação de testes rápidos, comumente empregados em áreas remotas de difícil acesso e para 

estudos epidemiológicos pelo mundo.13  

No presente estudo, a utilização dos anticorpos policlonais de captura e detecção 

mostrou-se apropriada para testes sorológicos, assim como demonstrado por Souza et al.8 ao 

utilizar os mesmos anticorpos policlonais em um teste de ELISA para a detecção de malária 

vivax. Neste ensaio, foi alcançado o valor preditivo positivo (VPP) de 99% e o valor preditivo 

negativo (VPN) de 45%. No presente estudo, foram obtidos valores superiores para o VPN 

(64%) e um resultado aproximado para VPP (97%).  

Jang et al.14 desenvolveu um teste multiplex para a detecção de 4 antígenos maláricos 

(específicos e pan-específico) simultaneamente: HRP2, Pf LDH, PvLDH, e o pLDH. O ensaio 

apresentou especificidade de 99% e sensibilidade reduzida em todos os antígenos avaliados, 

alcançando o valor mais baixo para PvLDH de 46,1%. Nosso teste apresentou da mesma forma 

uma alta especificidade (97%) e uma sensibilidade ainda maior que a relatada por Jang et al.14 

(64%) quando analisada pela porcentagem de fluorescência. A baixa sensibilidade para este 

antígeno também é relatada em testes diagnóstico rápido voltados para a identificação de P. 

vivax15, tornando-se um desafio para novas abordagens diagnósticas o aumento da sensibilidade 

deste biomarcador. Rogier et al.7 relatou uma alta especificidade (100%) e sensibilidade 

(91,7%) alcançadas na detecção de PvLDH de um teste multiplex de citometria de fluxo, 

entretanto foi observada uma reatividade cruzada em algumas amostras de pacientes com 

malária causada por P. falciparum. Martiáñez-Vendrell et al.16 descreveu outro ensaio de CBA 

direcionado para detectar o antígeno pLDH, um biomarcador pan-específico, apresentando alta 

especificidade e sensibilidade. No entanto, os ensaios alcançaram resultados inferiores de 

sensibilidade ao serem aplicados em amostras de P. vivax, reportando maior sensibilidade para 

a detecção em pacientes com P. falciparum e demonstrando mais uma vez a grande dificuldade 

na detecção específica da PvLDH. 

A baixa correlação entre a concentração de PvLDH e a densidade parasitária observada 

neste estudo já foi relatada por Warkwalter et al.17 ao avaliar um ensaio para detecção de pLDH 

utilizando ELISA associada a microesferas. Acredita-se que fatores biológicos, como o estágio 

do ciclo de vida do parasita, possam afetar potencialmente a expressão do antígeno, 

ocasionando a baixa força da correlação observada.18 A correlação positiva observada entre os 

valores obtidos pela MFI e a porcentagem de marcação de fluorescência era esperada, e 

provavelmente se deve ao fato destas possuírem a mesma origem de detecção. No entanto, ao 
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analisarmos as amostras individualmente, se observa uma dispersão na distribuição destas, visto 

que há a presença de amostras com alta porcentagem de marcação de fluorescência e baixo 

MIF, vice-versa. Trabalhos posteriores buscarão aprimorar o método visando o aumento das 

correlações descritas.  

Apesar da alta especificidade observada no teste aqui descrito, estudos futuros buscarão 

elevar a sensibilidade do ensaio. Acreditamos que a alta presença de impurezas nas amostras 

mesmo após longos processos de lavagem interferiu na obtenção de melhores resultados. A 

avaliação futura do uso de outros tipos de microesferas como poliestireno, poliacrilamida, 

vidro, magnetizadas ou não, pode ser um caminho para esta melhora de performance do ensaio. 

Tais modificações podem levar ao aumento da pureza da amostra a ser analisada; obtenção de 

populações únicas de microesferas para análise; e influenciar positivamente na correlação das 

análises de fluorescência com a densidade parasitária presente nos pacientes.  

