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RESUMO 
 

A malária é uma das mais importantes doenças transmitidas por vectores e que 

acomete grande parte da população mundial. O P. vivax é a espécie predominante 

nas Américas, representando 64% dos casos. A área endêmica da malária no Brasil 

compreende a Região Amazônica, responsável por 99% dos casos autóctones. 

Trabalhos anteriores demonstraram a alta prevalência da malária em garimpeiros 

na região Amazônica e a espécie mais frequente envolvida é o P. vivax. A 

resistência à malária faz parte da interação de diferentes fatores que regulam as 

relações entre o parasito e o hospedeiro. Essa interação é um fator determinante 

na resposta imune a infecção. Os polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) nos 

genes de citocinas têm sido explorados em estudos de variação genética humana 

e tentam explicar a influência dessa variação na susceptibilidade as doenças 

infecciosas. As variações no número de cópias (CNVs) também podem afetar 

potencialmente a expressão dos genes de várias maneiras, contudo pouco se sabe 

sobre o papel dessa variação genética na adaptação humana frente à infecção pelo 

P. vivax. O estudo objetivou investigar se as alterações genômicas quantitativas e 

os SNPs nos genes TNFA-308A>G, IFNG+874T>A, IL6-174C>G e do haplótipo -

1082/-592/-819 no gene IL10, associados à produção de citocinas podem 

influenciar na fisiopatogenia da malária vivax. O estudo selecionou 129 pacientes, 

a partir de 288 atendidos na cidade de Itaituba, estado do Pará, sendo 79 pacientes 

sem infecção para malária e 50 pacientes positivos para P. vivax e destes, 15 

tinham infecção primária a malária e 35 pacientes relataram episódios anteriores a 

infecção. Foi determinada a carga parasitária pela gota espessa; os parâmetros 

hematológicos; as citocinas foram dosas por citometria de fluxo; a genotipagem dos 

SNPs foi feita por PCR-SSP e a variação no número de cópias foi determinada pela 

técnica do aCGH. A análise estatística foi realizada utilizando o programa Bioestat 

e Graph-pad prim. Observados que ambos os grupos maláricos (primário e 

recorrente) apresentaram redução significativa no número de plaquetas; no grupo 

recorrente observamos aumento significativo na porcentagem de monócitos; não 

observamos diferenças significativas na frequência dos SNPs; não observamos 

associações dos SNPs com a infecção pelo P. vivax; observamos diferenças 

significativas nos níveis plasmáticas das citocinas entre os grupos; observamos 
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níveis significativamente maiores nos indivíduos com o haplótipo IL10GCC/GCC e 

correlação entre os níveis das citocinas IL-10, TNF-α e IL-6 e a carga parasitária; 

observamos um aumento significativo no nível das citocinas IFN-γ, IL-6 e IL-10 no 

grupo com malária primária em comparação ao controle endêmico, bem como um 

aumento significativo na expressão das citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 no grupo 

recorrente em comparação ao grupo controle, enquanto que a expressão da 

citocina IFN-γ foi significativamente maior no grupo primário em comparação com 

o grupo recorrente. Descrevemos pela primeira as alterações quantitativas no 

genoma dos pacientes infectados com P. vivax e identificamos 112 genes 

amplificados e 12 genes deletados na população em estudo, e, apesar das CNVs 

encontradas não incluírem nenhum gene relacionado com receptores ou fatores de 

resistência a malária vivax e nem estarem correlacionados com os dados clinico-

patológicos da doença, observamos vários genes com alterações no número de 

cópias relacionados a outras doenças. Este estudo fornece dados adicionais sobre 

a resposta imune entre P. vivax e o hospedeiro e as alterações genômicas 

quantitativas no hospedeiro de uma área endêmica de garimpo. 

 

Palavras-Chave: Polimorfismos; Citocinas; P. vivax; SNPs; CNVs. 
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ABSTRACT 
 

In endemic areas of Asia, Oceania, Central and South America and in the horn of 

Africa P. vivax malaria is a major cause of morbidity with 35 million cases annually. 

In Brazil, the Amazon region concentrates almost all cases and infections registered 

countrywide, with more than three hundred thousand cases per year. Several 

evidences suggest that an exacerbated inflammatory response associated to 

density parasite is likely to aggravate the malaria symptoms. We assessed the 

haematological and immunological aspects, genetic alterations related to CNVs that 

could lead to phenotypic alterations, conferring resistance or susceptibility to 

malaria, as well the presence of polymorphisms in cytokine genes and their 

association with the infection in patients living in a gold-mining area in a gold-mining 

in the Brazilian Amazon Region, establishing patterns of immune response 

characteristic of primary malaria, recurrent malaria and endemic control. Six SNPs 

(TNFA-308G/A, IFNG+874T/A, IL6-174G/C, IL10-1082G/A, -819C/T, -592C/A) in 

four genes were determined; blood cell count was conducted on automatic analyzer; 

plasmatic cytokines IL-6, IL-10, TNF-α and IFN-γ were quantified by flow cytometry 

and density parasite was estimated by thick blood films with confirmation by nested-

PCR; the CNV was estimated by aCGH and association between copy number and 

phenotypes (parasite load, mean number of clinical infections of malaria and 

gender) was assessed. The statistical analyzes were performed by Graph-pad prism 

6.0 and Bioestat 5.0. No significant association was found between SNPs and 

malaria infection; cytokine levels were higher in malaria group when compared to 

endemic control; production of IL-10 was higher in the presence of GCC/GCC 

haplotype; IFN-γ levels were correlated with previous malaria episodes; malaria 

patients showed lower platelet numbers, reduction on white blood cells count and 

an increased monocyte percentage; significant increase in the IL-6 and IL-10 

plasmatic levels in both malaria groups; the primary malaria patients displayed the 

highest significant plasmatic IFN-γ levels; recurrent malaria patients displayed the 

highest significant plasmatic TNF-α; malaria infection demonstrated correlation 

between parasite density and TNF-α, IL-6 and IL-10 levels; a total of 112 amplified 

genes and 12 deleted genes were observed and the CNVs found did not include 

any gene related to receptors or vivax malaria resistance factors. There were no 



xx 

 

statistically significant correlations between the clinical and pathological data 

(parasite load, mean number of clinical infections of malaria and gender) and the 

presence of CNVs in the patients studied. This study provides additional data on 

Plasmodium-host immune response and describes the quantitative changes in the 

human genome in P. vivax infection in an endemic area of garimpo. 

 

Keywords: Polymorphisms; Cytokine; P. vivax; SNPs; CNVs. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. EPIDEMIOLOGIA DA MALÁRIA 

 

1.1.1. MALÁRIA NO MUNDO  

A malária é uma das mais importantes doenças transmitidas por vectores e 

que acomete grande parte da população mundial (Figura 1). Cerca de 216 milhões 

de casos de malária foram registrados em 2016 e 445 mil mortes (CDC, 2017). A 

maioria dos casos foram registrados na região africana (90%), seguido da região 

do sudeste asiático (3%) e da região do mediterrâneo oriental (2%). A incidência 

estimada da malaria teve redução de 18% globalmente de 76 para 63 casos para 

cada 1000 habitantes entre 2010 e 2016. A região do sudeste Asiático teve a maior 

redução (48%), seguido da região das Américas (22%) e região Africana (20%), 

segundo a organização mundial da saúde (OMS). Apesar dessas reduções, entre 

os anos de 2014 e 2016 aumentou significativamente a incidência de casos na 

região das Américas, bem como nas regiões do sudeste Asiático, Pacifico Ocidental 

e África do Sul (WHO, 2017). 

 

 
Figura 1: Distribuição da malária nos países endêmicos. Fonte: Adaptado de WHO, 2016. 
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A malária é causada por parasitas do filo Apicomplexa, pertencentes ao 

gênero Plasmodium e transmitida pela picada da fêmea do mosquito Anopheles. 

Cinco espécies causam malária em humanos: P. Falciparum, P. vivax, P. malariae, 

P. ovale e P. knowlesi (CDC, 2017). O P. falciparum é a espécie mais prevalente 

na África Subsaariana, apresentando 99% dos casos estimados em 2016. Fora da 

África, o P. vivax é a espécie predominante nas Américas, representando 64% dos 

casos, sendo superior ao registrado no sudeste asiático (30%) e na região do 

mediterrâneo Oriental (40%) (WHO, 2017). 

A resistência às drogas desde o primeiro relatório em 1989 (Rieckmann et 

al., 1989; CDC, 2017) vem aumentando em todo o mundo, com registros no 

Sudeste Asiático (Indonésia, China, Tailândia, Papua Nova Guiné), na América do 

Sul (Amazônia brasileira e peruana e Colômbia), na África (Madagascar e Etiópia), 

no Paquistão e na Turquia (Khatoon et al., 2009; Price et al., 2014). Essa resistência 

parece estar relacionada a mutações no gene da resistência a múltiplos fármacos 

e variação no número de cópias do gene, devido à pressão seletiva pelo tratamento 

com drogas antimaláricas (Suwanarusk et al., 2008; Khim et al., 2014).  

 O P. vivax e P. falciparum são as principais espécies que causam malária 

em humanos (P. malarie é menos frequente), contudo, até os últimos anos, a 

maioria das pesquisas e financiamentos foram focados na prevenção, tratamento 

e controle do P. falciparum.  Cerca de 2,5 bilhões de pessoas estão expostas a 

riscos de infecção para ambas as espécies de parasitas (Gething et al., 2012; 

Gething et al., 2011). Muito embora o P. falciparum cause muitas mortes, 

especialmente na África subsaariana, onde P. vivax é mais raro, a predominância 

do P. vivax em algumas das maiores e mais povoadas regiões do mundo, 

juntamente com a sua agora comprovada associação com resultados graves e 

fatais, demonstra a importância de se reverter a negligência histórica desta 

infecção. Uma compreensão mais profunda da epidemiologia única deste parasita 

é necessária para o controle efetivo da malária (Howes et al., 2016). 

 

1.1.2. MALÁRIA NO BRASIL 

O Brasil é o maior país da América do Sul, com uma área de mais de 8,5 

milhões de quilômetros quadrados e uma população total de mais de 200 milhões 
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de habitantes. Grande parte do seu território está localizada na zona tropical (dos 

quais quase 60% estão na região amazônica), com uma flora e fauna altamente 

diversificada e que abriga os mosquitos transmissores das infecções como febre 

amarela, dengue, chikungunya, zika vírus e malária (Barreto et al., 2011). A 

transmissão da malária é quase inteiramente restrita à região Amazônica. Nas 

últimas quatro décadas, o Brasil tem sido responsável por mais de 30% dos casos 

de malária nas Américas (WHO, 2017).  

A história do controle da malária no Brasil obteve um relevante sucesso, bem 

como grandes desafios e barreiras. Até a primeira metade do século 20, a 

transmissão da malária ocorreu na maior parte do seu território, com cerca de 6 

milhões de episódios por ano em uma população de 50 milhões de habitantes. O 

fortalecimento das ações de controle da doença através da campanha de 

erradicação da malária entre os anos de 1950-1960 proporcionou o controle da 

transmissão nas regiões sul e nordeste do país (Oliveira-Ferreira et al., 2010). No 

final da década de 1960, a incidência da malária caiu para menos de 53,000 casos 

por ano, quase todos na região norte (Griffing et al., 2015).  

A incidência da malária flutuou no Brasil, com uma clara tendência crescente 

a partir do final da década de 1970. O baixo número de casos relatados na década 

de 1960 foi restringido a pequenas aldeias; esse cenário mudou no final da década 

de 1970 devido à migração massiva para a região amazônica promovida pelo 

governo federal durante a ditadura militar (Sampaio et al., 2015). O número de 

casos aumentou de 52 mil por ano na década de 1960 para 550 mil na década de 

1980 a 1990, atingindo um pico de 637.470 em 1999, seguido de uma tendência 

decrescente a partir de 2008, e finalmente atingindo o menor número de casos nos 

últimos 35 anos em 2015, com um total de 142.314. Esta tendência também foi 

mostrada pelo índice parasitário anual (IPA) restrito às áreas de transmissão na 

região amazônica, que caiu de 35 casos por 1.000 pessoas por ano no início da 

década de 1990 para pouco acima de cinco em 2015. Está clara diminuição da 

incidência é resultado dos esforços no controle da doença implementados em 

partes, por iniciativa do governo federal, com o apoio de entidades locais (Griffing 

et al., 2015).  
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No entanto, apesar do sucesso relativo dos esforços de controle, a 

transmissão da malária ainda está em curso na região amazônica e os surtos a 

nível nacional foram registrados em 1999 e 2005, respectivamente. Uma variedade 

de fatores pode contribuir para o aumento do número de casos, incluindo os 

ambientais, a falta de condições sanitárias adequadas e o cenário socioeconômico 

e político instável. Especificamente, a falta de financiamento e gerenciamento 

relacionado às medidas de controle, a descentralização da responsabilidade pela 

condução da vigilância do nível federal ao município e a estação chuvosa mais 

intensa podem explicar a alta incidência observada neste período (Cohen et al., 

2012). 

A redução no número de casos de malária causados pelo P. falciparum a 

partir de 1990 foi proporcional a um aumento simultâneo e progressivo com os 

causados pelo P. vivax, que levou esta última espécie a se tornar predominante e 

responsável por mais de 90% dos episódios de malária em 2011. Razões por trás 

desta tendência inclui um marco importante na saúde pública, com a criação do 

Sistema Único de Saúde (SUS) em 1988 resultou no melhor acesso ao diagnóstico 

e ao tratamento. A proporção de P. vivax aumentou ligeiramente acima de 50% em 

1983 para cerca de 65% em 1995. Durante o segundo semestre da década de 

1990, o Ministério da Saúde implementou o “Programa de Controle Intensificado da 

Malária”, expandindo e melhorando o diagnóstico e tratamento da doença com foco 

na redução do tempo de tratamento, resultando em cerca de 50% dos casos 

tratados dentro de 48 horas após a apresentação dos sintomas. A proporção de P. 

vivax atingiu 80% do total em 1999, com um aumento no número total de casos 

nesse ano (Oliveira-Ferreira et al., 2010; Griffing et al., 2015). 

 Durante os seis anos seguintes, o número de casos diminuiu 

consideravelmente, com uma proporção decrescente de P. vivax atingindo 73% do 

total em 2005, coincidindo com a decisão do Programa Nacional de Controle da 

Malária (PNCM) para mudar o tratamento de primeira linha para terapias 

combinadas de artemisinina após evidência de aumento da resistência do P. 

falciparum a quinina e doxiciclina (Alecrim et al., 2006). Entre 2005 e 2015, embora 

a população de risco tenha aumentado 13%, a incidência de malária diminuiu 

consideravelmente, como evidenciada pelas reduções no IPA (79,2%) e no número 
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total de casos (76,5%). Essa tendência foi acompanhada por um declínio ainda 

maior na proporção de P. falciparum, com predomínio de P. vivax aumentando 

progressivamente até atingir 88,4% em 2015 (Siqueira et al., 2016). 

A proporção de recaídas de infecções por P. vivax é muitas vezes 

considerada como uma propriedade intrínseca dos parasitas da malária, que varia 

consideravelmente por região geográfica. Cepas tropicais recaíram mais do que 

cepas temperadas. No entanto, a proporção de recaída é também claramente uma 

função da carga parasitária e da resposta imune. A recaída comumente ocorre 

dentro de alguns meses após o tratamento de "malária primária" que pode 

reaparecer as formas assexuadas do parasita no sangue, até seis meses após o 

período de monitorização pós-terapêutica (White, 2011). 

A "malária recorrente" pode surgir de reinfecções em áreas de transmissão 

ativa ou recrudescência, como resultado da falta de eficácia dos antimaláricos ou 

recaídas, que são o resultado da ativação das formas latentes no fígado, chamadas 

de hipnozoítos. Cada um deles requer estratégias de controle específicas, como o 

manejo de vetores, antimaláricos mais eficazes e tratamento, respectivamente. 

Estas características distintas, juntamente com uma incompleta compreensão dos 

aspectos clínicos e epidemiológicos da doença criam desafios ainda maiores para 

o controle da transmissão (Siqueira et al., 2016). 

 

1.1.3. MALÁRIA NA REGIÃO AMAZÔNICA 

A área endêmica da malária no Brasil compreende a Região Amazônica, 

responsável por 99% dos casos autóctones incluindo os estados do Acre (AC), 

Amapá (AP), Amazonas (AM), Mato Grosso (MT), Pará (PA), Rondônia (RO), 

Roraima (RR), Tocantins (TO), parte do Maranhão (MA) e cinco municípios de 

Goiás (GO). Mesmo na área endêmica, o risco de contrair a doença não é uniforme 

e este é medido pelo IPA, que serve para classificar as áreas de transmissão em 

alto (≥ 50), médio (<50 e ≥10) e baixo risco (<10) de acordo com o número de casos 

para cada mil habitantes (Braz et al., 2013) (Figura 2).  
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Figura 2: Distribuição da malária no Brasil. Fonte: Brasil, 2015. 

 

 

Em 2016, houve redução dos casos autóctones em comparação com 2015, 

de 135.153 para 120.282. Na análise por Estado, o PA apresentou o maior aumento 

(8.893 para 13.854); seguido do AC (26.524 para 34.184). Apesar dos poucos 

casos autóctones na Região Extra-Amazônica, a doença não pode ser 

negligenciada diante do risco de reintrodução, agravado pelo fluxo migratório em 

áreas suscetíveis, bem como pela possibilidade de aumento da letalidade devido 

ao diagnóstico tardio e manejo clínico inadequado (SIVEP-Malária, 2017). 

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), a Amazônia 

legal inteira possui 5.020.000 km², representando 59% do território brasileiro, 

distribuído por 775 municípios, onde viviam em 2010, segundo o censo 

demográfico, 25,5 milhões de pessoas. Entre os Estados da Amazônia Legal, o PA 

é o mais populoso, atingindo a marca de 7,5 milhões de habitantes. AM tem 3,4 

milhões de habitantes, e MT, 3,0 milhões. O Estado menos populoso é o AP, com 

669 mil habitantes (IBGE, 2010). 

Um total de 60% dos casos de malária na América do Sul são oriundos da 

Amazônia brasileira. Esta região serve como uma importante fonte de casos e 
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surtos de malária importados e introduzidos na região extra-amazônica do Brasil, 

bem como em outros países (Arévalo-Herrera et al., 2012). Embora a transmissão 

da malária se concentre principalmente na Amazônia (99,5% dos casos brasileiros 

em 2013), a distribuição da doença nesta região não é homogênea. Entre os 808 

municípios amazônicos, 37 municípios relataram 80,37% dos casos, cinco 

municípios (Cruzeiro do Sul (AC), Porto Velho (RO), Itaituba (PA), Eirunepé (AM) e 

Manaus (AM)) relataram 30,36 % dos casos e três deles, Cruzeiro do Sul, Porto 

Velho e Itaituba, relataram 21,48% do total de casos na Amazônia (de Pina-Costa 

et al., 2014). 

A malária na Amazônia brasileira é classicamente sustentada por mosquitos 

do gênero Anopheles (An), entre os quais An. darlingi desempenha um papel único 

e, é a principal espécie na Amazônia. Diversas condições ambientais propiciam a 

transmissão, dentre elas: a abundância do vetor, temperatura acima de 16°C, 

baixas altitudes, alta umidade e frequência de chuvas, fatores estes favoráveis à 

sobrevivência do mosquito vetor. Somado a isso, condições ambientais, tais como 

desmatamento, abertura de estradas, colonização recente de áreas desmatadas e 

de exploração mineral também estão envolvidos na receptividade da região 

Amazônica para a disseminação da malária (Tauil, 2011). 