   Logo, o protótipo de ensaio de citometria de fluxo utilizando microesferas de látex 

desenvolvido neste estudo mostrou-se promissor para a detecção de malária causada por P. 

vivax. Ensaios futuros poderão ser realizados buscando melhora de sensibilidade do ensaio ou 

mesmo aplicar o método aqui descrito para a detecção de outras doenças. Futuramente, estes 

ensaios poderão compor um teste multiplex visando o diagnóstico simultâneo de diversas 

doenças.  
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4. DISCUSSÃO GERAL 

Nas últimas décadas, progressos importantes no controle da malária foram obtidos, 

destacando-se o importante papel da OMS no avanço mundial das metas estabelecidas para o 

combate à doença (WHO, 2021). No entanto, a redução do número de casos e mortes 

relacionadas à doença continua sendo um grande desafio, que em decorrência da pandemia de 

COVID-19, apresentou um aumento consideravelmente.  

Em áreas onde a malária é endêmica, o diagnóstico de infecções parasitárias de pacientes 

assintomáticos ainda é um desafio para acelerar e medir o progresso da eliminação da doença, 

uma vez que estes indivíduos contribuem para a perpetuação da cadeia de transmissão. Logo, o 

desenvolvimento de novos métodos de diagnóstico, com alta sensibilidade e especificidade, 

torna-se crucial na eliminação desta patologia. 

No primeiro capítulo desta dissertação apresentamos um artigo de revisão, no qual 

evidenciamos as principais aplicações dos testes de citometria de fluxo baseada em 

microesferas para a detecção de doenças infecciosas bacterianas, virais e parasitárias, e para o 

diagnóstico de diferentes tipos de câncer.  

O desenvolvimento deste artigo de revisão foi importante para o levantamento do estado 

da arte desta técnica, possibilitando a análise de performance de um amplo panorama de 

métodos, avaliação de novidade e seu potencial uso para malária. Foi observado que a 

citometria de fluxo permite a aplicação de microesferas em diversos métodos de diagnóstico 

sensíveis e específicos, seja em ensaios de detecção de antígenos ou anticorpos, bem como em 

testes mais elaborados, multiplexados e até mesmo utilizando a biologia molecular com sondas. 

No segundo capítulo desta dissertação, foi elaborado um artigo original no formato de 

short communication, onde apresentamos e discutimos os principais dados obtidos a partir dos 

ensaios laboratoriais realizados para a detecção de PvLDH. Para a obtenção destes resultados, 

inicialmente nossos testes foram padronizados visando a aplicação de anticorpos obtidos a partir 

da tecnologia IgY. Para a padronização do método realizamos a curva de concentração de 

anticorpos de captura, a verificação do sistema sanduiche e a padronização do tampão de 

lavagem. Não alcançamos reprodutibilidade aplicando os anticorpos IgY, no entanto, 

obtivemos as condições de padronização do imunoensaio. Em testes posteriores, optamos pela 

utilização de anticorpos policlonais obtidos de coelhos e camundongos, validados em um 

trabalho anterior do nosso grupo (SOUSA et al., 2014) e utilizamos as melhores condições já 

verificadas nos testes iniciais.  
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Nos testes realizados utilizamos o tampão de lavagem com PBS1x, que possui pH 7,4 e 

com BSA 0,5%, que apresentou uma intensidade média de fluorescência maior quando 

comparado aos demais tampões. Os tampões PBS1x pH 7,4 e PBS1x pH 7,4 com BSA 0,5%, 

Tween 0,1% e inibidores de proteases (EDTA e PMSF) apresentaram MFI aproximadas. De 

uma forma geral, foi possível notar que os tampões com pH 7,4 apresentaram maior 

fluorescência frente aos tampões com pH 8,0, evidenciando a influência do pH na ligação do 

antígeno ao anticorpo.  

Apesar do tampão escolhido ter apresentado o melhor resultado, a presença de grandes 

quantidades de impurezas foi observada em quase todas as amostras. Novos testes devem ser 

realizados para a verificação da interferência destes debris nos resultados, principalmente em 

amostras de pacientes com baixa densidade parasitária. Antal-Szalmás et al., 2013, destaca a 

importância de otimizar as condições envolvidas em ensaios CBA, como o tampão de lavagem, 

pH e força iônica, garantindo um meio adequado para a ligação entre antígeno-anticorpo.  A 

maioria dos ensaios sorológicos utilizam tampões de PBS1x com pH entre 7,2 a 7,4 e 

acrescentam BSA, Tween, inibidores de proteases e outros componentes em concentrações 

específicas, afim de atingir as condições ideias do meio.  