Atividades de mineração têm sido reconhecidas, há muito tempo pelas 

autoridades de saúde no Brasil, como uma atividade que favorece a disseminação 

da malária (Cunha et al., 2001). Trabalhos anteriores demonstraram a alta 

prevalência da malaria em garimpeiros na região Amazônica (Ferreira et al., 2012; 

Barbieri e Sawyer, 2007; Coura et al., 2006), e a espécie mais frequente envolvida 

é o P. vivax (De Oliveira et al., 2013). A mineração contribui para a propagação da 

doença através das mudanças ecológicas associadas às operações de mineração 

por vários motivos, como: introdução de pessoas não imunes à malária para um 

contato direto com o vetor; criação de nichos ecológicos, pelos métodos de 

mineração, para reprodução, propagação e sobrevivência de mosquitos; garantia 

de muitos contatos repetidos entre os reservatórios humanos e o vetor devido as 

operações de mineração; os assentamentos mineiros em áreas remotas são muitas 

vezes inacessíveis à vigilância, diagnóstico e tratamento periódicos da saúde; e o 

contexto sociológico da mineração de ouro envolve a migração contínua de 
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pessoas infectadas, criando um reservatório móvel de hospedeiros humanos capaz 

de introduzir a doença, tanto dentro quanto fora do Brasil (Oliveira-Ferreira et al., 

2010; Singer e Castro, 2001). Este cenário cria uma importante barreira no controle 

e eliminação da malaria na região e estratégias ainda maiores devem ser tomadas 

a fim de minimizar os riscos da doença nessas áreas de garimpo. 

 

1.2. PATOGÊNESE DA MALÁRIA 

 

1.2.1 CICLO BIOLÓGICO 

Cerca de 90% dos casos clínicos na malária é resultado da infecção pelas 

duas das espécies mais relevantes: P. falciparum ou P. vivax. A malária causada 

pelo P. vivax é a segunda mais importante em todo o mundo e é a mais prevalente 

nos continentes asiático e americano (WHO et al., 2015). Essa infecção é 

caracterizada por recidivas anos após a primeira infecção, uma vez que a forma 

latente, chamada hipnozoíto, que ocorre durante a fase hepática, é de difícil 

diagnóstico, permitindo assim a sobrevivência do parasito no hospedeiro por mais 

tempo (White, 2011). 

A infecção começa com o vetor inoculando esporozoítos na pele do 

hospedeiro; os esporozoítos são móveis e migram para a circulação sanguínea até 

alcançar o fígado (Gueirard et al., 2010) (Figura 3). Sinnis e Coppi (2007) designou 

"estádio cutâneo" da infecção, uma vez que, após a inoculação, pode haver 

interação entre os esporozoítos e as células cutâneas locais, permitindo com que 

os esporozoítos permaneçam durante duas a três horas, talvez em folículos pilosos, 

dando origem a merozoítos. 

Os esporozoítos, por sua vez, migram da pele para os hepatócitos e, em 

seguida, atravessam as células endoteliais iniciando assim o estádio hepático que 

pode passar despercebido clinicamente (Duffy et al., 2012). Alguns esporozoítos 

permanecem como hipnozoítos durante esta fase, e outros vão para a corrente 

sanguínea, desenvolvendo os merozoítos, iniciando o ciclo sanguíneo onde as 

manifestações clínicas da doença são apresentadas (Bartoloni e Zammarchi, 

2012). 



29 

 

Os merozoítos liberados na circulação invadem os eritrócitos (fase 

eritrocítica), transformando-se em trofozoítos, que amadurecem e se dividem, 

gerando esquizontes. Os esquizontes amadurecidos rompem os eritrócitos e 

liberam merozoítos que invadem novos eritrócitos, e, após algumas gerações, se 

diferenciam em gametócitos. Estes, quando ingeridos pelo mosquito durante o 

repasto sanguíneo, sofrem fusão e formam o oocineto, que penetra na parede 

intestinal formando os oocistos. Estes se dividem por esporogonia, originam 

esporozoítos, que se depositam na glândula salivar do mosquito para então iniciar 

um novo ciclo (Rénia e Goh, 2016). 

A gravidade da doença durante o ciclo eritrocítico depende de vários fatores, 

como a localização de eritrócitos parasitados nos órgãos-alvo, a ação local e 

sistêmica dos antígenos do parasita, a produção de citocinas pró-inflamatórias, bem 

como a regulação da resposta imune inata e adaptativa mediada por citocinas e 

quimiocinas, e ativação, recrutamento e infiltração de células inflamatórias 

(Schofield e Grau, 2005). Os sintomas da doença aparecem cerca de 10 a 15 dias 

após a inoculação pelo mosquito infectado e incluem inicialmente febre, dor de 

cabeça, tremores e vômitos; se não for tratada precocemente, e dependendo da 

espécie, a doença pode evoluir com anemia grave, acidose metabólica ou malária 

cerebral e até mesmo levar à morte (López et al., 2017). 
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Figura 3: Ciclo Biológico do P. vivax. Fonte: Adaptado de CDC, 2016. 

 

1.2.1.1. A Infecção nos Hepatócitos 

A infecção nos hepatócitos é também chamada de fase pré-eritrocítica, 

altamente ativa, porém assintomática. O controle da infecção nesta fase evitaria o 

estádio sanguíneo sintomático da malária e por isto ele é alvo chave por várias 

razões: o número de hepatócitos infectados é extremamente baixo, na ordem de 

dezenas a centenas; o P. vivax (assim como as demais espécies que infectam o 

homem) demoram quase uma semana para completar o desenvolvimento nos 

hepatócitos, proporcionando assim tempo suficiente para a eliminação; e, ao 

contrário das hemácias infectadas, os hepatócitos infectados são capazes de 

apresentar antígenos parasitários a células imunes efetoras (Duffy et al., 2012). 

No fígado, os esporozoítos atravessam a camada fenestrada de células 

endoteliais e de Kupffer para entrar no espaço de Disse (espaço entre os capilares 

sinusóides e os hepatócitos), e usando a sua proteína de superfície mais 
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abundante, chamada de proteína circumsporozoíta (CSP), bem como a proteína 

adesiva relacionada à trombospondina (TRAP) para reconhecer as células de 

Kupffer e passar através da célula dentro do vacúolo parasitóforo (PV) (Pradel e 

Frevert, 2001).  

Neste momento, os esporozoítos sofrem transformações, com 

arredondamento da sua forma e expansão em tamanho. No interior dos hepatócitos 

o parasito se localiza adjacente ao núcleo e pode alterar a expressão de proteínas 

hospedeiras através da translocação da CSP através da membrana nuclear (Singh 

et al., 2007). Os esporozoítos sintetizam grandes quantidades de lipídios e ácidos 

nucléicos necessários para que aconteçam sucessivas divisões até formarem 

dezenas de milhares de merozoítos dentro de 6 a 7 dias (para as espécies de 

Plasmodium que infectam humanos). Estes merozoítos emergem dos hepatócitos 

em pequenos bolsos chamados merosomas e entram na corrente sanguínea, 

marcando o fim da fase de pré-eritrocítica (Sturm et al., 2006). 

 

1.2.1.2. A Infecção nos Eritrócitos 

A infecção dos eritrócitos do hospedeiro é essencial para o desenvolvimento 

da doença, variando muito entre as diferentes espécies de Plasmodium e envolve 

um processo complexo e de vários passos com interação entre ligantes do parasita 

e receptores de ligação a célula hospedeira. As moléculas envolvidas na interação 

parasita-hospedeiro da espécie P. falciparum são bem caracterizadas (Cowman e 

Crabb, 2006), enquanto que a interação parasita-hospedeiro da espécie P. vivax 

ainda não são totalmente compreendidas (Prajapati e Singh, 2013). 

Uma vez alcançando a corrente sanguínea, os merozoítos do P. vivax 

invadem primariamente hemácias jovens (reticulócitos) (Kitchen, 1938). Esta 

invasão é mediada pelo receptor expresso na sua superfície chamado receptor 

Duffy ou receptor de antígeno Duffy para quimiocinas (DARC) (Horuk et al., 1993). 

Durante o processo de invasão, o receptor Duffy é reconhecido e ligado pela 

proteína de ligação ao antígeno Duffy (PvDBP) no merozoíto do P. vivax. A PvDBP 

é uma proteína de 140 kD, localizada numa organela do merozoítos, chamada de 

micronema (Fang et al, 1991; Adams et al., 1992) e é composta por cinco regiões 

com base em resíduos de cisteína conservados e a região II que confere aderência 
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ao receptor Duffy na superfície dos eritrócitos. A ausência de receptor Duffy, até 

então, conferia resistência à infecção por P. vivax (Miller et al., 1976), contudo há 

relatos de transmissão de P. vivax em pacientes negativos para o grupo sanguíneo 

Duffy, na África (Ryan et al., 2006; Mendes et al., 2011; Wurtz et al., 2011) e no 

Brasil (Cavasini et al., 2007a; Cavasini et al., 2007b; Carvalho et al., 2012). Outras 

proteínas estão envolvidas neste processo.  

Além da PvDBP, outras proteínas do P. vivax envolvidas no reconhecimento 

e na ligação com os reticulócitos já foram identificadas, no entanto, seus 

respectivos receptores em ainda não estão definidos. Estas proteínas incluem as 

proteínas de ligação aos reticulócitos (PvRBP) e a proteína de superfície do 

merozoíto-1 (PvMSP-119) (Galinski et al., 1992; Cantor et al., 2001; Rodriguez et 

al., 2002). A especificidade na ligação dos reticulócitos é conferida pela família 

RBP. Dois membros da família já foram caracterizados em P. vivax (PvRBP-1 e 

PvRBP-2), os demais membros já foram encontrados em outras espécies de 

Plasmodium de humanos, símios e roedores (Galinski et al., 1992; Keen et al., 

1994; Rayner et al., 2000; Rayner et al., 2004) e suas principais funções são 

observadas durante o processo inicial de seleção/reconhecimento e invasão dos 

eritrócitos (Galinski et al., 1992).  

 

1.2.2. ASPECTOS CLÍNICOS 

A infecção por P. vivax, que tem sido muito negligenciada e erroneamente 

considerada “benigna” (Picot, 2006), está recebendo uma importância cada vez 

maior nos debates que se realizam sobre epidemiologia e controle da malária, 

resistência a drogas, patogênese e vacinas (Galinski e Barnwell, 2008).  

A apresentação clínica da malária não grave costuma ser febre de início 

abrupto, dentro de um período de menos de 8 horas. Este aparecimento é 

justificado pela ruptura das hemácias infectadas, em consequência à produção de 

citocinas como interleucina (IL)-1, IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e 

interferon gama (IFN-γ), que são associados aos quadros de calafrio, náusea e 

vômito (Anstey et al., 2009). 

Apesar da parasitemia baixa no estágio sanguíneo em comparação com a 

infecção pelo P. falciparum (Baird, 2013a; Price et al., 2007), a infecção pelo P. 
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vivax causa morbidade significativa e já foi demonstrada associação com a malária 

grave e morte (Anstey et al., 2012; Quispe et al., 2014; Mahgoub et al., 2012).  

 As principais alterações associadas à malaria grave são acometimento do 

sistema nervoso central, a anemia grave, a insuficiência renal, disfunção pulmonar, 

o choque, trombocitopenia grave, a acidose metabólica e a disfunção hepática. No 

entanto, estas manifestações são observadas em apenas uma parcela dos 

indivíduos infectados, sendo esta diversidade justificada pela patogenicidade das 

cepas e fatores do hospedeiro como idade e características genéticas (Braga et al., 

2004; Lacerda et al., 2008; Tanwar et al., 2011). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, para doenças graves, a anemia 

é a hemoglobina abaixo de 5 g/dL em crianças e menos de 7 g/dL em adultos. A 

anemia associada à malária é mais frequente e grave em crianças (Kaushik et al., 

2012; Lanca et al., 2012) e mulheres grávidas (Douglas et al., 2012; Rijken et al., 

2012) e tem sido mais frequentemente associada a infecções pelo P. vivax. Na 

Amazônia Brasileira, a frequência da anemia não severa é de 80% em crianças e 

adolescentes (Ventura et al., 1999; Fernandes et al., 2008). A etiologia da anemia 

é complexa e multifatorial em áreas endêmicas. Os principais fatores que 

influenciam são hemólise, coinfecção por helmintos intestinais, hemoglobinopatias, 

déficits nutricionais, resistência a drogas e gravidez (Carvalho et al., 2011; Williams 

et al., 1997; Rodriguez-Morales et al., 2006). 

Uma vez infectados, os eritrócitos demoram cerca de 48 horas para romper 

e liberar os merozoítos na circulação sanguínea, tanto na infecção pelo P. vivax 

como P. falciparum. E, apesar do intervalo da parasitemia periférica nas infecções 

por P. vivax ser menor do que na infecção pelo P. falciparum, bem como a 

parasitemia > 2% de eritrócitos infectados ser rara (Trampuz et al., 2003), estudos 

sugerem que a morte prematura de reticulócitos infectados devido à infecção pelo 

P. vivax deve ser suficiente para levar a anemia extrema ao longo de vários meses 

prejudicando o fornecimento de glóbulos vermelhos maduros (Jakeman et al., 1999; 

Price et al., 2007). 

Embora seja uma complicação frequente na malária, em 24 a 94% dos 

pacientes, a trombocitopenia por si só não é considerada como causa da morte. A 

trombocitopenia é definida como contagem de plaquetas < 150.000/μL, e 
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trombocitopenia grave como < 50.000/μL. A patogênese da trombocitopenia na 

malária é complexa e ainda não inteiramente compreendida (Lacerda et al., 2011). 

Uma das explicações para isso é a ativação da cascata de coagulação e a 

esplenomegalia (aumento do tamanho do baço relacionado à destruição das 

hemácias), causando maior consumo e destruição das plaquetas, respectivamente 

(Kochar et al., 2010).  

A insuficiência renal aguda é outra complicação relatada em pacientes com 

malaria vivax grave (Kaushik et al., 2012; Kochar et al., 2010; Jat et al., 2012), e 

definidos por apresentarem oligúria e níveis de creatinina acima de 3,0 mg/dL. 

Outros relatos demonstram pacientes graves com P. falciparum e P. vivax (Kochar 

et al., 2009; Andrade et al., 2010; Alexandre et al., 2010; Lacerda et al., 2012a; Kute 

et al., 2012), alguns necessitando de diálise e alguns evoluindo até a morte (Kochar 

et al., 2009; Sinha et al., 2013). A icterícia acompanhada da insuficiência renal é 

outra característica da malária grave. Adultos com malaria vivax que apresentam 

icterícia é mais comum que em infecções por P. falciparum (Kochar et al., 2010; 

Lanca et al., 2012). Além disso, em áreas endêmicas, outras doenças como 

leptospirose (Srinivas et al., 2007) e febre tifóide (Kumar e Katiyar, 1995) podem 

ocorrer em associação com a infecção pelo P. vivax causando síndromes ictéricas 

(Alexandre et al., 2010). 

A acidose metabólica é outra alteração relatada na malária, sendo a maioria 

dos relatos associados à infecção pelo P. falciparum e muito pouco é mencionado 

na malária vivax (Lanca et al., 2012; Kochar et al., 2010; Tanwar et al., 2011), 

provavelmente devido ao fenômeno de citoaderência (que ocorre nas infecções 

pelo P. falciparum) dos glóbulos vermelhos infectados ao endotélio vascular de 

órgãos vitais, levando a oclusão vascular e hipoxemia (baixa de oxigênio no 

sangue). Há evidencias apenas in vitro de que hemácias infectadas com P. vivax 

são capazes de aderir às células endoteliais humanas do pulmão e células 

endoteliais cerebrais de primatas (Carvalho et al., 2010). 

O comprometimento neurológico em pacientes infectados com malária é 

uma manifestação de alta mortalidade associada com diferentes apresentações 

clínicas. Consciência prejudicada ou coma, prostração com fraqueza generalizada 

de modo que o paciente não consegue caminhar ou sentar-se, falha na alimentação 
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e convulsões múltiplas (mais do que dois episódios em menos de 24h) são algumas 

das principais manifestações clínicas neurológicas da malária grave. Coma e lesão 

cerebral podem ter mecanismos patogênicos distintos de acordo para diferentes 

conjuntos de pacientes, ou seja, crianças e adultos, ou diferentes infecções pelo P. 

vivax e/ou P. falciparum (Lacerda et al., 2012a). 

Na malária grave causada pelo P. falciparum, o coma é uma forma grave 

frequente que ocorre em quase metade dos pacientes e é um forte preditor de 

desfecho fatal, ocorrendo de forma semelhante em adultos e crianças (Dondorp et 

al., 2008; Yeo et al., 2007). Porém, na infecção pelo P. vivax o coma não é uma 

manifestação frequente (Lacerda et al., 2012a; Lampah et al., 2011) e as 

características patológicas do comprometimento neurológico ainda são mal 

caracterizadas (Anstey et al., 2009; Lacerda et al., 2012b). 

 

1.2.3. FATORES ASSOCIADOS ÀS RECIDIVAS DA INFECÇÃO 

A infecção pelo P. vivax ocorre em uma área geográfica ampla, estendendo-

se para além dos limites da infecção pelo P. falciparum. Isto é devido às formas 

latentes do parasito no fígado humano (hipnozoítos), um refúgio seguro de um 

ataque imune durante longas estações frias sem o vetor. Para invadir os glóbulos 

vermelhos, o P. vivax depende do antígeno Duffy. Os indivíduos que não 

expressam este antígeno foram, portanto, considerados refratários à infecção por 

P. vivax (Livingstone, 1984), como em partes da África, onde é muito frequente o 

fenótipo negativo para o antígeno Duffy (Howes et al., 2011). Contudo, achados de 

infecções por P. vivax em pacientes negativos para Duffy aumentam a possibilidade 

de um mecanismo de invasão alternativo do parasito (Cavasini et al., 2007a; 

Ménard et al., 2010). 

As recidivas da malária é a recorrência da parasitemia assexuada seguinte 

ao tratamento da doença, após ter sido constatada a sua negativação, em variado 

período de tempo (White, 2011). Isto pode ocorrer por (a) falha na terapêutica ou 

por não adesão ao tratamento (Pereira et al., 2011), ou por resistência do parasito 

às drogas utilizadas (Cui et al., 2015) ou por má qualidade do medicamento 

instituído (Nogueira et al., 2011) ou utilização de doses subterapêuticas das drogas 

antimaláricas (Duarte et al., 2001); (b) reativação das formas dormentes que 
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constituem o chamado reservatório de hipnozoíto da infecção, que transmite novas 

infecções sanguíneas e ataques clínicos, além de uma nova transmissão futura 

(White, 2011) e (c) exposição à nova infecção pelo mosquito vetor e o número de 

esporozoítos inoculados (Mueller et al., 2013; Hulden, 2011).  

Recrudescência da malária ocorre quando as formas sanguíneas do parasito 

não são completamente erradicadas pelo tratamento e reexpandem o seu número 

após o declínio da concentração sérica das drogas. Ocorre com maior frequência 

na malária por P. falciparum e P. vivax e, raramente, pelo P. malariae (Baird, 

2013b). As recaídas são definidas como o reaparecimento da parasitemia e das 

manifestações clínicas do paciente por uma reinvasão das hemácias pelos 

merozoítos provenientes de hipnozoítos dormentes no fígado. Acredita-se que 

podem surgir após 21 a 140 dias do tratamento com a cepa tropical e após 180 a 

420 dias com a cepa temperada do parasito e sua principal causa é a falha no 

tratamento (White, 2011). 

Baseado apenas na observação clínica é muito difícil distinguir 

recrudescência de recaída e recaída de reinfecção. Em algumas situações, o 

discernimento pode ser feito pela identificação de genótipo idêntico do parasito da 

recaída com a infecção primária. Contudo, a genotipagem dos parasitos da infecção 

inicial e da recaída não tem sido eficiente (Silvino et al., 2016; Araujo et al., 2012; 

Restrepo et al., 2011). A reinfecção pelo P. vivax é uma nova infecção adquirida 

por pacientes que tenham tratado de malária, após intervalo de tempo incompatível 

com a ocorrência de recrudescência ou recaída. Em análise genotípica, pode-se 

considerar como reinfecção, o achado de um parasito geneticamente diferente 

daquele causador da infecção primária. Como o tempo entre os episódios da 

malária se sobrepõe, mesmo com a análise genotípica, é também difícil à distinção 

precisa entre recaída e reinfecção (De Araujo et al., 2012; Markus, 2011). 