A sensibilidade apresentada em nosso ensaio foi de 64% ao ser analisado pela 

porcentagem de marcação de fluorescência e de 53% ao ser analisada pela MFI. Outros estudos 

também obtiveram sensibilidade reduzida para a detecção de PvLDH, apresentando os valores 

de 48,9% (JANG et al., 2019) e 46,1% (JANG et al., 2020) em imunoensaios de 

quimioluminescência. A sensibilidade para este biomarcador em CBA é considerada mais baixa 

quando comparada a outros antígenos maláricos, como HRP2 e pan-LDH (ROGIER et al., 

2020). A baixa sensibilidade para este antígeno também é observada em TDRs para P. vivax, 

sendo provavelmente o resultado composto de reagentes de ensaio pobres, baixas densidades 

de parasitas durante a infecção e disponibilidade relativamente baixa de antígeno por parasita 

(JANG et al., 2019). 

Análises simultâneas de antígenos maláricos já foram realizadas em testes multiplex de 

citometria de fluxo baseada em esferas em trabalhos anteriores (ROGIER et al., 2020). Devido 

ao alto rendimento, estes imunoensaios estão sendo utilizados como uma ferramenta adicional 

para a validação do desempenho em campo de TDRs de nova geração para detecção de 

antígenos de plasmódio, além de auxiliar na vigilância da doença e ainda fornecer uma melhor 

compreensão sobre a cinética dos antígenos. 
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Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando no desenvolvimento de kits de testes 

diagnóstico rápidos para a malária com produção nacional, o que possibilitaria a diminuição do 

custo de distribuição destes em larga escala. Além da produção de anticorpos recombinantes 

visando sua aplicação como anticorpos de captura e de detecção em diversos métodos 

diagnósticos, buscamos também desenvolver meios para validação de tais anticorpos e sua 

aplicabilidade em TDRs, citometria de fluxo, ELISA. 

Com os resultados positivos que obtivemos nos testes iniciais da citometria baseada em 

esferas para detecção de antígenos maláricos, acreditamos que o método proposto poder ser 

aperfeiçoado para futuramente ser aplicado na detecção “high throughput” de amostras como 

bancos de sangue, grandes levantamentos epidemiológicos visando detecção de pacientes 

assintomáticos, em clínicas em áreas não endêmicas, ou até mesmo como uma abordagem 

adicional para a avaliação de desempenho de RTDs sem o uso de testes moleculares. 

Uma possibilidade para o aprimoramento do ensaio é a alteração do tipo de microesfera 

utilizada. Em nossos testes aplicamos beads de látex e, ao analisar os resultados, identificamos 

a formação de três populações com diferentes tamanhos e uma grande quantidade de partículas 

de restos celulares. O uso de beads magnéticas pode ser uma alternativa para diminuir a 

quantidade de debris em ensaios futuros e análise de uma única população de microesferas, uma 

vez que estudos mostram que estas possibilitam a otimização de CBAs (MANASKOVA et 

al.,2016). 

Os resultados iniciais demonstram que o teste desenvolvido apresenta especificidade e 

sensibilidade inicialmente satisfatória para a detecção de PvLDH, com o potencial para ser mais 

uma alternativa para auxiliar no diagnóstico de malária causada por P. vivax. A otimização do 

teste poderá viabilizá-lo como uma ferramenta para identificar infecções de baixa densidade 

parasitária, que são prevalentes em ambientes que demandam o controle e eliminação e têm 

grande potencial de transmissão.  

Em uma perspectiva de desenvolvimento futuro, o teste elaborado neste estudo pode ser 

otimizado e adaptado visando a composição de um sistema comercial para diagnóstico de 

doenças febris, como ensaios multiplex para detecção simultânea de biomarcadores de 

diferentes patologias endêmicas da região amazônica, como a dengue, zika e malária. 

Poderíamos oferecer ferramentas já validadas, como anticorpos monoclonais ou policlonais, e 

contribuir para estudos, pesquisas e iniciativas comerciais. 
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5. CONCLUSÃO 

 

Um artigo de revisão foi produzido destacando as técnicas de citometria de fluxo com a 

utilização de microesferas para diagnóstico de doenças infecciosas e não-infecciosas. 