Tem sido consenso que até 28 dias, quando ainda há droga circulante após 

o tratamento, as recidivas podem ser consideradas recrudescências. A partir de 29ª 

dia até mais de seis meses, podem ser consideradas recaídas, em caso de cepa 

tropical. As reinfecções, por sua vez, podem ocorrer a qualquer momento após a 

eliminação da droga do organismo (Silvino et al., 2016; Hanf et al., 2009). No Brasil, 

o PNCM faz a investigação sistemática das recidivas por meio da monitorização da 
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parasitemia, em tempos variados, após a finalização do tratamento 

medicamentoso. O PNCM estabelece como recrudescência, provável recaída e 

reinfecção pelo P. vivax, o ressurgimento da parasitemia nos intervalos de 7 a 28 

dias, 29-60 dias e acima de 60 dias, respectivamente, após o início do tratamento 

da infecção primária, contudo esses pontos de corte podem resultar em 

classificação errônea dos pacientes (Brasil, 2009). 

Um estudo de coorte realizado no Brasil analisou as informações registradas 

no Sistema de Informação de Vigilância Epidemiológica da Malária (SIVEP-

Malária), com objetivo de descrever a incidência e os fatores associados à recidiva 

de malária causada pelo P. vivax em Porto Velho, Rondônia. Foram demonstrados 

23.365 casos de malária por P. vivax no município, sendo que 23% deles 

apresentaram recidiva no decorrer do ano 2009. A densidade de incidência de 

recidivas foi de 45,1 pacientes para cada 100 no ano, ocorrendo, principalmente, 

entre a 4a e a 13a semana após o início do tratamento (Simões et al., 2014). Em 

países como Tailândia e Papua Nova Guiné, a taxa de recidivas por P. vivax após 

tratamento com cloroquina e primaquina podem alcançar até 65% no decorrer de 

30 a 180 dias de seguimento (Pukrittayakamee et al., 2000; Karunajeewa et al., 

2008). 

 

1.2.4. RESPOSTA IMUNE  

A resistência a adquirir a malária faz parte da interação de diferentes fatores 

que regulam as relações entre parasito-hospedeiro. Essa interação é um fator 

determinante na resposta imune a infecção (Nahrevanian, 2006). A imunidade 

antimalárica depende de mecanismos fisiológicos inespecíficos e fatores genéticos 

que se opõem à implantação dos parasitos no organismo do hospedeiro, do 

desenvolvimento de imunidade adquirida humoral ou celular, que tendem a 

bloquear o parasito, acelerando sua destruição ou reduzindo a suscetibilidade do 

hospedeiro aos efeitos patogênicos desencadeados pela infecção (Stevenson e 

Riley, 2004; Langhorne et al., 2008).  

 Ao entrar em contato com o indivíduo, o Plasmodium, seja como esporozoito 

ou como merozoíto, passa a ser reconhecido pelo sistema imune primeiramente 

com a participação de células e fatores do sistema imune inato. Células dendríticas, 
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fagócitos, células Natural Killer (NK), linfócitos B e fatores solúveis, como proteínas 

do sistema complemento, proteínas de fase aguda, citocinas e quimiocinas são 

exemplos de componentes do sistema imune inato que participam ativamente do 

reconhecimento do parasito. A ação destes fatores promove a internalização do 

parasito e a liberação de citocinas e quimiocinas que potencializam a fagocitose e 

contribuem para ativação de células T auxiliares (T helper, Th). Depois, há ativação 

das células T naïve ou Th específicas através da interação entre o complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC) classe II-antígeno e o receptor da célula T 

(TCR) e entre moléculas co-estimulatórias na superfície das células 

apresentadoras de antígenos e das células T com grupamento de diferenciação 

(CD) 4+. As sucessivas exposições favorecem o desenvolvimento de células 

imunes de memória, T-CD4+, T-CD8+ e B, que contribuem para a abreviação dos 

sintomas, através do rápido controle da carga parasitária (Stevenson e Riley, 2004). 

 

1.2.4.1. Resposta Imune na fase Pré-Eritrocítica 

Após a inoculação dos esporozoíto na pele do hospedeiro, estes podem 

permanecer no local até seis horas (Yamauchi et al., 2007). As células 

apresentadoras de antígenos (APC) reconhecem os padrões moleculares 

associados aos patógenos (PAMPS), como glicosilfosfatidilinositol (GPI), expostos 

na membrana do parasito e desencadeiam sinalização intracelular ativando células 

fagocíticas, como as células dendríticas que reconhecem o parasito por meio dos 

receptores Toll-Like (TLR) 1, 2 e 4. (Gazzinelli et al., 2014). 

Durante este estágio, há a liberação de citocinas pelas células fagocíticas 

ativadas que atuam diferenciando as populações de linfócitos T, bem como 

ativando linfócitos B, que podem atuar inibindo a motilidade dos esporozoítos na 

derme ou no fígado (Vanderberg e Frevert, 2004), se ligando ao esporozoíto e 

facilitando a fagocitose por monócitos ou macrófagos no baço ou no fígado 

(Schwenk et al., 2011), bloqueando a invasão de esporozoítos nos hepatócitos, 

impedindo a ligação dele com os receptores nos hepatócitos e inibindo o 

desenvolvimento de esporozoítos dentro dos hepatócitos (Nudelman et al., 1989).  

Os antígenos reconhecidos pelas APC são apresentados às células T 

citotóxicos CD8+. Nesta fase, os mecanismos efetores específicos compreendem a 
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citotoxicidade direta nos hepatócitos infectados, já que expressam antígenos de 

MHC classe I (além dos antígenos MHC classe II), através da produção de 

citocinas, como IFN-γ, que induz a produção de óxido nítrico que destrói os 

parasitos no fígado (Liehl et al., 2015). Entretanto, a imunidade celular protetora 

não parece ser decorrência somente da estimulação de linfócitos T citotóxicos 

CD8+, mas sim de um processo celular que depende do recrutamento de células 

estimuladas, como os linfócitos T gama delta (Tγδ), as células dendríticas, células 

NK e macrófagos e da interação destas com outras células (Doolan e Hoffman, 

2000).  

 

1.2.4.2.  Resposta Imune na fase Eritrocítica 

Os mecanismos humorais iniciam-se com as primeiras esquizogonias 

sanguíneas, quando uma grande quantidade de antígenos parasitários é lançada 

na circulação, desde corpos residuais dos merócitos até as glicoproteínas da 

superfície externa dos merozoítos, liberados depois da penetração nas hemácias. 

Durante esta fase aguda, é desencadeada uma potente resposta imune dirigida 

contra os diferentes estágios evolutivos do parasita. As hemácias parasitadas 

apresentam antígenos específicos do Plasmodium em sua membrana, podendo ser 

reconhecidas pelo sistema imunológico do hospedeiro. Durante sua permanência 

na corrente sanguínea, os esporozoítos induzem uma resposta imune resultando 

na produção de anticorpos dirigidos contra antígenos de sua superfície, como 

imunoglobulinas (Ig) G e IgM (Mueller et al., 2013). 

A resposta imune protetora não é efetiva devido à estrutura dos antígenos 

parasitários e sua diversidade que dificultam a resposta imune influenciando a 

sobrevivência e a transmissão do parasita. A localização intracelular do parasita e 

ausência de moléculas de MHC na superfície do eritrócito proporciona um meio 

relativamente favorável ao crescimento do parasito, além da diversidade antigênica 

das cepas do Plasmodium ou de sofrerem variação antigênica durante a infecção 

demonstra a capacidade de escape do parasita à resposta imune (Herrera et al., 

2007). 

Os mecanismos envolvidos no efeito dos anticorpos protetores são a 

participação de anticorpos opsonizantes que promovem a fagocitose de eritrócitos 
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infectados e a participação de anticorpos citofílicos (IgG1 e IgG3 no homem) os 

quais se ligam a monócitos promovendo a inibição do crescimento do parasito 

dentro da hemácia, ocorrendo, então, a atuação de citocinas, como TNF-α, 

liberadas pelos monócitos ativados, as quais impedem o desenvolvimento das 

formas sanguíneas dentro da célula hospedeira (Bouharoun-Tayoun et al., 1995).  

 Os mecanismos pelos quais os linfócitos T participam da destruição do 

parasito compreendem linfócitos T auxiliares CD4+ que ativam os linfócitos B 

aumentando a resposta humoral e ativando macrófagos ou células NK, ou pela 

produção de citocinas capazes de agir sobre os esquizontes, no interior das 

hemácias (Langhorne et al., 2008). Os linfócitos T auxiliares CD4+, linfócitos TNK, 

células NK, monócitos e neutrófilos podem ser essenciais na interação 

humoral/celular para a eliminação dos estágios sanguíneos. Tanto a produção de 

IFN-γ como de interleucinas (IL-4, IL-2, IL-5) e os radicais de oxigênio e nitrogênio 

produzidos pelos macrófagos ativados são os mediadores celulares que controlam 

a infecção pelo parasito (Seixas et al., 2002).  

 

1.3. CITOCINAS 

As citocinas são proteínas efetoras e reguladoras da resposta imunológica, 

possuem um peso molecular variando de 8 a 40 kilodaltons (kDa) e são secretados 

por células da imunidade natural e adquirida, sendo esta secreção um evento breve 

e autolimitado, ou seja, não são armazenadas como moléculas pré-formadas e sua 

síntese é iniciada por novas transcrições de genes. Estas moléculas iniciam suas 

ações por ligações de alta afinidade aos receptores de membrana específicos nas 

células alvo, iniciando dessa forma as cascatas de sinalização intracelular e podem 

atuar sobre as células que os secretam (ação autócrina), nas células próximas 

(ação parácrina), ou em alguns casos em células distantes (ação endócrina) 

(Gosain e Gamelli, 2005). 

É comum que os diferentes tipos de células secretem a mesma citocina ou 

uma citocina única pode atuar em vários tipos celulares (pleiotropia). As citocinas 

são redundantes em sua atividade o seja, funções similares podem ser estimuladas 

por diferentes citocinas. Muitas vezes, elas são produzidas em cascata, uma vez 

que uma citocina estimula suas células alvo a produzir citocinas adicionais, como 
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também podem atuar de forma sinérgica ou antagônica. Estas proteínas são 

liberadas por muitas populações de células, mas os produtores predominantes são 

os linfócitos T auxiliares e macrófagos (Zhang e An, 2007). 

Mosmann et al. (1986) descreveram pela primeira vez a classificação das 

citocinas em diferentes padrões de acordo com a sua função e uma divisão 

bastante comum é o paradigma Th 1/Th 2 e com posterior descoberta da Th 17 

(Harrington et al., 2005; Park et al., 2005). Conforme descrito, os três subtipos de 

linfócitos TCD4+ apresentam diferentes padrões de produção de citocinas e 

possuem papéis distintos na resposta imunológica. Linfócitos Th1 produzem 

grandes quantidades de IL-2, que induz proliferação de LT (incluindo os próprios 

Linfócitos T CD4+ de maneira autócrina) e também induz a proliferação e aumenta 

a capacidade citotóxica dos Linfócitos T CD8+ (Mosmann et al., 1986). 

A outra citocina produzida em grandes quantidades pelos linfócitos Th1 é o 

INF-γ, uma citocina muito importante na ativação de fagócitos mononucleares, 

incluindo macrófagos e células dendríticas com patógenos intracelulares, 

desencadeiam a produção de anticorpos e ativam o sistema complemento que 

contribui com a opsonização das partículas a serem fagocitadas (Parkin e Cohen, 

2001). Linfócitos Th2 secretam IL4, IL5, IL6 e IL10 direcionando para uma defesa 

humoral, estimulando a produção de anticorpos contra antígenos extracelulares e 

também inibem as funções das células fagocíticas (Parkin e Cohen, 2001; Bradley, 

2003). Os linfócitos Th17 liberam IL-17 e IL-22 (Tesmer et al., 2008) que são 

responsáveis por uma resposta imune contra bactérias extracelulares e fungos, 

potentes indutoras da inflamação (Mesquita et al., 2009; Chen et al., 2007), e 

estimulando citocinas pró-inflamatórias como IL-6, IL-1 e TNF-α, induzem a 

diferenciação das células B em plamócitos e células de memória, bem como ativam 

células NK (Korn et al., 2007; Leonard e Spolski, 2005). 

Outra classificação adotada para classificar as citocinas é considerando-se 

a sua participação nos processos inflamatórios. Assim elas são subdivididas em 

pró-inflamatórias ou anti-inflamatórias. As pró-inflamatórias que são produzidas por 

macrófagos ativados e são rapidamente induzidas frente à infecção como TNF-α, 

IL-1 e IL-6 e estão envolvidas na patogênese de várias doenças. As citocinas anti-

inflamatórias são moléculas imunoregulatórias que controlam a resposta 
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inflamatória das citocinas pró-inflamatórias. Um exemplo são IL-4, IL-13 e a IL-10, 

que inibem a atividade fagocítica dos macrófagos. Entretanto, algumas citocinas 

possuem efeitos pleiotrópicos e esta classificação deveria ser analisada de forma 

cuidadosa, como por exemplo, fator de transformação do crescimento (TGF) beta 

(β) e IL-6 que podem atuar como moléculas pró- ou anti-inflamatórias (Zhang et al, 

2007). 

 

1.3.1. FATOR DE NECROSE TUMORAL 

O TNF é uma proteína de 17 kDa, identificada como uma substância sérica 

(fator) que causava necrose tumoral, agora conhecido como o resultado da 

inflamação e trombose de vasos sanguíneos tumorais. O TNF também é chamado 

de TNF-α para distingui-lo do TNF-β intimamente relacionado, e também 

denominado linfotoxina. O TNF é produzido por uma variedade de células incluindo 

monócitos, macrófagos, linfócitos T, linfócitos B, células NK, neutrófilos e microglias 

(Abbas et al., 2015). 

Esta citocina participa ativamente da resposta mediada por células 

promovendo o extravasamento de neutrófilos, linfócitos e monócitos aumentando a 

adesão às células endoteliais; controlando a ativação dos linfócitos T e a expressão 

de moléculas de MHC e de receptores para adesinas na superfície de diversas 

células; induzindo apoptose em vários tipos celulares, bem como a síntese de 

várias outras citocina pró-inflamatórias (como IL-1 e IL-6) e regulando a produção 

de IL-12 pelos macrófagos (Malaguarnera e Musumeci, 2002; Gimenez et al., 

2003). A produção e liberação do TNF-α é estimulada especialmente na fase 

eritrocítica da malária, por estímulo de GPIs derivados do parasito (Gimenez et al., 

2003) e os altos níveis plasmáticos dessa citocina estão associados com a forte 

resposta de células do tipo Th1 e aumento da gravidade da doença, especialmente 

da anemia e a malária cerebral (Day et al., 1999; Nussenblatt et al., 2001; Gourley 

et al., 2002; Hunt e Grau, 2003; Mackintosh et al, 2004). 

Estudos anteriores demonstraram níveis plasmáticos de TNF-α elevados no 

sangue de pacientes com malária por P. falciparum e isto, foi associado à elevada 

parasitemia (maiores ou iguais a 5% de hemácias infectadas) (Ringwald et 

al.,1991), bem como em um estudo semelhante realizado com crianças na ilha de 
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São Tomé, na África, também foi observado níveis elevados de TNF-α tanto em 

crianças com sinais clínicos mais brandos do que as com quadro grave (malaria 

cerebral) (Baptista et al., 1997). Na infecção pelo P. vivax, foi demonstrado em um 

estudo na Colômbia, que indivíduos com parasitemia moderada apresentaram altos 

níveis das citocinas TNF-α e IFN-γ (Praba-Egge et al., 2003), bem como foi 

demonstrado por Andrade et al. (2010), em um estudo em Rondônia, região 

Amazônica, que indivíduos com infecção grave pelo P. vivax apresentaram níveis 

plasmáticos elevados de tanto de TNF-α como de IFN-γ. 

 

1.3.2. INTERFERON GAMA 

O IFN-γ é uma citocina de peso molecular de 45 kDa e tem ação em vários 

tipos de células, em particular as envolvidas na imunidade, tanto inata quanto 

adaptativa, e inflamação. As células produtoras de IFN-γ de particular relevância 

para a malária incluem linfócitos T CD4+, T CD8+ e Tγδ e células NK (Hunt et al., 

2014). 

O IFN-γ é um mediador das respostas imunes inflamatórias induzidas, 

principalmente, pela IL-12. A secreção de IFN-γ por células imunes do sistema inato 

e adaptativo é essencial para o controle de patógenos. A infecção pelo Plasmodium 

induz a produção de IFN-γ de uma variedade de subconjuntos de células imunes 

inatas e adaptativas em diferentes estágios do ciclo de vida. Estudos em 

camundongos demonstraram que as células NK são uma das primeiras fontes de 

IFN-γ durante o estágio do fígado (Miller et al., 2014), bem como o estágio 

sanguíneo (De Souza et al., 1997), da malária. Células NK humanas também foram 

mostradas produzindo rapidamente IFN-γ após incubação com hemácias 

infectadas in vitro com P. falciparum (Artavanis-Tsakonas e Riley, 2002).  

Durante a imunidade inata e adaptativa, ambos os linfócitos NKT quanto os 

linfócitos Tγδ podem contribuir para a produção de IFN-γ durante a infecção pelo 

Plasmodium. Os estudos demonstraram uma proporção significativa de linfócitos 

Tγδ de seres humanos infectados com P. falciparum (50%) secreta IFN-γ (Hviid et 

al., 2001), enquanto que os linfócitos NKT em camundongos secretam IFN-γ em 

resposta a esporozoítos e parasitas da fase hepática (Pied et al., 2000). 
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Um estudo com mulheres grávidas infectadas com P. falciparum demonstrou 

que, apesar do papel no controle da infecção, os níveis de IFN-γ (assim como do 

TNF) foram observados elevados tanto nas grávidas que apresentaram malária não 

complicada como nas que apresentaram o quadro grave de malária cerebral em 

comparação com o grupo controle. Os autores explicam isto se baseando na 

produção desequilibrada das citocinas inflamatórias que podem contribuir para a 

anemia intensa na malária e maior carga parasitária associada à malária cerebral. 

Apesar dos níveis elevados do IFN-γ em ambos os grupos em comparação ao 

controle, o nível desta citocina foi maior nas grávidas com malária não complicada 

do que nas que apresentaram o quadro grave (Nasr et al., 2014). 

Esta diferença demonstra a importância de uma resposta imune precoce ao 

IFN-γ como determinante crucial no resultado da infecção e evolução do paciente, 

como também demonstrado em estudos anteriores (De Souza et a., 1997; Bostrom 

et al., 2012). Miller et al. (2014) reforçaram esses achados, demonstrando em 

camundongos este efeito inibitório do IFN-γ no desenvolvimento do parasita 

(Plasmodium yoelii) na fase hepática que se estende e influencia no início do 

crescimento do parasita no estágio sanguíneo. 

 

1.3.3. INTERLEUCINA 6 

A IL-6 é outra importante citocina nas respostas inflamatórias agudas que 

têm ambos os efeitos locais e sistêmicos. Ela induz a síntese de uma variedade de 

outros mediadores inflamatórios no fígado, estimula a produção de neutrófilos na 

medula óssea e promove a diferenciação de células T produtoras de IL-17. A IL-6 

é sintetizada por fagócitos mononucleares, células endoteliais vasculares, 

fibroblastos e outras células em resposta aos PAMPs e em resposta a IL-1 e TNF-

α (Abbas et al., 2015) e já foi associada aos quadros febris da malaria (Clark e 

Chaudhri, 1988). 

Estudos anteriores demonstraram níveis séricos elevados de IL-6 na 

infecção pelo P. falciparum e associados à gravidade da doença (Wenisch et al., 

1999; Kern et al., 1989). Lyke et al. (2004) também demonstrou em seu estudo com 

crianças africanas com malaria grave causada pelo P. falciparum, níveis sérios 

elevados de IL-6, o que não foi observado nos casos não graves. Day et al. (1999) 
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em seu estudo realizado com adultos no Vietnã, que apresentaram malária severa 

causada pelo P. falciparum, demonstraram que há uma forte correlação entre as 

citocinas IL-16 e IL-10 no agravamento da doença. Os autores demonstraram que 

os pacientes que apresentaram altos níveis de IL-6 e baixos ou a não produção de 

IL-10, ou vice-versa, evoluíram de maneira fatal a malária. Portanto, o balanço entre 

as duas citocinas é importante para o controle da evolução clínica da doença, como 

sugeriram os autores. 

Em um estudo recente na região Amazônica, cidade de Porto Velho, 

Rondônia, foram demonstrados níveis elevados de IL-6, bem como, IL-17, IL-

12p40, e TNF-α em indivíduos infectados com P. vivax. Contudo, diferenças 

significativas só foram observadas entre os grupos infectados e controle na 

expressão das citocinas IL-6 e IL-17 (Hojo-Souza et al., 2017). Chaves et al. (2016) 

em seu estudo também na região Amazônica, em Manaus, demonstraram um 

aumento significativo de IL-6, bem como, TNF-α, IL-4 e IL-10, em indivíduos com 

infecção primária e recorrente causada pelo P. vivax. Além disto, os autores 

demonstraram também que indivíduos com malaria recorrente apresentaram níveis 

mais elevados de IL-6, IL-10 e IL-4 que os indivíduos com a infecção primária. Costa 

et al. (2014) em seu estudo realizado numa área endêmica do estado do 

Amazonas, avaliaram a produção de citocinas frente à infecção pelo P. vivax e 

demonstraram níveis séricos elevados de IL-6, bem como IL-10, e a sua associação 

com o aumento da parasitemia. 

 

1.3.4. INTERLEUCINA 10 

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória produzida tardiamente por células 

Th2, células T CD8+, monócitos e linfócitos B ativados. Em processos infecciosos 

causados por P. falciparum, ocorre um aumento na produção de IL-10 quando a 

parasitemia está elevada (Nussenblatt et al., 2001). Em virtude da sua capacidade 

de inibir a produção de citocinas, a IL-10 regula a produção de importantes 

citocinas, como IFN-γ e IL-12 (Prakash et al., 2006).  

Na infecção pelo P. vivax, estudos têm demonstrado associação da IL-10 

com sinais clínicos e carga parasitária, como o estudo realizado na Turquia que 

demonstrou que a carga parasitária elevada esteve associada com níveis 
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aumentados de IL-10 e IL-12 e níveis elevados de IL-6 e IL-10 também foram 

relacionados com quadros febris da doença (Zeyrek et al., 2006). Seoh et al. (2003) 

demonstraram em seu estudo realizado na Coreia do Sul, que indivíduos com 

infecção pelo P. vivax e hiperpirexia apresentavam níveis séricos elevados de IL-6, 

IFN-γ e IL-10 e este aumento da IL-10 foi explicado ser um balanço da resposta 

imune de ambas citocinas pró-inflamatórias (IL-6 e IFN-γ). 

No Brasil, um estudo realizado na região Amazônica (Belém e Paragominas) 

demonstrou que indivíduos infectados por P. vivax os níveis séricos da citocina IL-

10 estavam significativamente elevados, enquanto que em indivíduos infectados 

por P. falciparum os níveis dessa citocina foram baixos. Também foi demonstrado 

que indivíduos anêmicos infectados por P. falciparum apresentaram níveis 

elevados de IL-12 e IL-10, enquanto que os indivíduos não anêmicos apresentaram 

níveis elevados de TNF-α. Entretanto, nenhuma correlação foi observada entre os 

níveis das citocinas e a anemia em indivíduos infectados por P. vivax (Fernandes 

et al., 2008). 

Outro estudo realizado com indivíduos de Belém demonstrou associação 

entre a carga parasitária e os níveis séricos da citocina IL-10 e embora tenha sido 

observado que no grupo de primo-infectados com P. vivax a concentração de IL-10 

tenha sido maior que nos grupos de indivíduos que relataram exposição recorrente, 

essa diferença não foi significativa, sugerindo que a reexposição ao P. vivax não 

influenciou na produção de IL-10, nesta população em estudo (Medina et al., 2011).  

 

1.4. POLIMORFISMOS NOS GENES DE CITOCINAS 

Os marcadores genéticos, como os polimorfismos de nucleotídeos únicos 

(SNPs), são uma ferramenta valiosa para avaliar o risco e progressão das doenças 

infecciosas (Faik et al., 2009). Os SNPs nas regiões reguladoras dos genes de 

citocinas são amplamente distribuídos em muitas populações e podem afetar a 

transcrição dessas proteínas bem como no seu nível de produção (Visentainer et 

al., 2008).  

Uma vez que a população brasileira compõe um grupo geneticamente 

heterogêneo (Carvalho-Silva et al., 2001) e a distribuição dos SNPs nos genes não 

ocorre de maneira homogênea e depende da área estudada (Furini et al., 2016a), 
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um número cada vez maior de estudos vem objetivando identificar os SNPs 

localizados em regiões reguladoras dos genes, bem como de que forma eles 

podem influenciar na susceptibilidade ou na evolução de uma determinada doença 

(Feitosa et al., 2016; Cassiano et al., 2015; Freitas et al., 2015; Queiroz et al., 2012). 

 

1.4.1. POLIMORFISMOS NO GENE DA CITOCINA TNF-α 

O gene da citocina TNF-α está localizado na região 6p21.3 do cromossomo 

6, apresenta comprimento de aproximadamente 3 kilobase (Kb) e contem quatro 

éxons (Nedwin et al., 1985). Vários SNPs já foram descritos na região promotora 

deste gene, sendo os três mais comuns localizados nas posições TNFA-308G>A, 

TNFA-238G>A e TNFA-376G>A, caracterizados pela mudança de uma guanina (G) 

por uma adenina (A), interferindo na ligação de fatores de transcrição, que afetam 

a expressão do gene e implicando em maiores ou menores níveis plasmáticos de 

TNF-α (Hajeer e Hutchinson, 2001).  

Recente estudo realizado na República do Congo, com 310 indivíduos, 

observou associação dos SNPs TNFA-308G>A, TNFA-244G>A e TNFA-238G>A 

com a parasitemia alta e a malária não complicada na infecção pelo P. falciparum. 

Eles observaram também associação positiva entre o alelo -244*A e -238*A e a 

parasitemia (Nguyen et al., 2017). Outro estudo recente realizado na Nigéria, com 

782 crianças, demonstrou associação significativa do SNP TNFA-238G>A com 

susceptibilidade a malária grave. Indivíduos com quadro assintomático e com 

malária não complicada, que tinham o genótipo TNF-238GG, tiveram maior risco 

de desenvolver malária cerebral. Contudo, não foram observadas associações 

significativas entre o SNP TNFA-308G>A e a infecção pelo P. falciparum (Olaniyan 

et al., 2016).  

No Brasil, também têm sido demonstradas associações entre esses SNPs e 

a infecção pelo P. vivax. Um estudo recente realizado no município de Goianésia 

do Pará com 141 indivíduos, descreveu a frequência alélica dos três SNPs, TNFA-

308G>A, TNFA-238G>A e TNFA -1031T>C e nenhum deles foi associado com a 

malária causada pelo P. vivax (Furini et al., 2016a). Sortica et al. (2012) 

demonstraram em seu estudo realizado com a população de Belém, que o haplótipo 

TATGG formado pelos SNPs no gene do TNFA na posições -1031/-863/-857/-308/-
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238 foi associado a infecção pelo P. vivax. Mendonça et al (2014) analisaram a 

população de Rondônia e descreveram a frequência do SNP TNFA-308G>A em 

indivíduos não infectados com P. vivax (2,60%), em indivíduos infectados 

assintomáticos (0,96%) e em indivíduos com malária não complicada (1,32%), 

contudo não observaram associação entre o SNP e a susceptibilidade a malária.  

 

1.4.2. POLIMORFISMOS NO GENE DA CITOCINA IFN-γ 

IFN-γ atua como uma citocina reguladora da apresentação de antígenos, 

proliferação, diferenciação dos linfócitos e desempenha um papel modulador na 

resposta imune a citocinas anti-inflamatórias (McCall e Sauerwein, 2010). O IFN-γ 

humano é codificado por um único gene contendo quatro éxons e três íntrons, 

localizado na região 12q24.1 do cromossomo 12 (Trent et al., 1982). O fator nuclear 

kappa beta (NF-κB) desempenha um papel crucial nas respostas imunes e 

inflamatórias, através da regulação de vários genes envolvidos na síntese de 

citocinas pró-inflamatórias, moléculas de adesão, quimiocinas, enzimas induzíveis 

e apoptose (Tripathi e Aggarwal, 2006). O promotor e as regiões intrônicas 

provavelmente interagem na sinalização extracelular, resultando na ativação do 

NF-κB promovendo a transcrição do IFNG (MacMurray et al., 2014). 

O SNP IFNG+874T>A está localizado na região de ligação do NF-κB o que 

influencia na transcrição do gene e consequentemente produção da citocina IFN-γ 

(Pravica et al., 2000). Medina et al. (2011) em seu estudo na população de Belém, 

observaram que a concentração sérica do IFN-γ foi menor nos indivíduos que 

apresentaram genótipo IFNG+874AA em comparação aqueles que tinham o alelo 

+874*T. Apesar dessa diferença, nenhuma associação foi observada entre os 

genótipos e a carga parasitária indicando que este SNP IFNG+874T>A não afeta a 

parasitemia na malária vivax, nesta população.  

O estudo em Goianésia do Pará demonstrou a frequência do alelo mutante 

+874*A (67,3%) (Furini et al., 2016a) semelhante àquelas observadas em outros 

estudos na população da região Amazônica (Medina et al., 2011; Pereira et al., 

2015). Em seu outro estudo analisando a influência dos SNPs na produção de 

anticorpos contra proteínas de superfície do P. vivax, Furini et al. (2016b), 

demonstraram que o alelo +874*T estava associado a maior produção de 



49 

 

anticorpos IgG, bem como os indivíduos que apresentaram genótipo +874TT em 

comparação aos outros genótipos, porém, essas diferenças não foram 

significantes. 

 O SNP IFNG+874T>A também é alvo de pesquisas com outras doenças. 

Estudo anterior realizado com 318 indivíduos no estado do Pará observou que o 

alelo mutante +874*A foi mais frequente em pacientes infectados com 

Mycobacterium tuberculosis, sugerindo que a presença do alelo predispõe a 

tuberculose (Vallinoto et al., 2010). Conde et al. (2013) em seu estudo realizado 

com indivíduos de Belém, analisaram a presença do SNP +874T>A em pacientes 

com hepatite B crônica. Os resultados demonstraram que o alelo mutante +874*A 

foi frequente tanto nos indivíduos saudáveis quanto nos que tinham hepatite B e, 

portanto, nenhuma associação foi observada quanto ao risco de infecção crônica 

pelo vírus. Dois estudos de meta-analise estratificado por etnia (Asiáticos e 

Caucasianos), demonstraram associação com o SNP +874T>A e o maior o risco 

de desenvolver leucemia (Wu et al., 2016), e doenças relacionadas ao vírus da 

hepatite B, especialmente doenças hepáticas (Su et al., 2015), em Asiáticos. 

 

1.4.3. POLIMORFISMOS NO GENE DA CITOCINA IL-6 

Outra citocina que participa da resposta imune a malária é a IL-6. Esta 

citocina é secretada pelas células endoteliais e em resposta aos antígenos 

apresentados em resposta à infecção pelo P. vivax. Os níveis séricos da IL-6 são 

elevados nesta infecção, sugerindo que esta citocina tem um efeito importante no 

controle da parasitemia (Seoh et al., 2003). O gene que codifica esta citocina está 

localizado na região 7p15.3 do cromossomo 7. Trabalhos recentes têm 

demonstrado que o SNP na posição -174G>C, onde há troca de base G para C 

(citosina), está associado a várias condições clínicas como sepse (Lorente et al., 

2016), diabetes tipo II (Lu et al., 2017) e síndrome mielodisplásica (grupo de 

doenças hematológicas) (Bestach et al., 2017). 

Na malária, esta citocina é um importante mediador na fase aguda da doença 

(Clark e Chaudhri, 1988). Em um estudo realizado no estado do Mato Grosso, que 

analisou pacientes sintomáticos infectados com P. vivax, P. falciparum, P. malarie 

e infecções mistas, não observou associação entre o SNP IL6-174G>C e os 
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sintomas da malária (Domingues et al., 2016). Sortica et al. (2014), em seu estudo 

realizado na população de Belém, analisaram o nível de parasitemia e número de 

gametócitos em 167 pacientes infectados com P. vivax. Os autores demonstraram 

que o genótipo -174GG estava associado a altos níveis de IL-6 (quase o dobro) em 

comparação com o genótipo -174CC, sugerindo um efeito supressor do alelo C 

sobre a produção de IL-6. Além disto, demonstrou também que os pacientes 

portadores do alelo -174*C apresentaram maior parasitemia e maior gravidade 

clínica da malária. Os autores justificam que a troca de base de G para C demonstra 

claramente ausência de controle da infecção e agravamento do quadro clínico, 

demonstrando a importância do papel deste polimorfismo na malaria vivax. 

Mendonça et al. (2014) em seu estudo realizado Rondônia, contudo, não 

demonstraram associação do SNP IL6-174G>C com os grupos clínicos estudados 

(indivíduos não infectados, indivíduos infectados assintomáticos e indivíduos com 

malária não complicada) na infecção pelo P. vivax. Isto demonstra que os SNPs 

apresentam diferentes papéis na malária vivax, dependendo da área endêmica em 

estudo. 

 

1.4.4. POLIMORFISMOS NO GENE DA CITOCINA IL-10 

Os diferentes polimorfismos na região promotora do gene da IL-10 

demonstraram influenciar a susceptibilidade e o curso de várias doenças (Adedoja 

et al., 2018; Manolova et al., 2018; Shahbazi et al., 2017). O gene IL10 humano 

está localizado na região 1q31-32 do cromossomo 1, local geneticamente ligado à 

susceptibilidade a uma série de doenças. Os polimorfismos no gene da IL10 foram 

identificados e incluem mais de 27 sítios polimórficos só na região promotora 

(Eskdale et al., 1998). Embora a maioria dos SNP esteja em desequilíbrio de 

ligação, ele é razoável supor que alguns podem desempenhar papéis biológicos na 

regulação da expressão da IL-10 (Iyer e Cheng, 2012). 

Três SNP em particular foram relatados por desempenhar um importante 

papel causal na regulação da atividade do promotor do gene da IL-10. Estes SNPs 

situados nas posições -1082, -819 e -592 em relação ao local de início da tradução 

(Turner et al., 1997). As variantes -819 e -592 estão em desequilíbrio de ligação e, 

portanto, são herdadas em conjunto. Assim, existem três grandes haplótipos em -
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1082, -819 e -592 (GCC, ACC e ATA), correspondendo a elevada, moderada e 

baixa produção de IL-10, respectivamente (Eskdale et al., 1998). 

 Medina et al. (2011) avaliaram amostras de 132 pacientes do estado do Pará 

diagnosticados com P. vivax e observaram que o genótipo mutante IL10-1082AA 

apresentou maior frequência na população estudada, porém sem associações com 

produção da IL-10. Furini et al. (2016a) em seu estudo com a população de 

Goianésia do Pará, avaliaram a presença dos SNPs IL10-592C>A e IL10-819C>T 

em indivíduos infectados com P. vivax e não observaram associação entre a 

frequência alélica e/ou genotípica com a susceptibilidade ou resistência a malária. 

Entretanto, outro estudo, no estado do Amazonas, revelou associação entre o 

polimorfismo IL10-1082A>G e indivíduos infectados as espécies de Plasmodium 

(P. vivax e/ou P. falciparum) e observou redução do risco a malária (Da Silva-

Santos et al., 2012). 

 Outros estudos analisando a infecção pelo P. falciparum demonstram 

diferentes resultados. No Quênia demonstrou-se que os polimorfismos -1082A>G, 

-819 C>T e -592C>A estavam associados à redução dos níveis plasmáticos de IL-

10 e ao desenvolvimento de anemia aguda em crianças com P. falciparum (Ouma 

et al., 2008). Wilson et al. (2005) demonstraram associação entre o haplótipo de 

cinco SNPs no gene IL10 (+4949G, +919C, -627G, -1117C, -3585T) e a resistência 

contra a malária cerebral e anemia grave em estudo realizado na Gâmbia, África 

Ocidental, com crianças infectadas com P. falciparum.  

Essas variações de resultados demonstram que as populações humanas 

apresentam diferenças na susceptibilidade as doenças e a base dessa 

susceptibilidade diferencial é, em parte, determinada geneticamente (Bidwell et al., 

2001; Hill, 2006). Associações significativas entre os polimorfismos e as doenças 

sustentam o papel inquestionável destes SNPs na resposta imune, que por sua vez 

influenciam o resultado do estabelecimento e evolução de uma doença.  

 

1.5. VARIAÇÕES GENÉTICAS QUANTITATIVAS: CNVs  

Os SNPs, polimorfismos de comprimento de fragmento de restrição (RFLPs) 

e polimorfismos de proteínas são tipos de variação genética humana e muitas 

ferramentas atuais para a compreensão da evolução baseiam-se nestas variantes. 
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No entanto, pouco se sabe sobre o papel de outras formas de variação genética na 

adaptação humana, como as variações no número de cópias (CNVs). As CNVs são 

uma forma de variação estrutural definida pelo ganho ou perda de material 

genômico (Iafrate et al., 2004) e são comuns entre indivíduos saudáveis (Mills et 

al., 2011). Na verdade, duas pessoas serão diferentes em número de cópias em 

0,78% de seus genomas em média (Conrad et al., 2010). 

As CNVs podem potencialmente afetar a expressão dos genes de várias 

maneiras. Alguns exemplos são: aumentando a cópia de um gene (duplicações) 

que resulta em níveis aumentados de ácido ribonucleico (RNA) mensageiro 

(RNAm) e, consequentemente níveis aumentados de proteína; também podem 

criar novos genes pela fusão de dois genes (deleção); alterar a distância de um 

gene e o elemento regulador; ou alterar o número de éxons codificadores de 

proteína dentro de um gene (Hollox e Hoh, 2014) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4: Os diferentes mecanismos da variação no número de cópias afetando a expressão de um 
gene. Fonte: Adaptado de Hollox e Hoh, 2014. 
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Os microarranjos de DNA, ou microarrays, vem sendo utilizados em estudos 

tanto de CNVs como de expressão gênica. Esta metodologia permite identificar 

CNVs a partir da seleção de genes de interesse e, de uma sequência, são 

desenhadas uma ou mais sondas (probes), que nada mais são do que moléculas 

de DNA de fita simples que servem para detectar a presença/expressão do gene 

alvo. As sondas são imobilizadas em lâminas, ou em chips, formando vários pontos, 

que ficam fixados formando um grupo sondas com uma mesma sequência gênica 

(Figura 5). Atualmente, em um chip tradicional pode-se encontrar representações 

de praticamente todos os genes do genoma de uma série de organismos, como de 

humanos, ratos, camundongos e Drosophila melanogaster (Guindalini e Tufik, 

2007). A técnica se baseia na propriedade de hibridização por complementaridade 

dos ácidos nucléicos e no fato das sondas apresentarem sequências similares às 

dos genes de interesse, e complementares às do DNA do genoma de interesse, ou 

ao cDNA, se for utilizado um array de análise de expressão (Dalma-Weiszhausz et 

al., 2006). 

 

 

Figura 5: Diagrama da técnica de aCGH. O DNA de interesse (amostra) e o DNA de referência são 
marcados por fluorocromos diferentes e co-hibridizados em um microarranjo. Quantidades iguais de 
ambos os DNAs são representados por amarelo (normalidade), enquanto uma maior intensidade de 
vermelho ou verde significa ganho ou perda de segmentos no DNA da amostra em relação ao DNA 
de referência. Fonte: Primária. 
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A grande maioria dos estudos utilizando microarrays vem sendo aplicada na 

demonstração de padrões específicos de variação no número de cópias ou de 

expressão gênica que caracterizam diferentes tipos de câncer, prediz prognóstico 

e até respostas a terapias específicas (Ren et al., 2018; Kumar et al., 2017; Araújo 

et al., 2016). Entretanto, a eficiência dessas análises tem sido evidenciada em 

diversas áreas, como demonstrado por um estudo recente realizado em pacientes 

com esquizofrenia no Canadá, de descendência Europeia, que investigou as CNVs 

que poderiam estar associadas ao risco clínico da doença. Os resultados revelaram 

que 7,1% dos indivíduos tiveram alguma CNV detectada e identificaram, também, 

uma deleção de 280kb na região 3p26.1do cromossomo 3, que sobrepõe os genes 

SUMF1 e ITPR1 em um participante com esquizofrenia que não foi relatado 

anteriormente na literatura (Lowther et al., 2017). Cheng et al. (2017) detectaram 

41 genes diferencialmente expressos em pacientes com infarto agudo no 

miocárdio, e que, portanto, foram sugeridos como fator que predispõe a doença. 