A padronização dos ensaios de citometria de fluxo foi obtida com sucesso utilizando 

microesferas de látex e anticorpos policlonais de coelhos e camundongos, sendo empregados 

nos testes de amostras de sanguíneas positivas e negativas para malária causada pelo P. vivax. 

Utilizando o método de análise da porcentagem de marcação de fluorescência, nosso 

teste apresentou resultados mais promissores em relação ao método de análise da média de 

intensidade de fluorescência. 

O teste aqui proposto apresentou alta especificidade para detecção da lactato 

desidrogenase de Plasmodium vivax, havendo ainda a necessidade de otimização de sua 

sensibilidade em trabalhos futuros. 
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7. ANEXOS 

 

7.1 PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP PARA AMOSTRAS DE SOROS 

HUMANOS 
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7.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

Duas vias deste documento serão impressas, sendo uma via do participante da pesquisa. 

 

Projeto: “Avaliação de métodos para diagnósticos de Malária” 

Investigadores:  Adélia Marques de Figueiredo, Juliane Correa Glória, Daniele Soares 

Mota, Dr. Luis André Morais Mariúba, Dr. Marcus Vinicius Guimarães de Lacerda, Dr. 

Wuelton Marcelo Monteiro, Dra. Gisely Cardoso de Melo, Carolina Bioni Garcia Teles e 

Dhelio Batista Pereira 

 

A proposta deste TCLE é explicar todas as informações sobre o estudo e solicitar a sua 

permissão para participar do mesmo. 

Convite: Por ter visitado o Ambulatório de Referência em Malária para o tratamento de malária 

você está sendo convidado a participar de uma pesquisa “Avaliação de métodos para 

diagnósticos de Malária” no Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM/ SESAU), 

Porto Velho - RO, Brasil, sob a responsabilidade dos pesquisadores Adélia Marques de 

Figueiredo, Juliane Correa Glória, Daniele Soares Mota e Luis André Morais Mariúba da 

ILMD/FIOCRUZ – MANAUS. A qualquer momento você pode desistir de participar e retirar 

seu consentimento.  

 

Objetivo do estudo: Desenvolver novos métodos de diagnóstico de malária por meio da 

detecção de marcadores de infecção proteicos ou material genético. E a pesquisa poderá ser 

usada no futuro para ajudar no desenvolvimento de outros testes. 

 

Procedimento do estudo: Após o seu aceite, nós faremos um questionário sobre nome, 

endereço, idade, história de malária anterior, sintomas, e o resultado do exame de malária. Com 

seu consentimento, faremos a coleta de 10 ml de sangue que equivale a uma colher de sopa, 

coletaremos pela veia do antebraço e isto será realizado por uma técnica de saúde capacitada e 

treinada.  

Informações técnicas: O sangue será utilizado em experimentos para elaboração de testes 

diagnóstico para malária vivax e falciparum. Realizaremos testes utilizando as metodologias de 

citometria de fluxo, fitas imunocromatográficas, eletroquímica, reações de polimerase em 

cadeia para detecção de DNA/RNA, comparando e confirmando a eficiência dos novos métodos 

propostos.  
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Benefícios para o participante: Não há um benefício direto a você, participante, porém 

indiretamente você ajudará no desenvolvimento e padronização de um novo teste para o 

diagnóstico da Malária vivax e falciparum, melhorando a chance de diagnóstico e tratamento 

correto. No entanto, será beneficiado por contribuir para o avanço científico da doença.  

Participação voluntária/desistência do estudo: A participação é totalmente voluntária, onde 

você só participa se quiser. Você não precisa fazer qualquer esforço especial para participar 

desse projeto, e receberá o mesmo tratamento e acompanhamento estabelecido pelo Ministério 

da Saúde. Sua recusa não trará nenhum prejuízo em sua relação com a equipe médica, ou com 

o tratamento, ou com o pesquisador. Ou seja, o acompanhamento e o tratamento da sua doença 

serão iguais, participando ou não na pesquisa. A qualquer momento você pode desistir e retirar 

seu consentimento do estudo se assim desejar, também sem qualquer prejuízo no tratamento e 

acompanhamento realizado pela instituição.  