Somando-se a isto, estudos vêm sendo realizados a fim de identificar CNVs 

que contribuem para a susceptibilidade do hospedeiro a doenças infecciosas. Por 

serem multifatoriais, ou seja, com variação genética e ambiental contribuindo para 

diferentes susceptibilidades e/ou resistências às infecções (Chapman e Hill, 2012), 

os estudos de associação genômica têm tido sucesso limitado na identificação de 

alelos que afetam a susceptibilidade a essas doenças. Fatores como tamanho 

amostral e heterogeneidade dentro de uma mesma população, são os principais 

pontos que podem inferir no resultado de estudos que investigam susceptibilidade 

genética a infecções (Furini et al., 2016a; Hoffmann et al., 2002). 

 

1.5.1. VARIAÇÃO NO NÚMERO DE CÓPIAS E AS DOENÇAS INFECCIOSAS 

As CNVs são causadas por alterações no DNA que resultam em alterações 

no número de cópias de um segmento de DNA específico maior do que 1 kb. A 

localização do gene codificador de uma proteína dentro da região da CNV (que é 

frequentemente observada em humanos) pode afetar a dosagem e/ou a estrutura 

desse gene. Consequentemente, as CNVs podem influenciar significativamente os 

fenótipos e contribuir para a variação individual na resposta a fármacos, resposta 
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imune, resistência a doenças ou susceptibilidade (Conrad et al., 2010; Stankiewicz 

e Lupski, 2010). 

Um excelente exemplo de variação genética e o papel importante que exerce 

em vários fenótipos clínicos são relacionados à infecção pelo vírus da 

imunodeficiência humana-1 (HIV-1) e a susceptibilidade a infecção, o tempo até o 

desenvolvimento da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) e os níveis de 

carga viral em latência clínica (Shea et al., 2013).  

Neste tema, vários estudos relataram que as CNVs detectadas no gene da 

proteína inflamatória de macrófago-1α (MIP-1α/CCL3L1) está fortemente ligada à 

susceptibilidade ao HIV-1 e a redução no número de cópias da CCL3L1 na 

população está associado ao aumento do risco de infecção pelo HIV-1 (Kuhn et al., 

2007; Shostakovich-Koretskaya et al., 2009; Huik et al., 2010). Um estudo de meta-

análise analisou nove estudos com 2434 casos e 4029 controles. Os resultados 

mostraram que indivíduos com menor número de cópias do gene da CCL3L1 na 

população ancestral geográfica seriam mais suscetíveis à infecção pelo HIV-1 (Liu 

et al., 2010). 

Outro estudo realizado por Pelak et al. (2011) avaliou CNVs localizadas na 

região do gene que codifica os receptores expressos na superfície dessas células 

NK (KIRs). A CNV localizada na região genômica que codifica esses receptores 

afetam especificamente os genes KIR3DS1 e KIR3DL1, que codificam dois tipos 

de receptores KIR que interagem com o antígeno leucocitário humano B (HLA-B). 

O estudo demonstrou que o aumento no número de cópias do gene KIR3DS1, bem 

como o aumento do número de cópias do gene KIR3DL1 na presença do gene 

KIR3DS1, esteve associado à menor carga viral em indivíduos com ascendência 

Europeia, assim como o aumento no número de cópias. 

 Muitos estudos também apoiam a ideia de que a susceptibilidade genética 

do hospedeiro desempenha um papel importante na determinação do resultado da 

infecção pelo vírus da hepatite B (VHB). Um recente estudo, com chineses, 

investigou as CNVs do receptor TLR-7 e a sua associação com a susceptibilidade 

à infecção crônica pelo VHB e demonstrou que o número reduzido de cópias TLR7 

é um fator de risco para infecção crônica pelo VHB, mas não está associado a 

etapas posteriores da progressão da doença (cirrose e câncer) (Li et al., 2017). 
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Budzko et al. (2016) analisaram 421 genes humanos que codificam 

proteínas que interagem com as proteínas de vírus da hepatite C (VHC) ou com o 

RNA genômico e demonstram que 19 dos 421 genes candidatos estão localizados 

em regiões com CNVs. Para todos esses genes, os números de cópias foram 

determinados para populações Europeias, Asiáticas e Africanas. Dos 19 genes, os 

autores demonstram que 4, IGLL1, MLLT4, PDPK1e PPP1R13L, para os quais o 

número de cópias variou de 1 a 6, estão envolvidos na interação hospedeiro-vírus, 

identificando assim novos fatores genéticos que podem ser alvo de investigações 

futuras. 

 

1.5.2. VARIAÇÃO NO NÚMERO DE CÓPIAS E A MALÁRIA 

Uma melhor compreensão dos fatores associados à imunidade e à proteção 

contra a malária pode contribuir para o desenvolvimento de vacinas e outras 

terapias. É amplamente reconhecido que a malária exerceu uma forte seleção 

genética no genoma humano (Kwiatkowski et al., 2015) e desde a primeira hipótese 

proposta por Haldane em 1940, de que as mutações que levavam ao traço da célula 

falciforme (hemoglobina S), nas populações do sul da Europa e da África, 

ocasionaram à proteção contra a malária, o estudo das CNVs em associação com 

a infecção vem sendo explorado (Gonçalves et al., 2017; Deng et al., 2017; 

Sepúlveda et al., 2017). 

Um exemplo bem conhecido de CNVs afetando a susceptibilidade a malária 

é a dos genes de uma proteína chamada α-globina. A molécula da hemoglobina é 

uma proteína globular composta por quatro globinas associadas a grupos heme, 

complexo formado por um átomo de ferro em uma estrutura porfirinica. As 

subunidades da hemoglobina (α-globina e β-globina) são codificadas por um 

pequeno grupo de genes que são expressos sequencialmente durante o 

desenvolvimento. Os genes HBA1(α1) e HBA2 (α2) fornecem instruções para 

produzir α-globina. Estes dois genes estão localizados próximos entre si na região 

16p13.3 no braço curto do cromossomo 16, conhecido como locus de α-globina 

(Antonarakis et al., 1985). Nos seres humanos, os genes α1 e α2 são duplicados e, 

dessa forma, um indivíduo normal possui quatro genes α ativos, dois em cada 

cromossomo (α1 α2 / α1 α2) (Higgs et al., 1989). Os homozigotos para os alelos de 
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deleção da α-globina (duas cópias por genoma diploide) têm α+-talassemia e os 

indivíduos com uma ou duas cópias de duplicações apresentam-se sem fenótipo 

clínico (Harteveld e Higgs 2010). 

 Outro enforque dado para a investigação das CNVs é em relação à interação 

parasito-hospedeiro. Os parasitas da malária estão expostos a uma forte seleção 

da resposta imune humana e ao tratamento com medicamentos antimaláricos. Eles 

têm genomas relativamente pequenos 23 megabases (Mb), genética haplóide, e 

podem ser cultivados e geneticamente manipulados no laboratório, de modo a 

fornecer um organismo eucariota útil para investigar o papel funcional das CNVs 

(Carlton, 2003). No Brasil, um recente estudo caracterizou o perfil genético de 

ambos os marcadores nos genes mais comuns associados à resistência aos 

fármacos em isolados de P. falciparum e P. vivax, com amostras de três regiões do 

Brasil (Mato Grosso, Rondônia e Amapá). Todas as amostras analisadas de P. 

falciparum apresentaram apenas uma cópia dos genes pfmdr1 ou pfgch1. Para os 

isolados de P. vivax foi encontrada múltiplas cópias do gene pvmdr1 em 20% dos 

isolados, porém não houve associação com a parasitemia ou idade (Costa et al., 

2017). 

Considerando que a perspectiva parasitária da malária tem sido 

intensamente investigada, especialmente no que diz respeito à resposta e 

resistência a fármacos, o lado do hospedeiro recebeu até agora menos atenção. O 

estudo das CNVs em genes humanos relacionados à doença poderia explicar 

algumas das discrepâncias entre os estudos de associação genética (Geraghty et 

al., 2002), uma vez que alguns dos genes candidatos identificados ocorrem como 

cópias múltiplas. Além disto, até o momento, para muitos genes relacionados à 

função imune, ainda não se obteve resultados claros e uniformes (Van Braeckel-

Budimir et al., 2017; Wilson et al., 2016; Mwakalinga et al., 2012). Portanto, uma 

análise conjunta das CNVs e dos SNPs pode esclarecer a genética da interação 

hospedeiro-parasita durante a patogênese da malária e dar uma resposta clara 

sobre a questão de qual SNP ou CNV influenciam a expressão gênica em uma 

população e como essa população lida com a doença. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

Investigar se as alterações genômicas quantitativas e os polimorfismos de 

nucleotídeos únicos nos genes TNFA (rs1800629), IFNG (rs2430561), 

IL6(rs1800795) e IL10 (rs1800896, rs1800871, rs1800872) associados à produção 

de citocinas podem influenciar na fisiopatogenia da malária vivax. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Demonstrar os parâmetros hematológicos e demográficos na população em 

estudo e identificar as associações recorrentes entre estes parâmetros e o 

número de episódios de malária; 

 Estimar as frequências alélicas e genotípicas dos SNPs TNFA-308G>A, 

IFNG+874T>A, IL6-174G>C e do haplótipo-1082/-592/-819 no gene IL10; 

 Comparar os níveis de expressão das citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-6 e IL-10 

nos pacientes e nos controles endêmicos; 

 Identificar as associações entre os níveis das citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-6, 

IL-10 e os SNPs TNFA-308G>A, IFNG+874T>A, IL6-174G>C e o haplótipo 

-1082/-592/-819 no gene IL10 nas amostras investigadas; 

 Identificar as associações entre os níveis das citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-6 e 

IL-10 e a carga parasitária nas amostras investigadas; 

 Identificar as associações entre os SNPs TNFA-308G>A, IFNG+874T>A, 

IL6-174G>C e do haplótipo -1082/-592/-819 no gene IL10 e a carga 

parasitária nas amostras investigadas;  

 Identificar as associações entre o número de episódios de malária e os níveis 

das citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-6 e IL-10; 

 Determinar a frequência das CNVs na população em estudo e analisar sua 

correlação com a infecção pelo P. vivax. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. ÁREA DE ESTUDO 
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Estudo transversal foi realizado a partir de amostras do município de Itaituba 

(04º16'34'' S; 55º59'01'' W), pertencente ao Estado do Pará, norte do Brasil (Figura 

6). O município está localizado na parte mais sudoeste do estado e possui IPA de 

alto risco para transmissão de malária (102,0 casos de malária/1.000 habitantes). 

Itaituba possui uma população de 98.485 habitantes de acordo a estimativa do 

censo 2016, uma área da unidade territorial (km²) segundo censo de 2015 de 

62.042,320 e a densidade demográfica (habitantes/km²) de 1,57. A cidade é o 

décimo quinto município mais populoso do estado, possuindo o décimo terceiro 

maior produto interno bruto do Pará e é conhecido como “cidade pepita” devido à 

intensa atividade de mineração de ouro no Vale do Rio Tapajós (Brasil, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
Figura 6: Esquema representativo do município de Itaituba: Área do Estudo.  Fonte: Laboratório de 
geoprocessamento, Instituto Evandro Chagas (IEC). 

 

 

O clima de Itaituba é quente e úmido, com temperatura superior a dezoito 

graus em todos os meses do ano e chuvas abundantes durante a maior parte do 

ano, com uma pequena estação seca, geralmente nos meses de inverno. A 
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temperatura média anual é de 26,7 ºC, sendo que a média do mês mais quente, 

outubro, é de 27,7 ºC, e a do mês frio, fevereiro, de 25,7 ºC. A precipitação média 

anual é de 2.189,2 milímetros, sendo que março é o mês mais chuvoso (327,3 

milímetros) e julho o mais seco (46,1 milímetros). O tempo médio de insolação é de 

2.000 horas por ano e a umidade do ar é relativamente elevada em todos os meses 

do ano, com médias acima de 80% (Brasil, 2016). 

Na cidade de Itaituba circulam moradores, visitantes, comerciantes e 

garimpeiros. Em decorrência dos mais de 240 garimpos e acampamentos 

agregados ao município, apresenta um fluxo populacional intenso, com movimento 

frequência de catraias, barcos e lanchas que transportam passageiros de um lado 

para outro, numa relação que envolve comércio, turismo, vida social e compras, 

mas, que também favorece a disseminação de doenças transmissíveis. Atualmente 

o município oferece a maior casuística de malária do Estado do Pará e no ano de 

2016 foram registrados 1.645 casos de malária, sendo 1.204 casos por P. vivax, 

393 casos por P. falciparum e 48 notificações de infecções mistas por estas duas 

espécies (Brasil, 2016). 

A seleção dos pacientes foi realizada a partir do atendimento dos mesmos 

no principal Posto de Notificação de Malária do município, localizado no Hospital 

Regional do Tapajós, no período de janeiro a dezembro de 2016. Os pacientes 

atendidos no posto eram convidados a participar do estudo por meio de uma ficha 

clínico-epidemiológica (Anexo I) e assinavam junto a ele um termo de 

consentimento livre e esclarecido (Anexo II). 

Foram excluídos do estudo pacientes com doença 

crônica/neurodegenerativa, com coinfecções com geohelmintos, grávidas e 

indivíduos com infecções mistas (com mais de uma espécie de Plasmodium) e dos 

288 pacientes atendidos, foram incluídos no estudo 129, sendo: 79 pacientes não 

maláricos, referidos no estudo como “controle endêmico” e 50 pacientes positivos 

para P. vivax, referidos como “malárico”, sendo que destes: 15 eram pacientes com 

infecção primária a malária, referidos como “malária primária” e 35 pacientes com 

relatos de episódios anteriores a infecção nos últimos anos, referidos como “malária 

recorrente”. O projeto foi aprovado no Comitê de Ética e Pesquisa (CEP) do IEC, 

Pará. Nº CEP/IEC 1.219.346/2015. 
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3.2. DETERMINAÇÃO DA CARGA PARASITÁRIA 

A pesquisa de parasitos foi realizada por microscopistas especializados do 

IEC, por meio do exame parasitoscópico, pela técnica da gota espessa (GE). Uma 

amostra de sangue foi obtida pela punção da polpa digital do paciente. As 

preparações sanguíneas foram coradas pelo Método de Walker, utilizando-se o 

corante Giemsa. A leitura foi realizada em microscópio ótico, determinando-se o 

número de parasitos por mm3 de sangue. As amostras positivas foram confirmadas 

por Nested-PCR (Snounou et al., 1993), antes dos pacientes iniciarem o 

tratamento. A papa de hemácias e o soro estavam armazenados em tubo eppendorf 

a -70⁰C.  

Com os dados da parasitemia disponíveis das 50 amostras positivas, a 

média de parasitos foi de 10.910,40 parasitos/mm3, sendo no grupo malária 

primária foi de 7.585 parasitos/mm3 e no grupo malária recorrente foi 12.335 

parasitos/mm3. Todos os pacientes diagnosticados foram tratados segundo o 

Regime Terapêutico Brasileiro com cloroquina por 3 dias e primaquina de por 7 a 

14 dias (Brasil, 2010). 

 

3.3. ANÁLISES HEMATOLÓGICAS  

 As contagens e a interpretação dos resultados de células sanguíneas foram 

realizadas em um analizador automático Pentra 120 Retic (ABX Diagnostics®), 

conforme instruções do fabricante, para avaliação dos seguintes parâmetros 

hematológicos: contagem de eritrócitos (homem 4.5 – 6.5 x 106/µL; mulher 3.9 – 

5.6 x 106/µL), hemoglobina (homem≥ 13 g/dL; mulher ≥ 12g/dL), hematócrito 

(homem 38 – 50%;mulher 36 – 47%), leucócitos (valor normal 4 – 10 x 103/µL), 

linfócitos (valor normal 1 – 3.8 x 103/µL), neutrófilos(valor normal 1.5 – 6.8 x 103/µL), 

monócitos (valor normal 200 – 800/µL), eosinófilos (valor normal 40 – 400/µL) e 

plaquetas (valor normal 150 – 400 x 103/µL). 

 

3.4. DOSAGEM DE CITOCINAS 

A técnica de citometria de fluxo avaliou a expressão das citocinas TNF-α, 

IFN-γ, IL-6 e IL-10, a partir dos soros dos pacientes e indivíduos não maláricos do 

município do Itaituba/PA, segundo protocolo descrito por Kellar e Douglass (2003). 
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Para tanto, foram utilizados os kits Cytometric Bead Array (CBA) Human TNF-α 

Flex Set, Human IFN-γ Flex set, Human IL-6 Flex Set e Human IL-10 Flex Set (BD 

Biosciences, USA) e as etapas realizadas de acordo com as instruções do 

fabricante. Foram analisados 25µL das amostras por citômetro de fluxo 

FACsCantoTM II (Becton Dickinson, San José, CA, EUA), previamente calibrado 

com “Setup beads”, incubadas com isotiocianato de fluoresceína e ficoeritrina. A 

curva padrão foi realizada para cada citocina e analisada no FACSDiva Software 

(Becton Dickinson, San José, CA, EUA). Para cada citocina foram quantificados os 

valores brutos de média de intensidade de fluorescência. Os resultados foram 

expressos em pg/mL em comparação com a curva padrão. Foram considerados 

300 eventos para cada citocina. 

 

3.5. EXTRAÇÃO DE DNA 

O DNA foi extraído a partir das amostras de sangue total utilizando o kit de 

extração/purificação Easy DNATM (Invitrogen, Califórnia, USA) e as etapas foram 

realizadas de acordo com as instruções do fabricante. Em 280µL de sangue foram 

adicionados 450 µL de solução de lise (Solução A) e a mistura homogeneizada no 

agitador. Após incubação a 65⁰C por seis minutos em banho-maria, foram 

adicionados 650µL de clorofórmio. Realizou-se homogeneização em agitador até a 

mistura apresentar coloração “achocolatada”. Em seguida, adicionaram-se 150µL 

de solução de precipitação (Solução B) e homogeneizou-se no agitador até a 

mistura ficar homogênea. Realizou-se a centrifugação da amostra a 20.000g por 

dez minutos e transferência do sobrenadante para micro tubo de 1,5µL. Foi então 

adicionado 1mL de etanol 100% gelado e a mistura foi homogeneizada por 

inversões suaves e deixada por dez minutos a temperatura ambiente. Após isto, a 

mistura foi centrifugada a 20.000g por cinco minutos. O sobrenadante foi removido 

por inversão e adicionou-se 1mL de etanol 70% gelado. Após a nova centrifugação 

a 20.000g por dois minutos, o sobrenadante foi removido por inversão e deixou-se 

o tubo secando em temperatura ambiente antes de ressuspender o DNA em 100 

µL de água livre de nucleasse. A quantidade e a pureza do DNA foram verificadas 

após eletroforese em gel de agarose 1,5%. 
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3.6. GENOTIPAGEM 

Os SNPs para TNFA -308G>A, IFNG +874T>A, IL6 -174G>C e IL10 -

1082A>G, -819C>T e -592C>A foram identificados utilizando a técnica de 

genotipagem pela reação em cadeira da polimerase (PCR) utilizando sequência de 

primers específicos (SSP) determinados pelo kit Cytgen (OneLambda; Canoga 

Park, CA) e as etapas realizadas de acordo com as instruções do fabricante. A 

amplificação foi realizada no termociclador VeritiTM (Applied Biosystems, USA), 

usando Taq polimerase (5UI/mL). Condições do ciclo: um ciclo de 96º (130 

segundos) e um de 63º (60 segundos); seguido de nove ciclos de 96º (10 segundos) 

e de 59º (50 segundos); e por fim vinte ciclos de 96º (10 segundos), 59º (50 

segundos) e 72º (30 segundos). A interpretação do resultado foi realizada seguindo 

worksheet do kit (Anexo III). 

 

3.7. HIBRIDIZAÇÃO GENOMICA COMPARATIVA EM ARRAY (aCGH) 

Com o intuito de analisar a ocorrência de alterações no número de cópias 

que pudessem envolver genes relacionados com a suscetibilidade à malária, seis 

pacientes positivos para malária e dois negativos foram analisados pela tecnologia 

de aCGH. Para isso, foi utilizada a matriz SurePrint G3 Cancer CGH+SNP Array 

Bundle, 4x180K (Agilent Technologies, CA, USA). Essa matriz contém cerca de 

120.000 sondas para identificação de CNVs e 60.000 SNPs. Os procedimentos da 

técnica foram realizados de acordo com as instruções do fabricante. 

 

3.7.1. DIGESTÃO ENZIMÁTICA DO DNA GENÔMICO (gDNA)  

O gDNA extraído foi concentrado a 1μg em 20,2μl de água ultra-pura, 

posteriormente exposto a ação das enzimas Alu I e Rsa I para a formação de 

fragmentos de 200 a 500pb. Esta etapa também foi realizada com o gDNA de 

referência (Human Reference DNA Male ou Female, Agilent Technologies, CA, 

USA), disponibilizado no kit SureTag Complete DNA Labeling: Em cada tubo 

contendo o gDNA diluído, foi adicionado 5,8μL do Digestion Master Mix, composto 

de água ultra-pura, tampão de Restrição Enzimática 10X, albumina bovina e das 

enzimas Alu I e Rsa I. A mistura foi incubada em banho-maria a 37°C por 2 horas 

e logo em seguida a 65ºC, por 20 minutos. 

NEG    TNFA                                                 IL10                          IL6         INFB 
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3.7.2. MARCAÇÃO DOS gDNA 

Para a marcação dos gDNAs foi utilizado o corante fluorescente Cy5-dUTP 

para as amostras a serem avaliadas e Cy3-dUTP para o gDNA de referência. Para 

isto foram adicionados 5μL de um primer randômico à mistura. Os tubos contendo 

o gDNA foram incubados a 95C por 3 minutos, e depois em gelo por 5 minutos. 

Posteriormente foram acrescentados 21μL do Labeling Master Mix, 

composto por água ultra-pura, Tampão de Reativação 5x, 10x dNTPs (nucleotídeos 

do DNA), Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP e Exo-Klenow (uma DNA polimerase). Logo 

após, as misturas foram incubadas a 37⁰C por 2 horas, e posteriormente a 65⁰C, 

durante 10 minutos.  

 

3.7.3. PURIFICAÇÃO DOS gDNA 

Após a marcação, o material foi purificado. Para isto, 430μL de 1x do tampão 

TE (pH 8.0) foram adicionados em cada amostra, estas foram transferidas para 

colunas de purificação para serem centrifugadas a 14000g por dez minutos. O 

sobrenadante foi descartado e mais 480μL de 1x TE (pH 8.0) foram adicionados.  

Após a segunda centrifugação, a coluna foi invertida em novo tubo coletor 

de 2mL e centrifugada a 1000xg para obtenção do material purificado. Este foi 

quantificado em Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) para 

a medição das concentrações do gDNA e dos marcadores, que foram utilizados, 

junto com a medição do volume final da amostra, para a estipulação dos valores de 

atividade específica dos marcadores e rendimento do processo de marcação.  

Estes valores indicaram o funcionamento das etapas anteriores e definiram 

a escolha dos pares de amostras (gDNA de referência e teste) que foram formados 

(os valores entre estes devem ser semelhantes).  

 

3.7.4. PREPARAÇÃO PRÉ-HIBRIDIZAÇÃO 

Antes do processo de hibridização as amostras foram pré-tratadas com a 

adição de 71μL do Hybridization Master Mix (composto de tampão de hibridização, 

agente de bloqueio 10x concentrado e Cot-1 DNA) em cada amostra (gDNA de 

referência + gDNA da amostra testada).  
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Essa mistura foi incubada a 95ºC por 3 minutos e imediatamente transferida 

para um banho-maria a 37ºC, por 30 minutos. Após essa etapa, o material foi 

centrifugado por 1 minuto a 6000g e então pronto para a hibridização. Após as 

etapas anteriores, o volume final da mistura foi de 110μL. 

 

3.7.5. HIBRIDIZAÇÃO 

O processo de hibridização seguiu as seguintes etapas: Em uma lamínula 

específica, foi adicionado 100μl da solução em cada um dos poços. A lâmina de 

microarray foi encaixada sobre a lamínula e o conjunto formado (lâmina e lamínula) 

foi fixado a uma base de fixação. Manualmente foi ajustada uma braçadeira para 

manter o conjunto bem fixado. O conjunto foi movido verticalmente para que o 

líquido se espalhasse uniformemente sobre cada array e para evitar a formação de 

possíveis bolhas de ar. O conjunto foi acoplado em uma câmara de hibridização e 

mantido a 65ºC por 24 horas, com uma rotação de 20rpm.  

 

3.7.6. LAVAGEM DOS MICROARRAYS 

A lavagem dos microarrays foi feita de forma a minimizar a exposição do 

gDNA marcado ao ozônio. Primeiramente, o conjunto lâmina/lamínula foi retirado 

da base de fixação e mergulhado em tampão de lavagem 1 (Wash Buffer 1) para 

ajudar na dissociação.  Após isso, as lâminas foram colocadas em uma cuba de 

vidro contendo novamente tampão de lavagem 1 sob agitação com magneto, por 5 

minutos. Tanto a dissociação como a primeira lavagem foram feitas à temperatura 

ambiente. As lâminas foram então transferidas para uma terceira cuba contendo o 

tampão de lavagem 2 (Wash Buffer 2), em agitação com magneto, à temperatura 

de 37ºC. Finalmente, as lâminas foram cobertas com uma lamínula protetora de 

ozônio e encaixadas em um estojo para dar seguimento à etapa seguinte.  

 

3.7.7. ESCANEAMENTO E EXTRAÇÃO DOS DADOS 

Os estojos com os microarrays foram devidamente encaixados em cassetes 

do Agilent Microarray Scanner (PN G2565BA). O controle e obtenção das imagens 

foram feitos com o uso do Feature Extraction software, v10.10 qual extrai imagens 

com a extensão TIFF. 
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3.8. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para análise da expressão das citocinas, o nível de significância foi obtido 

pela comparação entre as concentrações de citocinas dos pacientes e indivíduos 

não maláricos, assim como a análise de associação entre os SNPs e o haplótipo 

com a densidade e entre o nível das citocinas com os SNPs e com o haplótipo 

foram estimadas pelo teste não paramétrico U de Mann-Whitney; a análise de 

existência de correlação entre os níveis das citocinas e a carga parasitária foi 

estimada pelo teste não paramétrico de correlação de Spearman, utilizando o 

programa Graph-pad prism 6.0 (Grapgpad software, Inc, San Diego, CA); a análise 

de existência de correlação entre os grupos, controle endêmica, malária primária e 

malária recorrente, foi realizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido 

pelo pós-teste de Dunn´s. Em todas as correlações, foram considerados 

estatisticamente significantes valores de p< 0.05. 

Para análise dos polimorfismos, as frequências alélicas e genotípicas foram 

comparadas entre os pacientes maláricos controle endêmico e as significâncias dos 

desvios foram verificadas a partir do teste-G e do teste do qui-quadrado de 

Pearson, respectivamente, bem como foi também testado se as frequências 

genotípicas obtidas diferem das esperadas segundo o teorema de Hardy e 

Weinberg, através do método de Guo e Thompson (1992), utilizando o programa 

Bioestat® versão 5.0. Em todas as correlações, foram considerados 

estatisticamente significantes valores de p< 0.05. 

Os resultados das CNVs obtidos foram levantados em termos de frequência 

por simples contagem. Posteriormente foram avaliados quanto à existência de 

associação com os dados clínico-patológicos como sexo, parasitemia e recorrência 

da malária, a partir do teste Exato de Fisher utilizando o do programa Bioestat® 

versão 5.0. Em todas as correlações, foram considerados estatisticamente 

significantes valores de p< 0,05. 

 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1. PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS E DEMOGRÁFICOS E O NÚMERO DE 

EPISÓDIOS DE MALÁRIA 
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 Os parâmetros hematológicos e demográficos da população em estudo 

estão representados na tabela 1. Foi observado frequência maior de homens e 

idade média de 35,13 ± 13,23 e a análise dos dados não demonstrou diferenças 

significativas quanto à idade, contagem de hemácias, na concentração da 

hemoglobina, na porcentagem do volume dos glóbulos vermelhos (hematócrito), na 

porcentagem de linfócitos e de neutrófilos na população em estudo. Ambos os 

grupos, malária primária e malária recorrente, apresentaram redução significativa 

no número de plaquetas em comparação ao controle endêmico (p < 0,001) e no 

grupo malária recorrente observamos aumento significativo na porcentagem de 

monócitos (p = 0,0158). 

 
 
 

Tabela 1: Parâmetros Demográficos e Hematológicos da população em estudo.  

a Os pacientes em estudo relataram o número de episódios anteriores de malária.  
b Dados expressos como mediana and intervalo interquartil (IQR25-IQR75). 
c Diferença significativa em comparação ao Controle Endêmico. 
*Análise estatística realizada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de 
Dunn’s. 
 

Parâmetros Hematológicos e 
Demográficos  

Controle 
Endêmico (n=79) 

Malária Primária 
(n=15) 

Malária 
Recorrente 

(n=35) 
p valor* 

Idade (anos), Média (Desvio 
Padrão) 

36,63 (14,50) 32,0 (12,14) 33,11 (10,11) 0,3722 

Homem/Mulher (%) 59/41 80/20 74/26  

Carga Parasitária (parasitos/mm3) - 7.585 12.335  

Número de Episódios de Malária a b - - 3,0 (2,0-5,0)  

Parâmetros Hematológicos b     

Hemácias x 103/mm3 4.800 (4.495-5.280) 4.770 (4.450-5.425) 4.800 (4.265-5.145) 0,4163 

Hemoglobina (g/dL) 14,3 (13,3-15,6) 13,30 (13,00-15,50) 14,0 (12,05-15,0) 0,1809 

Hematócrito (%) 43,0 (40,0-47,0) 42,0 (38,0-45,3) 42,0 (36,4-45,0) 0,1368 

Plaquetas x 103/mm3 199,0 (148,0-236,0) 94,0 (63,0-116,0) c 101,0 (78,0-139,5) c < 0,001 

Leucócitos x 103/mm3 5,7 (4,55-6,90) 4,2 (3,4-5,3) c 5,6 (4,05-6,90) 0,0074 

Linfócitos (%) 38,0 (28,0-45,0) 34,0 (25,5-40,0) 30,0 (19,5-43,0) 0,0648 

Monócitos (%) 2,0 (1,5-2,5) 2,0 (2,0-3,0) 3,0 (2,0-3,0) c 0,0158 

Neutrófilos (%) 55,0 (47,0-67,5) 60,0 (53,0-69,0) 59,0 (47,5-72,0) 0,3116 



68 

 

4.2. DETERMINAÇÃO DAS FREQUÊNCIAS ALÉLICAS E GENOTÍPICAS  

Como sumarizado na tabela 2 foram avaliados os SNPs TNFA -308G>A, 

IFNG +874T>A, IL6 -174G>C, IL10 -1082A>G, IL10 -819C>T, IL10 -592C>A e do 

haplótipo IL10-1082A>G, -819C>T e -592C>A na população em estudo e todos 

estão em equilíbrio de Hardy e Weinberg (p > 0,05).  

Para o SNP TNFA -308G>A, o genótipo mais frequente nos maláricos foi o 

GG (70%) e o alelo mais frequente foi o *G (85%), assim como nos controles 

endêmicos foi de 81,01% e 89,87%, respectivamente, sem ter sido observado 

diferenças significativas entre os grupos.  

Para o SNP IFNG +874 T>A, o genótipo mais frequente nos maláricos foi o 

TA (54%) e o alelo mais frequente foi o *A (67%). No controle endêmico o genótipo 

mais frequente foi AA (51,90%) e o alelo mais frequente foi o *A (72,78%).  

 Para o SNP IL6 -174 G>C o genótipo mais frequente nos maláricos foi o CG 

(32%) e o alelo mais frequente foi o *G (82%), assim como foi observado nos 

controles endêmicos foi de 59,50% e 77,21%, respectivamente. 

 Para o haplótipo da IL10 -1082A>G, -819C>T e -592C>A o genótipo mais 

frequente nos maláricos foi o GCC/GCC (96%), assim como foi observado nos 

controles endêmicos (87,34%). 
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 Tabela 2: Frequência alélica e genotípica do SNP TNFA -308G>A, SNP IFNG 
+874T>A, SNP IL6 -174 G>C, do haplótipo da IL10 -1082 A>G, -819 C>T e -592 
C>A, da população em estudo. 

pa: Comparação entre os dois grupos (teste G e teste qui-quadrado, 
respectivamente); pb: Odds radio. 
 
 

4.3. EXPRESSÃO DAS CITOCINAS 

Com a finalidade de avaliar a participação das citocinas na resposta imune 

à infecção pelo P. vivax avaliou-se as concentrações das mesmas entre os grupos 

maláricos e controle endêmico (Figura 7a-d). As concentrações séricas das 

citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-6 e IL-10 foram analisadas em soro dos pacientes e 

expressas em pg/mL.  

Genótipos e Alelos Maláricos (%) 

n=50 

Controles (%) 

n=79 

pa OR 

(95% CI) 

pb 

TNFA -308 
    

 

GG 35 (70) 64 (81,01) 0,1767 0,5469 0,2192 

GA 15 (30) 14 (17,72)  (0,2395-1,2489)  

AA 0 (0) 01 (1,27)    

G 85 (85) 142 (89,87) 0,2408 0,6385 0,3288 

A 15 (15) 16 (10,13)  (0,3004-1,3571)  

IFNG +874 

   
 

 

AA 20 (40) 41 (51,90) 0,3250 1,0880 0,9586 

TA 27 (54) 32 (40,51)  (0,5349-2,2130)  

TT 03 (6) 06 (7,59)    

A 67 (67) 114 (72,78) 0,3783 0,7836 0,4584 

T 33 (33) 44 (27,84)  (0,4553-1,3486)  

IL6 -174 
    

 

GG 33 (66) 47 (59,50) 0,5686 1,3217 0,5785 

CG 16 (32) 28 (35,44)  (0,6320-2,7637)  

CC 01 (2) 04 (5,06)    

G 82 (82) 122 (77,21) 0,3543 1,3443 0,4452 

C 18 (18) 36 (22,78)  (0,7151-2,5271)  

IL10 -1082/-819/-592 
    

 

GCC/ACC 01 (2) 06 (7,59) 0,1504 3,4783 0,1808 

GCC/GCC 48(96) 69 (87,34)  (0,7293-16,5899)  

GCC/ATA 0 (0) 01 (1,27)    

ACC/ATA 0 (0) 03 (3,80)    

ATA/ATA 01 (2) 0 (0)    
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A média da concentração da citocina TNF-α nos maláricos foi de 3,54 ± 3,99 

enquanto que no controle endêmico a média foi de 1,86± 2,67. Nível de significância 

foi de p = 0,0192 (Figura 7a). A média da concentração da citocina IFN-γ foi de 

13,80 ± 41,52 nos maláricos enquanto que a média no controle endêmico foi de 

4,48 ± 17,93. Nível de significância foi de p = 0,0010 (Figura 7b). A média da 

concentração da citocina IL-6 foi de 217,62 ± 534,91 nos maláricos, enquanto que 

a média no controle endêmico foi de 9,67 ± 16,69. Nível de significância foi de p < 

0,001 (Figura 7c). A média da concentração da citocina IL-10 foi significativamente 

maior nos maláricos, 1.030,44 ± 2.290,77, enquanto que a média no controle 

endêmico foi de 2,22 ± 5,20. Nível de significância foi de p < 0,001 (Figura 7d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 7: Expressão e correlação da citocina TNF-α (a), IFN-γ (b), IL-6 (c) e IL-10 (d) em pg/mL 
entre os maláricos e o controle endêmico. Foi realizado o teste não paramétrico de U de Mann-
Whitney. As diferenças significativas foram estimadas pela média dos valores em cada grupo, sendo 
considerados significativos àqueles onde p<0,05, onde * p < 0,05; ** p = 0,001; *** p < 0,001; **** p 
< 0,0001. 
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4.4. CORRELAÇÃO ENTRE AS CITOCINAS E OS GENÓTIPOS 

Com intuito de verificar se os SNPs TNFA, IFNG, IL6 e o haplótipo da IL10 

influenciam na expressão das respectivas citocinas, a mediana das suas 

concentrações séricas foi comparada entre os grupos de indivíduos homozigotos 

selvagem, homozigotos mutantes e heterozigotos, a partir do teste estatístico 

Mann-Whitney U-test (Figura 8a-d).  

Ao correlacionarmos o SNP TNFA -308 G>A e a expressão do TNF-α, a 

mediana dos níveis séricos desta citocina foi comparada entre o grupo de 

indivíduos homozigoto selvagem (genótipo GG) e o grupo de indivíduos que têm a 

presença do alelo mutante (genótipos GA e AA). A mediana do nível sérico do TNF-

α no grupo de indivíduos homozigotos selvagens foi 1,0 e a média foi de 2,49 pg/mL 

± 3,17, com variação de 0,0 a 14,0 pg/mL. No grupo que tem a presença do alelo 

mutante, a mediana do nível sérico do TNF-α foi de 0,0 e a média foi 2,56 pg/mL ± 

3,87, com variação de 0,0 a 12,0pg/mL. Não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos (p = 0,7151) (Figura 8a). 

Ao correlacionarmos o SNP IFNG+874 T>A e a expressão do INF-γ, a 

mediana dos níveis séricos desta citocina foi comparada entre o grupo homozigoto 

mutante (genótipo AA) o grupo de homozigotos selvagens e heterozigotos 

(genótipos TT e TA, respectivamente). A mediana dos níveis séricos da citocina no 

grupo de indivíduos homozigotos mutantes foi 1,97 pg/mL e a média foi de 10,13 

pg/mL ± 37,82, com variação de 0,0 a 286,20 pg/mL. No grupo de homozigotos 

selvagens e heterozigotos, a mediana dos níveis séricos foi de 2,08 e a média foi 

7,08 pg/mL ± 19,69, com variação de 0,0 a 155,03 pg/mL. Não observamos 

diferenças significativas entre os grupos (p = 0,3813) (Figura 8b). 

Ao correlacionarmos o SNP IL6-174 G>C e a expressão da IL-6, a mediana 

da dos níveis séricos desta citocina foi comparada entre o grupo de indivíduos 

homozigoto selvagem (genótipo GG) e o grupo de indivíduos que têm a presença 

do alelo mutante (genótipos GC e CC). A mediana dos níveis séricos da citocina no 

grupo de indivíduos homozigotos selvagens foi 9,00 e a média foi de 102,82 pg/mL 

± 398,79, com variação de 0,0 a 3.037,00 pg/mL. No grupo que tem a presença do 

alelo mutante, a mediana dos níveis séricos da citocina foi de 5,0 pg/mL e a média 
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foi 69,77 pg/mL ± 240,20, com variação de 0,0 a 1.531,0 pg/mL. Não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos (p = 0,1668) (Figura 8c).  

Ao correlacionarmos o haplótipo da IL10 e a expressão da IL-10, a mediana 

da dos níveis séricos desta citocina foi comparada entre o grupo de indivíduos com 

genótipo GCC/GCC e os demais. A mediana dos níveis séricos no grupo de 

indivíduos GCC/GCC foi 4,0 pg/mL e a média foi de 440,08 pg/mL ± 1.574,38, com 

variação de 0,0 a 12.014,0 pg/mL. Nos demais genótipos, a mediana dos níveis 

séricos foi de 0,0 pg/mL e a média foi 17,33 pg/mL ± 56,92, com variação de 0,0 a 

198,0 pg/mL. Observamos diferenças significativas entre os grupos (p = 0,0162) 

(Figura 8d). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Correlação do nível das citocinas TNF-α (a), IFN-γ (b), IL-6 (c) e IL-10 (d) e os 
SNPs/Haplótipo dos genes TNFA (a), IFNG (b), IL6 (c) e IL10 (d). Foi realizado o teste não 
paramétrico de Mann-Whitney U-test. As diferenças significativas foram estimadas pela mediana 
dos valores em cada grupo, sendo considerados significativos àqueles onde p<0,05, onde * p < 0,05. 
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4.5. CORRELAÇÃO ENTRE AS CITOCINAS E A CARGA PARASITÁRIA 

Com o intuito de verificar se a expressão das citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-6 e 

IL-10 podem contribuir para o controle da carga parasitária, as suas concentrações 

séricas foram comparadas com o número de parasitos no sangue periférico, a partir 

do teste não paramétrico de correlação de Spearman (Figura 9a-d). 