Riscos ou danos relacionados à Pesquisa: Como parte desse estudo nós coletaremos uma 

amostra de sangue, cerca de 10 ml que equivale a uma colher de sopa. Coletaremos pela veia 

do antebraço e isto será realizado por uma técnica de saúde muito bem treinada da gerencia de 

malária. Você pode sentir alguma dor ou desconforto por causa da coleta. Depois pode doer um 

pouco na região da picada da agulha e pode ficar com uma mancha roxa. Mas qualquer dor 

deve durar poucos segundos. A amostra de sangue coletada é muito pequena e não representa 

nenhum risco a saúde. Todos os cuidados serão tomados para minimizar esses riscos. A coleta 

será feita com material esterilizado e descartável sem risco algum para os pacientes.  

Como a sua participação no estudo se dará uma única vez na ocasião em que você procurou o 

atendimento nesta unidade de saúde, consideramos que esta participação não irá gerar nenhum 

gasto, mas caso ocorra, estes gastos lhe serão ressarcidos. Caso a participação no estudo traga 

alguma lesão ou dano, você terá todos os direitos a indenização diante de eventuais danos 

decorrentes a pesquisa, conforme a RESOLUÇÃO Nº466/2012, CNS/MS.  

Registros Médicos e confidencialidade: Todas as informações coletadas serão confidenciais, 

usadas somente no estudo em caráter cientifico. Nós não compartilharemos suas informações e 

não tornaremos público qualquer detalhe sobre você. Os registros médicos que trazem a sua 

identificação e esse termo de consentimento assinado poderão ser inspecionados por agências 

reguladoras e pelo CEP.  

Os resultados desta pesquisa poderão ser apresentados em reuniões ou publicações, contudo sua 

identidade não será revelada em nenhuma hipótese nessas apresentações.  

CEP/FMT-HVD: O Comitê de Ética da Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira 

Dourado (CEP/FMT-HVD) localiza na Av. Pedro Teixeira, nº 25 - Bairro Dom Pedro, CEP 
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69.040-000 - Manaus - Amazonas – Brasil. Contatos via telefone (92) 2127-3572 e pelo e-mail 

cep@fmt.am.gov.br. Horário de funcionamento, de 2ª a 6ª feira das 8:00 as 12:00 horas.  

Contatos ou dúvidas: Se você tiver qualquer pergunta ou preocupação sobre o estudo, por 

favor, vamos esclarecer isso agora. Mesmo assim se você desejar esclarecer dúvidas sobre a 

pesquisa sinta-se à vontade para contatar os pesquisadores do projeto. 1) Pesquisador principal 

Dr. Luis André Morais Mariúba, laboratório DCDIA, e os demais alunos, Juliana Correa Glória, 

Daniele Soares Mota, poderão ser encontrados no Centro de pesquisas Leônidas e Maria Deane-

FIOCRUZ, das 08:00 ás 17:00 horas, de segunda-feira a sexta-feira, situado no endereço Rua 

Teresina, nº 476 Adrianópolis - Manaus, AM – Brasil. Telefone: (92) 36212323. 2) A estudante 

pesquisadora Adélia Marques de Figueiredo que poderá ser encontrada na Gerência de Malária 

da Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, das 08:00 as 12:00 horas, de 

segunda-feira a quinta-feira situado no endereço Rua Av. Pedro Teixeira, nº 25 - Bairro Dom 

Pedro – Manaus, AM-Brasil. Telefone: (92) 21273443.  

Declaração de consentimento: Declaro que li e recebi a explicação do consentimento e 

objetivo do estudo, sendo esclarecidas todas as minhas dúvidas e estou concordando em 

participar do estudo. Se eu não souber ler ou escrever, uma pessoa de minha confiança lerá este 

documento para mim e depois escreverá nesta página o meu nome e a data do preenchimento. 

E por estar devidamente informado e esclarecido sobre o conteúdo deste termo, livremente, sem 

qualquer pressão por parte dos pesquisadores, expresso meu consentimento para minha inclusão 

nesta pesquisa.  

O sangue colhido que sobrar poderá ser guardada no Freezer -80ºC do Lab. DCDIA localizado 

Centro de pesquisas Leônidas e Maria Deane-FIOCRUZ adequando a RESOLUÇÃO CNS Nº 

441, de 12 de maio de 2011. Perguntamos se sr. (a) consente que esta amostra possa ser utilizada 

no futuro para outras pesquisas? Nós garantimos que estas pesquisas serão sobre o mesmo tema 

desta pesquisa e para elas será elaborado um novo projeto que será submetido à aprovação pelo 

sistema CEP/CONEP e você será procurado para assinar um novo TCLE. Você consente?  

 

                            Sim ( )                                                            Não ( )  

 

 

 

 

                                                                                                                            Assinatura 

Datiloscópica. 
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___________________________________                    _____/_____/______  

Nome e assinatura do participante da pesquisa                Data  

 

__________________________________                     _____/_____/______  

Nome e assinatura do entrevistador                                 Data  

 

                                                 _____/_____/______  

                                                                                         Data 

 

 

 

  

Luis André Morais Mariúba, Pesquisador 

Instituto Leônidas e Maria Deane – FIOCRUZ 

Manaus-AM, Tel.: 92 36212323 
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7.3 TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

TERMO DE ASSENTIMENTO 

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO 

Duas vias deste documento serão impressas, sendo uma via do participante da pesquisa. 

 (Adolescentes maiores de 12 anos e menores de 18 anos) 

 

Informação geral: O assentimento informado para criança/adolescente não substitui a 

necessidade de consentimento informado dos pais ou guardiãs. O assentimento assinado pela 

criança demonstra a sua cooperação na pesquisa.  

 

Título do projeto: Avaliação de métodos para diagnósticos de Malária 

Investigadores:  Adélia Marques de Figueiredo, Juliane Correa Glória, Daniele Soares 

Mota, Dr. Luis André Morais Mariúba, Dr. Marcus Vinicius Guimarães de Lacerda, Dr. 

Wuelton Marcelo Monteiro, Dra. Gisely Cardoso de Melo, Carolina Bioni Garcia Teles e 

Dhelio Batista Pereira 

Local da pesquisa: FIOCRUZ-MANAUS, FMT-HVD e Centro de Pesquisa em Medicina 

Tropical (CEPEM/ SESAU). 

Endereço: Rua Teresina, nº476 Adrianópolis – Manaus, AM- Brasil. Telefone: (92) 36212323.  

 

O que significa assentimento?  

O assentimento significa que você concorda em fazer parte de um grupo de adolescentes, da 

sua faixa de idade, para participar de uma pesquisa. Serão respeitados seus direitos e você 

receberá todas as informações por mais simples que possam parecer.  

Pode ser que este documento denominado TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E 

ESCLARECIDO contenha palavras que você não entenda. Por favor, peça ao responsável pela 

pesquisa ou à equipe do estudo para explicar qualquer palavra ou informação que você não 

entenda claramente.  

Informação ao participante da pesquisa:  

Você está sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa.  

Qual o objetivo? Desenvolver novos métodos de diagnóstico de malária por meio da detecção 

de marcadores de infecção proteicos ou material genético. 

Para que fazer a pesquisa? Para ajudar no desenvolvimento de novos testes de identificação da 

Malária. E esta pesquisa poderá ser usado no futuro para o desenvolvimento de outros testes.  

Como será feita? Faremos um questionário sobre você, seus dados pessoais como nome, 

endereço, idade, história de malária anterior, sintomas, e o resultado do exame de malária. Com 
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seu consentimento faremos a coleta de 10 ml de sangue que equivale a uma colher de sopa, 

coletaremos pela veia do antebraço e isto será realizado por uma técnica de saúde capacitada e 

treinada da gerencia de malária.  

Beneficio esperados como a pesquisa? Não há nenhum beneficio para que você, porém 

indiretamente você ajudará no desenvolvimento e padronização de novos testes para o 

diagnóstico da Malária vivax e falciparum, melhorando a chance de diagnóstico e tratamento 

correto. No entanto, será beneficiado por contribuir para o avanço científico da doença.  

Caso você aceite participar, os procedimentos são: Com o sangue nós vamos realizar 

experimentos para elaboração de testes diagnóstico para malária vivax e falciparum.  