Nos 50 pacientes do estudo, a média de parasitos foi de 10.910,40 

parasitos/mm3 ± 14.406,25. Observamos uma correlação positiva moderada entre 

a carga parasitária e o nível da citocina TNF-α (3,54 pg/mL ± 3,99), onde r = 0,4433 

e p = 0,0013. Observamos uma correlação positiva forte entre a carga parasitária e 

o nível da citocina IL-6 (217,62 pg/mL ± 534,91), onde r = 0,5552 e p < 0,0001. 

Observamos uma correlação positiva forte entre a carga parasitária e o nível da 

citocina IL-10 (1.030,44 pg/mL ± 2.290,77), onde r = 0,5958 e p < 0,0001. Não 

observamos correlações entre a expressão da citocina IFN-γ com a carga 

parasitária. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Expressão e correlação da citocina TNF-α (a), IFN-γ (b), IL-6 (c) e IL-10 (d) em pg/mL com 
a carga parasitária nos pacientes maláricos. Foi realizado o teste não paramétrico de correlação de 
Spearman. r = coeficiente de Spearman, onde r < 0,4 = baixa correlação; 0,4 ≤ r ≤ 0,5 = correlação 
moderada; r > 0,5 = correlação forte. 
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4.6. CORRELAÇÃO ENTRE A CARGA PARASITÁRIA E OS GENÓTIPOS 

Com o objetivo de verificar uma possível associação entre os SNPs e a carga 

parasitária, nós comparamos a mediana da carga parasitária entre os grupos de 

indivíduos homozigotos selvagem, homozigotos mutantes e heterozigotos, a partir 

do teste estatístico U de Mann-Whitney (Figura 10a-d).  

Ao correlacionarmos o SNP TNFA -308 G>A e a carga parasitária, a mediana 

da carga parasitária foi comparada entre o grupo de indivíduos homozigoto 

selvagem (genótipo GG) e o grupo de indivíduos que têm a presença do alelo 

mutante (genótipos GA e AA). A mediana da carga parasitária no grupo de 

indivíduos homozigotos selvagens foi 7.500 e a média foi de 9.826,85 

parasitos/mm3± 9.906,69, com variação de 60 a 40.000 parasitos/mm3. No grupo 

que tem a presença do alelo mutante, a mediana da carga parasitária foi de 2.000 

parasitos/mm3 e a média foi 11.638,13 parasitos/mm3± 21.492,38, com variação de 

7 a 60.000 parasitos/mm3. Não foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos (p = 0,0812) (Figura 10a). 

Ao correlacionarmos o SNP IFNG+874 T>A e a carga parasitária, a mediana 

da carga parasitária foi comparada entre o grupo homozigoto mutante (genótipo 

AA) com indivíduos homozigotos selvagens e heterozigotos (genótipos TT e TA, 

respectivamente). A mediana da carga parasitária no grupo de indivíduos 

homozigotos mutantes foi 5.500 e a média foi de 10.288,00 parasitos/mm3± 

12.920,35, com variação de 60 a 40.000 parasitos/mm3. No grupo de homozigotos 

selvagens e heterozigotos, a mediana da carga parasitária foi de 5.500 

parasitos/mm3e a média foi 11.325,33 parasitos/mm3± 15.519,48, com variação de 

30a 60.000 parasitos/mm3. Não observamos diferenças significativas entre os 

grupos (p = 0,7346) (Figura 10b).  

Ao correlacionarmos o SNP IL6-174 G>C e a carga parasitária, a mediana 

da carga parasitária foi comparada entre o grupo de indivíduos homozigoto 

selvagem (genótipo GG) e o grupo de indivíduos que têm a presença do alelo 

mutante (genótipos GC e CC). A mediana da carga parasitária no grupo de 

indivíduos homozigotos selvagens foi 6.000 parasitos/mm3 e a média foi de 

11.736,51 parasitos/mm3 ± 14.554,11, com variação de 15 a 60.000 parasitos/mm3. 

No grupo que tem a presença do alelo mutante, a mediana da carga parasitária foi 
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de 2.500 parasitos/mm3 e a média foi 8.425,29 parasitos/mm3± 14.503,50, com 

variação de 30 a 60.000 parasitos/mm3. Não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos (p = 0,2644) (Figura 10c). 

Ao correlacionarmos o haplótipo da IL10 e a carga parasitária, a mediana da 

carga parasitária foi comparada entre o grupo de indivíduos com genótipo 

GCC/GCC e os demais grupos. A mediana da carga parasitária no grupo de 

indivíduos GCC/GCC foi 5.000 parasitos/mm3 e a média foi de 10.737,18 

parasitos/mm3 ± 14.686,43 parasitos/mm3, com variação de 15 a 60.000 

parasitos/mm3. Nos demais, a mediana da carga parasitária foi de 7.575 

parasitos/mm3 e a média foi 7.575,00 ± 10.500,53 parasitos/mm3, com variação de 

150 a 15.000 parasitos/mm3. Não foram observadas diferenças significativas entre 

os grupos (p = 0,8776) (Figura 10d). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Correlação entre a carga parasitária nos pacientes maláricos e os SNPs/Haplótipo dos 
genes TNFA (a), IFNG (b), IL6 (c) e IL10 (d). Foi realizado o teste não paramétrico de Mann-Whitney 
U-test. As diferenças significativas foram estimadas pela mediana dos valores em cada grupo, sendo 
considerados significativos àqueles onde p<0,05. Não observamos diferenças significativas. 

 

GG GA + AA
0

2000
4000

6000
8000

10000
10000
12000
14000
16000
18000
20000
20000
25000
30000
35000
40000

D
e

n
s

id
a

d
e

 P
a

ra
s

it
á

ri
a

Genótipos TNFA

a)

AA TA + TT
0

2000
4000

6000
8000

10000
10000
12000
14000
16000
18000
20000
20000
30000
40000
50000
60000

D
e

n
s

id
a

d
e

 P
a

ra
s

it
á

ri
a

Genótipos IFNG

b)

GG GC + CC
0

2000
4000

6000
8000

10000
10000
12000
14000
16000
18000
20000
20000
30000
40000
50000
60000

D
e

n
s

id
a

d
e

 P
a

ra
s

it
á

ri
a

Genótipos IL6

c)

GCC/GCC Outros
0

2000
4000

6000
8000

10000
10000
12000
14000
16000
18000
20000
20000
30000
40000
50000
60000

D
e

n
s

id
a

d
e

 P
a

ra
s

it
á

ri
a

Haplótipos IL10

d)



76 

 

4.7. CORRELAÇÃO ENTRE O NÚMERO DE EPISÓDIOS DE MALÁRIA E AS 
CITOCINAS 

 Com objetivo de analisar a influência do número de exposições ao P. vivax 

na resposta imune, avaliamos a expressão das citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-6 e IL-10 

nos grupos: controle endêmico, malária primária e malária recorrente. Observamos 

um aumento significativo no nível das citocinas IFN-γ, IL-6 e IL-10 no grupo malária 

primária em comparação ao controle endêmico, bem como um aumento 

significativo na expressão das citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 no grupo malária 

recorrente em comparação ao grupo controle endêmico, enquanto que a expressão 

da citocina IFN-γ foi significativamente maior no grupo com malária primária em 

comparação com o grupo malária recorrente. (Figura 11a-d). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Análise comparativa entre a expressão das citocinas TNF-α (a), IFN-γ (b), IL-6 (c) e IL-
10 (d) em pg/mL com o grupo controle endêmico, malária primária e malária recorrente. Foi realizado 
o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis com múltiplas comparações, seguido pelo pós-teste de 
Dunn`s. As diferenças significativas foram representadas por * p < 0,05; *** p < 0,001 e **** p< 
0,0001. Dados expressos pela média com intervalo de confiança de 95%. 
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4.8. ANÁLISE DAS CNVs 

Todos os resultados descritivos citados abaixo foram obtidos após seleção 

aleatória e análise de CNVs de oito indivíduos sendo cinco (62,5%) do sexo 

feminino e três (37,5%) do sexo masculino. Dos cincos pacientes do sexo feminino, 

três eram pacientes positivos para P. vivax e dois eram negativos para a doença. 

A tabela 3 foi construída levando em consideração as CNVs que estavam presentes 

em pelo menos 30% dos pacientes positivos para P. vivax e ausente nos pacientes 

negativos. Foram observados 112 genes amplificados e 12 genes deletados e as 

CNVs encontradas não incluíam nenhum gene relacionado com receptores ou 

fatores de resistência a malária vivax. Não foram observadas correlações 

estatisticamente significantes entre os dados clinico-patológicos (parasitemia, sexo 

e recorrência da malária) e a presença das CNVs nos pacientes estudados 

(p>0,05). Contudo, identificamos vários genes já́ associados a outras patologias 

com o número de cópias alterado. 
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Tabela 3: Alterações envolvidas nas amostras positivas para P. vivax. 

 

 

 

 

GENES 
CNV 

(Média de Cópias) 
BANDA 

CROMOSSÔMICA 
TAMANHO 

(Kb) 

NÚMERO 
 DE 

MARCADORES 

NÚMERO DE 
INDIVÍDUOS 

RYR2, 
LOC100013033, 
ZP4, LOC339535, 
CHRM3, RPS7P5, 
FMN2. 

Amplificação 
(Duas Cópias) 

1q43 2.823 97 4 

LOC643650, 
LOC728643, 
ANXA8, ANXA8L1, 
PPYR1, 
FAM25C, FAM25G, 
FAM25B, AGAP9, 
LOC642826, 
FAM35B2, 
ANTXRL. 

Deleção 10q11.22 657 16 3 

PWRN2, PWRN1, 
C15orf2, SNRPN, 
SNURF, 
SNORD107, PAR-
SN, PAR5, IPW, 
PAR1, HBII-52-27, 
HBII-52-28,  
HBII-52-45, 
HBII-52-46, UBE3A, 
ATP10A, GABRB3, 
GABRA5, 
GABRG3, OCA2, 
HERC2, GOLGA8F, 
GOLGA8G, 
HERC2P9, 
WHAMML2,  
LOC 100289656, 
LOC646278, 
APBA2, 
FAM189A1, 
NDNL2, SNORD64, 
SNORD108, 
SNORD109B, 
SNORD109A. 
SNORD116-1 a 
SNORD116-29, 
SNORD115-1 a 
SNORD115-48. 

Amplificação 
(Duas Cópias) 

15q11.2 563 27 3 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1. ASPECTOS HEMATOLÓGICOS E IMUNOLÓGICOS DA INFECÇÃO PELO P. 

vivax 

Desde os anos 90, o número de casos de infecções por P. vivax aumentou 

no Brasil e atualmente representam mais de 85% dos relatados anuais na região 

Amazônica e a com alta prevalência de infecção assintomática (Suárez-Mutis et al., 

2007; Tada et al., 2012). Apesar dos casos relatados de malária vivax ter sido 

associado a padrões não complicados da manifestação clínica da doença, 

atualmente há relatos de casos complicados, porém há muito o que ser explorado 

sobre a imunopatogênese deste padrão de infecção (Siqueira et al., 2016). Estudos 

realizados em Papua Nova Guiné (Genton et al., 2008; Tjitra et al., 2008) e na 

Amazônia brasileira (Alexandre et al., 2010) demonstraram exatamente esta 

associação entre a malária vivax e complicações graves. 

As alterações hematológicas, características das infecções maláricas, 

podem levar a uma maior suspeita clínica da doença, iniciando assim uma terapia 

específica, mesmo na ausência de uma GE positiva (Jairajpuri et al., 2014). Os 

principais aspectos clínicos graves de P. vivax incluem a trombocitopenia, malária 

cerebral (Ozen et al., 2006), bem como a insuficiência renal aguda (Prakash et al., 

2003) e hepática (Nautiyal et al., 2005). Foi proposto que o balanço entre respostas 

pró e anti-inflamatórias é fundamento para o controle do desenvolvimento de 

episódios graves da doença. Após a infecção, a resposta imune precisa modular 

não só para evitar a doença, mas também para permitir o controle do parasito. 

No presente estudo, os parâmetros hematológicos foram caracterizados em 

pacientes com malária primária e recorrente. O grupo malária primária demonstrou 

uma diminuição significativa na contagem de glóbulos brancos (leucopenia) em 

comparação com o grupo controle. No entanto, em Manaus (Chaves et al., 2016) e 

em Nova Deli (Jairajpuri et al., 2014) não foram detectadas diferenças significativas 

entre os grupos, porém observou-se uma diminuição significativa na contagem de 

monócitos no grupo com malária primária. Nosso resultado, contudo, revelou um 

aumento da contagem de monócitos no grupo malária primária, semelhante ao que 

foi demonstrado em crianças gambianas com malária (Abdalla, 1988). 
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Acreditamos que a frequência dessas células na resposta imune a malária 

pode variar de acordo com diferentes áreas e populações endêmicas. A 

trombocitopenia foi considerada uma característica das infecções por P. falciparum, 

porém, desde o início da década de 1970, começaram a surgir relatos de achados 

semelhantes em infecções por P. vivax (Beale et al., 1972). Recentemente, em um 

estudo em Manaus, foi demonstrado que paciente com malária primária e 

recorrente apresentou trombocitopenia mais significativa em relação ao grupo de 

controle (Chaves et al., 2016). Além disso, na Índia (Muley et al., 2014) foi 

demonstrado também trombocitopenia em pacientes com malária vivax que 

desenvolveram os sintomas clínicos graves da doença. Estes resultados reforçam 

que alguns parâmetros hematológicos podem ser usados como indicadores para a 

gravidade da infecção por P. vivax (Alexandre et al., 2010). 

Na análise entre o perfil de citocinas e a carga parasitária, verificou-se um 

aumento significativo dos níveis de TNF-α nos pacientes com malária recorrente 

em relação ao grupo controle, fator este associado à gravidade da doença (Andrade 

et al., 2010). As características clínicas mais comuns das infecções maláricas são 

os episódios febris, que recorrem tipicamente em intervalos de 48 horas em 

infecções por P. vivax, após a ruptura dos eritrócitos infectados. A ruptura leva à 

liberação de antígenos parasitários que, em seguida, estimulam as células 

mononucleares do sangue periférico para produzir TNF-α (Karunaweera et al., 

1992; Mendis e Carter, 1992). Andrade et al. (2010) demonstraram um aumento 

significativo no nível plasmático de TNF-α em infecções graves por P. vivax. Além 

disso, dois estudos recentes demonstraram níveis mais elevados de TNF-α entre 

os pacientes infectados por P. vivax em Porto Velho (Hojo-Souza et al., 2017), bem 

como aqueles com alta parasitemia em imigrantes africanos (Hemmer et al., 2006).  

No presente estudo, observamos um aumento no nível de IFN-γ no grupo 

malária primária e os níveis de IL-6 e IL-10 foram maiores em pacientes com 

malária recorrente e com uma correlação positiva com o aumento da carga 

parasitária. Chaves et al. (2016) corroboram com nossos achados e demonstraram 

associação entre os níveis de IL-6 e IL-10 diretamente proporcional a carga 

parasitária no grupo malária recorrente e maior em comparação com malária 

primária (6.000 parasitos/mm3 versus 2.500 parasitos/mm3, respectivamente). 
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Além disto, estudos anteriores propuseram que o perfil das citocinas pró- e 

anti-inflamatórias pode determinar resistência ou susceptibilidade a infecções por 

Plasmodium, sendo a expressão de TNF-α e IFN-γ associada à resistência e a de 

IL-10 com à susceptibilidade a malária (Day et al., 1999; Riley et al., 2006). Tais 

achados reforçam de que as citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 estão envolvidas na 

regulação da resposta imune durante a recorrência da malária e que a aquisição 

gradual da imunidade depende da exposição, como verificado em outra área 

endêmica da malária no Brasil (Chaves et al., 2016). Somando-se a isto, a IL-10 

desempenha um importante efeito regulador na desativação de macrófagos 

(Mosmann e Moore, 1991) e consequentemente diminui o possível dano tecidual e 

indiretamente responsável pela diminuição da produção de IFN-γ, reduzindo o 

controle da carga parasitária pelo hospedeiro e, deste modo, favorecendo a recidiva 

da infecção (Andrade et al., 2010; Chaves et al., 2016; Da Costa et al., 2014). 

 

5.2. POLIMORFISMOS NOS GENES DE CITOCINAS E A INFECÇÃO PELO P. 

vivax 

 Em áreas de assentamento agrícola e de exploração mineral há um aumento 

na transmissão da malária (Da Silva-Nunes et al., 2008), favorecida pela intensa 

mudança ambiental, alteração na biologia dos vetores e agrupando de imigrantes 

não imunes (Vittor et al., 2008). No retorno desses imigrantes infectadas ao seu 

local de origem, novas infecções são introduzidas (Barbieri e Sawyer, 2007) e 

potencialmente disseminam diferentes cepas de Plasmodium para regiões vizinhas 

(Khasnis e Nettleman, 2005). 

Aliado a isto e, sobretudo ao fato de que, fatores genéticos do hospedeiro 

também contribuem para a infecção e nas diferentes manifestações clínicas (Grant 

et al., 2015), o presente estudo avaliou se a frequência dos polimorfismos nos 

genes TNFA, IFNG, IL6 e IL10 e a influência desses SNPs na expressão das 

citocinas, bem como na carga parasitária, poderiam estar relacionados à infecção 

pelo P. vivax numa área de garimpo no estado do Pará. 

As distribuições alélicas e genotípicas nestes genes variam em diferentes 

populações étnicas. Santovito et al. (2017) realizaram um estudo com indivíduos 

saudáveis da região norte e sul da Itália, e encontraram frequências de 87% 
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(população do norte da Itália) e 71% (população do Sul da Itália) para o alelo TNFA-

308*G, 91% e 76%, respectivamente, para o alelo IL6-174*G, 88% e 80% para o 

alelo IL10-1082*G e 87% e 71% para o alelo IL10-819*C, resultados estes que 

foram semelhantes aos encontrados no presente trabalho (89%, 77%, 91% e 97%, 

respectivamente). Entretanto, outros relatos mostraram frequências bem distintas, 

como por exemplo, frequências de 23% do alelo IL10-1082*G em Indianos (Kaur et 

al., 2007) e de 29% para o alelo IL10-819*C em Ameríndios Brasileiros (Lindenau 

et al., 2013). 

As frequências genotípicas, assim como as alélicas, também apresentam 

diferenças em suas distribuições entre diferentes populações. O genótipo TNFA-

308GG (baixos níveis) apresentou frequências de 57% em caucasóides, 88% em 

Africanos, 33% em Chineses, 95% em Japoneses e 75% em Tailandeses, enquanto 

que o genótipo TNFA-308AA (altos níveis) apresentou frequências de 0% em 

caucasóides, Africanos, Chineses e Japoneses, e 23% em Tailandeses (Sodsai et 

al., 2011). No presente estudo observamos uma frequência de 81,01% do genótipo 

TNFA-308GG na população saudável e 1,27% na frequência do genótipo TNFA-

308AA. 

O genótipo IL6-174GG (altos níveis) foi mais frequente na população de 

Salvador (71%), do que na população de Joinville (45%) e do Paraná e São Paulo 

(49%). O genótipo IL-6CC (baixos níveis) foi mais frequente na população de 

Joinville (19%) do que na população de Salvador (4%) e do Paraná e São Paulo 

(9%) (Visentainer et al., 2008). Diferenças foram observadas na frequência 

genotípica também com o presente estudo, onde a frequência do genótipo IL6-

174GG foi de 59,50% na população saudável e 5,06% na frequência do genótipo 

IL6-174AA na mesma população. De forma semelhante, outras citocinas, como IL-

10 e IFN-γ também apresentam diferenças significativas com relação ao seu perfil 

genético em diversas populações (Popadic et al., 2012; Vázquez-Villamar et al., 

2016). 

O SNP TNFA-308G>A está localizado na região promotora do gene e o alelo 

TNFA-308A já foi associado ao aumento da produção da citocina (Wilson et al., 

1997). No presente estudo, observamos o alelo TNFA-308*G mais frequente 

(associado à baixa produção de TNF-α), com 87,98%, e a frequência do alelo 



83 

 

TNFA-308A (associada à alta produção de TNF-α) foi de 12,02%. Os resultados 

semelhantes foram demonstrados por estudos anteriores na população brasileira 

(Mendonça et al., 2014; Furini et al., 2016a). 

O genótipo TNFA-308GG apresentou frequências semelhantes no grupo 

malárico (70%) e controle endêmico (81,01%) e, consequentemente, nenhuma 

associação foi observada entre o SNP TNFA-308G>A e a susceptibilidade à 

infecção. Além disso, os níveis de TNF-α mostraram um aumento significativo nos 

pacientes com malária em comparação com ao controle endêmico, mas não 

observamos associação entre os genótipos e episódios anteriores de malária. Do 

mesmo modo, um estudo recente demonstrou que os pacientes brasileiros de 

malária vivax apresentaram alta produção de TNF-α, sem, no entanto, detectar 

diferença significativa (Hojo-Souza et al., 2017). 

O SNP IFNG+874A>T está localizado na região onde o número de 

repetições pode modular a expressão do RNA mensageiro e a produção de IFN-γ 

(Pravica et al., 2000). No presente estudo, o alelo IFNG+874*A (associada à baixa 

produção do IFN-γ) foi mais frequente (70,16%), semelhante ao observado em 

estudos prévios em áreas endêmicas da Amazônia brasileira (Medina et al., 2011; 

Furini et al., 2016a). Além disso, a frequência do genótipo IFNG+874AA (associado 

à baixa produção de IFN-γ) foi semelhante entre os grupos controle e malárico e, 

portanto, não foi observada associação entre os SNP e susceptibilidade a doença. 

No entanto, observamos um aumento significativo do nível de IFN-γ nos pacientes 

com malária em comparação ao controle, bem como uma correlação significativa 

dos níveis desta citocina com os episódios anteriores da doença. Neste contexto, 

vale a pena destacar o intenso fluxo populacional na região que favorece a 

transmissão da doença. Os indivíduos que trabalham ou moram nos locais onde há 

práticas de mineração, geralmente apresentam mais de quatro episódios de malária 

e isto já foi demonstrado estar associado com o aumento no nível de IFN-γ (Chaves 

et al., 2016). 

Em um estudo com grupos étnicos no Mali frente à infecção pelo P. 

falciparum demonstrou que a frequência do diplótipo IL6-174CG/GG foi maior no 

grupo de não-Fulani em comparação ao grupo Fulani, tanto nos indivíduos 

sintomáticos quanto nos assintomáticos (Israelsson et al., 2009). No presente 
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estudo, a frequência do genótipo -174GG (associada à alta produção de IL-6) foi 

semelhante entre os grupos maláricos e controle e não observamos associação 

entre o SNP IL6-174G>C, os genótipos e os episódios anteriores da malária. Um 

estudo prévio também demonstrou não haver diferenças significativas na entre o 

SNP e a manifestação do quadro clínico (assintomáticos, malaria não complicada 

e complicada) da malária vivax (Mendonça et al., 2014). Contudo, no presente 

estudo observamos um aumento significativo no nível de IL-6 nos pacientes 

maláricos em comparação ao grupo controle, demonstrando, neste caso, uma 

associação entre a produção de IL-6 e o controle da infecção, assim como já foi 

demonstrado ser um mediador fundamental associado aos sintomas da doença 

(Böttger et al., 2013). 

Os mecanismos que envolvem a ação da IL-10 na patogênese da malária 

são bastante controversos, e dependem de fatores associados ao hospedeiro, ao 

parasita e aos modelos de estudo utilizados. Estudo prévio demonstrou que o 

haplótipo IL-10GCC (-1082G, 819C e -592C) associados com altos níveis séricos 

de IL-10, protegia contra os quadros graves de anemia na malária falciparum 

(Ouma et al., 2008). No presente estudo, a frequência genotípica, alélica e 

haplotípica dos três SNPs da IL10 (-1082A>G, -819C>T e -592C>A) foi semelhante 

entre os grupos malárico e controle e nenhuma associação foi observada com os 

episódios anteriores da malária.  

Da mesma forma, foi demonstrado anteriormente não haver diferenças 

significativas nas frequências de genotípicas, alélicas e haplotípica de cinco SNPs 

da IL10 (-3565, -2849, -2763, -1082 e -819) entre a população brasileira e 

holandesa (Moraes et al., 2003). Além disso, no presente estudo, observamos 

diferenças significativas entre os níveis de IL-10 e o haplótipo GCC/GCC nos 

pacientes maláricos. De fato, o haplótipo GCC/GCC está relacionado à alta 

produção da citocina e à suscetibilidade a malária em um estudo com grupo étnico 

Fulani no Mali (Israelsson et al., 2009), assim como foi demonstrado em outro 

estudo com crianças no Quênia com quadros graves de malária falciparum (Ouma 

et al., 2008).  

O estudo dos polimorfismos em genes de citocinas e os fatores de risco 

associados à malária em áreas de mineração de ouro na região amazônica é, 
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particularmente, desafiadores devido aos vários fatores que influenciam, já que esta 

atividade consiste em fluxo intenso fluxo populacional o que dificulta a padronização 

da frequência desses SNPs na população e que podem afetar a resposta imune na 

malária vivax. Apesar disto, o presente estudo demonstrou que os níveis das 

citocinas e a frequência do haplótipo da IL-10 apresentaram correlação com os 

episódios anteriores da malária. Estes achados fornecem uma forte justificativa 

para estudos futuros de respostas de IFN-γ, TNF-α e IL-10 específicas de antígenos 

como biomarcadores de maior susceptibilidade à malária após exposição ao P. 

vivax. Estudos futuros com um número maior de amostras podem ser capazes de 

determinar quais desses determinantes genéticos e imunológicos são críticos na 

proteção contra o desenvolvimento da infecção clínica por P. vivax. 

 

5.3. ANÁLISE DA FREQUÊNCIA DAS CNVs E SUA ASSOCIAÇÃO COM A 

INFECÇÃO PELO P. vivax 

 A variação no número de cópias no genoma é uma ferramenta muito utilizada 

no estudo da variação genética humana, identificando uma diversidade de fatores 

associados a doenças. Avanços nas tecnologias de análise em larga escala, 

incluindo aCGH, microarranjos de SNPs e sequenciamento do genoma 

possibilitaram a descoberta e a caracterização de variantes com tamanhos 

intermediários entre aberrações cromossômicas grandes (> 1 Mbp) e pequenas 

inserções e deleções (1-50 pb). Essas variantes de tamanho intermediário, quando 

são deleções e duplicações presentes no genoma humano, são chamadas de 

CNVs (Lupski, 2007). 

As CNVs alteram o fenótipo clínico das doenças infecciosas, como HIV-1, 

bem como, nas doenças como câncer e glomerulonefrite lúpica (Zheng et al., 2017; 

Al-Sukhni et al., 2012; Lane et al., 2013). Na malária, os fenótipos são heterogêneos 

e inclui infecção assintomática, quadro febril, malária não grave e grave com 

anemia severa e malária cerebral (White, 2014). O curso da infecção pode variar 

significativamente entre indivíduos e determinantes dessa variabilidade 

permanecem ainda não identificados (Greenwood et al., 1991). Fatores genéticos 

humanos demonstraram fornecer proteção contra a malária e são responsáveis por, 
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aproximadamente, um quarto da variabilidade total na incidência da doença 

(Mackinnon et al., 2005).  

No presente estudo, descrevemos pela primeira vez a frequência das CNVs 

em indivíduos com infecção pelo P. vivax numa área de garimpo, localizada na 

cidade de Itaituba, estado do Pará. Embora não tenhamos observado associações 

significativas entre as CNVs e a apresentação clinico-patológico da malária vivax, 

vários trabalhos já identificaram genes associados à suscetibilidade a malária. Um 

estudo recente realizado por Faik et al. (2017) analisaram crianças Gabonesas com 

malária não grave e grave causada pelo P. falciparum e identificaram uma variação 

no número de cópias nos genes PKLR, FCGR2A, FCGR2C e FCGR3 

significativamente maior nas crianças com malaria grave em comparação com as 

crianças com malária não grave. Carpenter et al. (2012) analisaram três fenótipos 

clínicos (carga parasitária, número de episódios de malária e nível de hemoglobina) 

na população da Tanzânia na infecção pelo P. falciparum e demonstraram uma 

fraca evidência de associação entre a variação no número de cópias do gene 

CCL3L1 e os fenótipos da malária. No presente estudo, contudo, não identificamos 

nenhum destes genes nos indivíduos analisados na infecção pelo P. vivax.  

Em nossos resultados, vários genes já associados a outras patologias foram 

encontrados com o número de cópias alterado. Por exemplo, alterações no gene 

RYR2 estão associadas a várias doenças cardíacas, como a taquicardia ventricular 

polimórfica catecolaminérgica. Essas mutações incluem deleções de éxons (Leong 

et al., 2015), apesar de que em nossos estudos esse gene foi encontrado 

amplificado. Mutações no gene CHRM3 estão relacionadas com a diabete tipo 2 e 

também com a síndrome de Prune Belly, uma uropatia fetal, de etiologia ainda não 

elucidada, caracterizada por uma tríade de anomalias congênitas, que inclui: 

ausência ou deficiência da musculatura abdominal; o não desenvolvimento 

testicular; expansão anormal da bexiga em associação com problemas no trato 

urinário superior (Guo et al., 2006). Não há relato sobre CNVs desse gene e seus 

efeitos. Outro gene, FMN2, está associado a deficiência intelectual, mas um estudo 

recente relacionou a perda de cópias desse gene com uma maior probabilidade de 

metástases em linfonodo em carcinoma medular de tireoide (Araujo et al., 2014). 
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Já a amplificação gene PPYR1 estão associadas à obesidade, de acordo com um 

estudo em uma população chinesa (Sha et al., 2009). 

Esses dados inéditos de CNVs em nossa amostra correspondem a um 

levantamento preliminar, e a ocorrência de alterações no número de cópias em 

genes sabidamente associados a diferentes quadros clínicos reforçam a 

importância em se aumentar o tamanho amostral, além da necessidade de estudo 

mais pormenorizados sobre a função dos genes alterados. Esses dados permitirão 

uma melhor interpretação de uma possível relação entre a presença de CNVs 

desses genes e uma maior ou menor susceptibilidade à malária ou diferenças no 

quadro clínico dos pacientes. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 Carga parasitária foi maior no grupo malária recorrente; 

 Os grupos malária primária e malária recorrente apresentaram 

trombocitopenia;  

 O grupo malária recorrente apresentou monocitose;  

 A frequência dos SNPs entre os grupos foi semelhante; 

 Os SNPs não estão associados a infecção pelo P. vivax; 

 Os níveis de TNF-α, IFN-γ, IL-6 e IL-10 estão elevados no grupo malárico; 

 Pacientes com haplótipo IL10GCC/GCC apresentam níveis maiores de IL-10; 

 O nível das citocinas IL-10, TNF-α e IL-6 estão correlacionados positivamente 

com a carga parasitária;  

 O nível das citocinas IFN-γ, IL-6 e IL-10 é maior nos grupos malária primária e 

malária recorrente em comparação ao controle endêmico; 

 O nível de IFN-γ é maior no grupo primário em comparação com o grupo 

recorrente; 

 Cento e doze genes estão amplificados e doze genes estão deletados no 

genoma dos pacientes maláricos; 

  As variações no número de cópias não incluem genes relacionados com 

receptores ou fatores de resistência a malária vivax; 

  As variações no número de cópias não estão correlacionadas com os dados 

clinico-patológicos da malária; 

 Identificamos genes com alterações no número de cópias que já foram 

relacionados a outras doenças. 
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FICHA CLÍNICO-EPIDEMIOLÓGICA 

EPIDEMIOLOGIA DA MALÁRIA VIVAX E HELMINTOSES INTESTINAIS EM 3D: 

DINÂMICA, DIVERSIDADE E DIVERSIDADE EM UMA ÁREA ENDÊMICA DA 

AMAZÔNIA BRASILEIRA  

 

Dados Demográficos e Epidemiológicos: 

 
Código: Data de Notificação: 

____/_______/______ 

Nome: Sexo: 

Idade: Data de Nascimento: 

____/_______/______ 

Residente: 

[ ] Não [   ] Sim 

Quanto 

tempo: 

Procedente de garimpo: 

[  ] Não [  ] Sim 

Qual_____________________________________ 

Gestação: [   ]Não   [   ]Sim Escolaridade: [ ] analfabeto, [  ] 

fundamental incompleto; [  ] 

fundamental completo; [  ] médio 

incompleto; [  ] médio completo; 

[  ] superior incompleto; [  ] 

superior completo 

Data do Sintoma inicial: 

Local do sintoma: Malária anterior: 

[  ]1 [  ]2 [  ]3 [  ]4 [  ] >4 

Primoinfecção: [   ]Não   [   ]Sim 

Último episódio:_________________ 

Auto medicação (7 dias): [  ] Artecom [  ] Antibiótico [  ] Anti-inflamatório [  ] Anti-

helminticoQual:___________________ 

 
 
 
Avaliação Clínica: 

A intensidade das manifestações clínicas deverá ser registrada conforme o escore que se 

segue: 0- Ausente; 1- leve (incomoda pouco); 2- moderado (incomoda e limita em parte); 3- 

Intenso (incomoda muito) 

Informações 

Adicionais 

Sintoma Escore Sintoma Escore Sintoma Escore Sintoma Escore Peso 

Febre  Dor 

abdominal 

 Sangramento 

nasal 

 Artralgia   

Calafrio  Diarreia  Sangramento 

gengival 

 Mialgia  Altura 

Cefaleia  Melena  Anorexia  Lombalgia   

Sudorese  Náusea  Oligúria  Astenia  IMC 

Tosse  Vômitos  Colúria  Tontura  Circunferência 

abdominal 

Dispneia  Hematêmese  Hematúria  Prostação   

Temperatura corporal: 
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Resultados de investigação microscópica:  

 

1. Investigação microscópica (realizada no campo): 

 Espécie: ______________________  

 Parasitemia:  ______________________  

  

2. Investigação microscópica (realizada no laboratório): 

 Espécie: ______________________  
 Parasitemia:  ______________________ 
 

 

Assinatura do investigador principal      _____________________________  

 Data: [___/___/______]  

 

OBS: Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficará guardada nos 
arquivos das instituições responsáveis pela entrevista e coleta do paciente e sob a 
responsabilidade do pesquisador e a outra será entregue aos participantes do 
estudo, sendo que todas as duas vias estarão assinadas por quem de direito. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(Obrigatório para Pesquisa Clínica em Seres Humanos – Resolução nº 466/2012 – CNS) 

 

I – DADOS DE IDENTIFICAÇÃO  

NOME 

(PACIENTE):_____________________________________________________________ 

ENDEREÇO 

COMPLETO:_________________________________________________________ 

BAIRRO:_______________________CEP:__________________CIDADE: 

__________________ 

ESTADO:________________FONE1:_____________________FONE2:______________

_______  

DOCUMENTO DE INDENTIDADE: ________________________________ 

 
II – DADOS SOBRE O ESTUDO 

1.Título:Epidemiologia da Malária vivax e Helmintoses Intestinais em 3D: Dinâmica, 
Distribuição e Diversidade em uma Área Endêmica a Amazônia Brasileira 

2. Equipe responsável: Ricardo Luiz Dantas Machado PhD, Martin Joannes Enk PhD, Ana 
Maria Revoredo da Silva Ventura PhD, José Luiz Fernandez Vieira PhD, Rosana Maria Feio 
Libonati PhD e Stefan Geiger PhD. 

 

III. EXPLICAÇÕES SOBRE O PROJETO DE PESQUISA AO PACIENTE 

1. A malária é uma doença muito frequente na Amazônia e causada por parasitos 
chamados plasmódios; 

2. A infecção de vermes intestinais com o agente de malária pode ter o quadro de anemia 
acentuado; 

3. Visando esclarecer alguns desses aspectos, convidamos você a participar desta 
pesquisa. Para conduzir os estudos, precisaremos realizar uma coleta do sangue da ponta 
dos dedos para preparação de lâminas de Gota Espessa (GE) e Distensão Sanguínea para 
diagnóstico da doença. Serão também coletadas amostras de sangue (10 mL) da veia do 
braço para realizar os estudos genéticos e sorológicos e fezes para realização do exame 
parasitológico. As coletas de sangue serão realizadas com materiais descartáveis e 
estéreis. Geralmente, não há dor no local da coleta, mas pode ocorrer de intensidade 
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limitada e por pouco tempo, em casos de coletas de sangue da veia. Serão entregues 
frascos limpos para o exame de fezes; 

4. Algumas complicações decorrentes da coleta de sangue podem ocorrer como manchas 
roxas no local da coleta devido à retirada da agulha pelo profissional antes do garrote ou 
por perfuração da veia; alergia ao álcool a 70% usado para limpeza local ou contaminações 
devido à má limpeza feita ou uso de material não-descartável (estéril) contaminado;  

5. É assegurado o diagnóstico e o tratamento de todos os pacientes com malária, 
independente da participação neste estudo; 

6. A participação neste estudo é voluntária e você poderá retirar o seu consentimento a 
qualquer momento sem prejuízo do seu tratamento regular;  

7. As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes/indivíduos, 
não sendo divulgado a identificação de nenhum paciente/indivíduo;  

8. Não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo 
exame e consultas. Também não há compensação financeira relacionada à participação; 

9. O material biológico obtido poderá ser utilizado para esta pesquisa e será armazenado 
uma alíquota no Laboratório de Malária e no Laboratório de Parasitoses Intestinais, 
Esquistossomose e Malacologia da Seção de Parasitologia do Instituto Evandro Chagas 
para a realização em outras pesquisas decorrentes deste estudo. Nova solicitação de 
utilização dessas amostras será realizada junto ao Comitê de Ética; 

10. Para obtenção de quaisquer informações e esclarecimentos, o paciente poderá entrar 
em contato com os pesquisadores responsáveis no Instituto Evandro Chagas, situado na 
Rodovia Br 316, s/ nº - Bairro: Levilândia, CEP: 67030–000. Telefone para contacto: (0xx91) 
3214–2150. Poderá também contactar o Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Evandro 
Chagas, situado no mesmo endereço citado anteriormente. Telefone para contacto: (0xx91) 
3214–2237, sob Coordenação do Dr. Edvaldo Carlos Brito Loureiro. 

11. Todas as informações coletadas serão mantidas em sigilo.  

 

IV. AFIRMAÇÕES DO PACIENTE OU DE SEU RESPONSÁVEL LEGAL 

1. Fui esclarecido sobre os objetivos da pesquisa, os procedimentos, riscos, benefícios e 
outros assuntos?       (   )SIM          (   )NÃO 
2. Fui esclarecido sobre a liberdade de retirar o meu consentimento a qualquer momento, 
sem que isso traga prejuízo quanto à continuidade do meu tratamento ou do menor do qual 
sou responsável?      
(   )SIM          (   )NÃO 
3. Fui esclarecido de que não haverá remuneração financeira além do previsto para as 
despesas do estudo?   
(   )SIM          (   )NÃO 
4. Fui esclarecido de que não haverá indenização além das previstas pela lei, em reparação 
a dano imediato ou tardio, causado pela pesquisa em questão?   
(   )SIM          (   )NÃO 
5. Fui esclarecido de que a segurança da minha identidade ou do menor do qual sou 
responsável será preservada, mantendo-se as informações em caráter confidencial? 
(   )SIM          (   )NÃO  
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V. CONSENTIMENTO PÓS-INFORMADO 

 Declaro que, após ter sido convenientemente esclarecido dos riscos e benefícios deste 
estudo, conforme acima definido, autorizo a minha participação ou do menor do qual sou 
responsável, na qualidade de paciente no Projeto de Pesquisa referido no inciso II. 

 

Itaituba, _____ de _____________________ de _____. 

 

 

_____________________________________      
_____________________________________       

Assinatura Paciente ou do Responsável Legal             Assinatura e carimbo do Pesquisador 

 

 
 
       
 
 
 
 
                      Impressão digital 
 

Documento em duas vias 

Rubrica em todas as páginas do TCLE do participante da pesquisa e o pesquisador 
responsável 
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ANEXO III 
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