Quais os riscos? Você pode sentir alguma dor, no local da coleta de sangue pode ficar roxo, 

ou desconforto por causa da picada da agulha. Mas qualquer dor deve durar poucos segundos. 

A quantidade de sangue é muito pequena e não representa nenhum risco a saúde. Todos os 

cuidados serão tomados para diminuir esses riscos. A participação é voluntária, isso quer dizer 

que, para que a gente possa fazer isso, você de concordar voluntariamente em participar da 

pesquisa, assinando o seu nome. Se você não quiser participar não terá nenhum prejuízo para o 

seu tratamento.  

CEP/FMT-HVD: O Comitê de Ética da Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira 

Dourado (CEP/FMT-HVD) localiza na Av. Pedro Teixeira, nº 25 - Bairro Dom Pedro, CEP 

69.040-000 - Manaus - Amazonas – Brasil. Contatos via telefone (92) 2127-3572 e pelo e-mail 

cep@fmt.am.gov.br. Horário de funcionamento, de 2ª a 6ª feira das 8:00 as 12:00 horas. 

Contatos ou dúvidas: Se você tiver qualquer pergunta ou preocupação sobre o estudo, por 

favor, vamos esclarecer isso agora. Mesmo assim se você desejar esclarecer suas dúvidas sobre 

a pesquisa sinta-se à vontade para contatar os pesquisadores do projeto. 1) Pesquisador principal 

Dr. Luis André Morais Mariúba, laboratório DCDIA, e os demais alunos, Juliana Correa Glória, 

Daniele Soares Mota,  poderão ser encontrados no Centro de pesquisas Leônidas e Maria 

Deane-FIOCRUZ, das 08:00 ás 17:00 horas, de segunda-feira a sexta-feira, situado no endereço 

Rua Teresina, nº 476 Adrianópolis - Manaus, AM – Brasil. Telefone: (92) 36212323. 2) A 

estudante pesquisadora Adélia Marques de Figueiredo que poderá ser encontrada na Gerência 

de Malária da Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, das 08:00 as 

12:00 horas, de segunda-feira a quinta-feira situado no endereço Rua Av. Pedro Teixeira, nº 

25 - Bairro Dom Pedro – Manaus, AM-Brasil. Telefone: (92) 21273443.  

Declaração de consentimento: Declaro que li e recebi a explicação do consentimento e 

objetivo do estudo, sendo esclarecidas todas as minhas dúvidas e estou concordando em 

participar do estudo. Se eu não souber ler ou escrever, uma pessoa de minha confiança lerá este 
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documento para mim e depois escreverá nesta página o meu nome e a data do preenchimento. 

E por estar devidamente informado e esclarecido sobre o conteúdo deste termo, livremente, sem 

qualquer pressão por parte dos pesquisadores, expresso meu consentimento para minha inclusão 

nesta pesquisa.  

O sangue colhido que sobrar poderá ser guardado no Freezer -80ºC do Lab. DCDIA localizado 

Centro de pesquisas Leônidas e Maria Deane-FIOCRUZ adequando a RESOLUÇÃO CNS Nº 

441, de 12 de maio de 2011. Perguntamos se sr. (a) consente que esta amostra possa ser utilizada 

no futuro para outras pesquisas? Nós garantimos que estas pesquisas serão sobre o mesmo tema 

desta pesquisa e para elas será elaborado um novo projeto que será submetido à aprovação pelo 

sistema CEP/CONEP e você será procurado para assinar um novo TCLE. Você consente?  

 

Sim ( )Não ( ) 

 

 

 

 Assinatura Datiloscópica 

________________________________________/_____/______  

Nome e assinatura do participante da pesquisa Data  

 

 

 

Assinatura Datiloscópica 

________________________________________/_____/______  

Nome e assinatura dos pais / responsáveis Data  

 

 

__________________________________ _____/_____/______  

Nome e assinatura do entrevistador Data  

 

                                                 _____/_____/______  

                                                                                         Data 

 

 

 

Luis André Morais Mariúba, Pesquisador 

Instituto Leônidas e Maria Deane – FIOCRUZ 

Manaus-AM, Tel.: 92 36212323 


