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RESUMO 

 

A malária é uma doença infecciosa que atinge aproximadamente 40% da população 

mundial em mais de 100 países e consiste em um grave problema de saúde pública. As citocinas são 

moléculas importantes na resposta imune contra a malária e atuam através do estímulo ou inibição da 

ativação, proliferação e/ ou diferenciação de células, além de regularem a secreção de anticorpos e de 

outras citocinas. Nesse trabalho investigamos três polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) que 

podem influenciar em uma maior ou menor síntese das citocinas TNF-α e IFN-γ. Em relação à malária, 

os polimorfismos já foram associados com a malária grave, malária cerebral e anemia grave e também 

com outras doenças infecciosas, auto-imunes e com o câncer. Foram incluídos no estudo oitenta e um 

(81) pacientes com malária por Plasmodium vivax (primeira infecção) e cento e trinta (130) indivíduos 

sadios, ambos da população de Belém – PA. As freqüências genotípicas e alélicas foram pesquisadas 

através da técnica de discriminação alélica por PCR em tempo real e os resultados foram comparados 

entre os dois grupos. Parâmetros clínicos foram utilizados para tentar associar uma maior gravidade das 

manifestações da malária e a presença dos polimorfismos entre os pacientes. As freqüências foram 

semelhantes entre os dois grupos estudados. O alelo TNF-238*A não mostrou relação com nenhum dos 

parâmetros clínicos enquanto o alelo TNF-376*A estava relacionado com menores níveis plasmáticos 

de TNF-α e com uma menor intensidade dos sintomas. Os pacientes portadores do alelo IFN+874*A 

apresentaram menor intensidade da parasitemia. Assim os resultados obtidos não indicam associação 

dos polimorfismos com a ocorrência da malária na população estudada, mas com alguns dos 

parâmetros clínicos investigados, e podem auxiliar futuros estudos para tentar esclarecer como as 

mutações nos genes de citocinas podem influenciar na ocorrência e na evolução clínica da malária e de 

outras doenças infecciosas e parasitárias. 
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ABSTRACT 

 

The malaria is an infectious disease and reaches approximately 40% of the world-wide 

population in more than 100 countries and is a serious problem for public health. The citokynes are 

important molecules in the immune response and act through the stimulaton or inhibition of the 

activation, proliferation and or differentiation of cells, besides regulating the secretion of antibodies 

and other cytokines. In this work we investigate three single-nucleotide polymorphisms (SNP) that can 

influence in a greater or minor synthesis of cytokines TNF-α and IFN-γ. In relation to the malaria, the 

polymorphisms already had been associated with the severe malaria, cerebral malaria and severe 

anemia and also with other infectious or auto-immune diseases and cancer. Had been enclosed in this 

study eighty one (81) patients with Plasmodium vivax malaria (first infection) and one hundred and 

thirty (130) healthy individuals, both of the population of Belem - PA. The frequencies had been 

searched through the allelic discrimination technique by real time PCR and the results had been 

compared between the two groups investigated. Clinical parameters had been used to try to associate a 

bigger gravity of the malaria manifestations and the presence of the polymorphism between the patients 

group. The frequencies had been similar between the two studied groups. The TNF-238*A allele did 

not show relation with none of the clinical parameters while the TNF-376*A was related with minor 

plasmatic levels of TNF-α and with minor intensity of the symptoms. The patients carrying the 

IFN+874*T allele had presented minor intensity of the parasitaemia. Thus the gotten results do not 

indicate association of the polymorphisms with malaria in the studied population, but yes with some of 

the clinical parameters investigated, and can assist futures studies to try to clarify as the mutations in 

the genes of cytokines can influence in the occurrence and the clinical evolution of the malaria and of 

other infectious and parasitic diseases.
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

A malária é uma doença parasitária que atinge entre 300 e 500 milhões de pessoas por 

ano, com aproximadamente dois milhões de mortes, a maioria crianças com idade abaixo dos cinco 

anos (cerca de um milhão), o que mostra o quanto a doença é um problema global e significativo para a 

saúde pública (Sachs & Malaney, 2002; Artavanis-Tsakonas et al., 2003).  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS) a malária distribui-se por mais 

de 100 países, alcançando mais de 40% da população mundial. É uma doença que tem relação estreita 

com as desigualdades sociais, pois sua ocorrência é maior em regiões e continentes onde é alto o índice 

de pobreza, o que provoca um grande impacto sócio-econômico. (Brown et al., 2000; Mendis et al., 

2001). 

O agente etiológico da malária é um protozoário classificado no filo Protozoa, Classe 

Sporozoeae, Família Plasmodiidae e Gênero Plasmodium. São quatro as principais espécies 

responsáveis pela malária humana, Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae e P. ovale, sendo que 

somente as três primeiras estão associadas à doença no Brasil (Brasil, 2002). 

Dentre essas, o P. vivax é a espécie mais distribuída globalmente, principalmente nas 

áreas tropicais e sub-tropicais. Estima-se que ocorram mais de 80 milhões de casos anuais de malária 

por P. vivax (Mendis et al 2001; Artavanis-Tsakonas et al., 2003). 

O P. falciparum é a espécie que chama mais atenção, devido estar associada com a 

maioria dos casos fatais da doença, pelo desenvolvimento de resistência dessa espécie aos 

antimaláricos em muitas partes do mundo e por sua grande freqüência na África, continente que 

concentra a maioria dos casos da doença (Mendis et al., 2001). 
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A infecção causada pelo P. malariae, popularmente conhecida como febre quartã, é 

considerada re-emergente em algumas partes do mundo, como na Indonésia e Sumatra, e já foi 

detectada também em algumas regiões brasileiras (Maguire, 2002; Scopel et al., 2004). 

Apesar de o P. falciparum ser a espécie reconhecidamente com maior potencial 

patogênico, o P. vivax também tem grande importância para a saúde da população e o impacto 

debilitante da malária causada por essa espécie ainda é alto, e deve ser prevenido (Mendis et al., 2001). 

Assim, em área endêmica de P. vivax pode-se fazer uma estimativa de que um indivíduo 

até os 50 anos de idade possa experimentar até 30 casos de malária, o que justifica o grande impacto 

sócio-econômico da doença, sobretudo com os custos de tratamento e com a perda temporária da força 

de trabalho, no caso de pessoas durante a idade produtiva, ou com a deficiência de aprendizado no caso 

de jovens e crianças em idade escolar. Dessa forma pode-se perceber que recorrentes casos de malária 

por P. vivax levam a uma debilidade acumulativa e perda da produtividade, qualidade e expectativa de 

vida em uma população (Mendis et al., 2001). 

 

1.2. CICLO BIOLÓGICO 

 

Os parasitos da malária possuem um ciclo biológico complexo, existindo duas formas de 

reprodução que definem dois ciclos distintos em sua evolução, a sexuada, ou ciclo esporogônico (que 

ocorre no vetor) e a reprodução assexuada, ou ciclo esquizogônico (que acontece no homem). O 

conhecimento sobre o ciclo evolutivo do parasito é fundamental para um melhor entendimento de 

características clínicas, patológicas e imunológicas na malária (Tosta et al., 2000). 

O ciclo esquizogônico acontece em duas etapas, no fígado (esquizogonia tecidual) e nas 

hemácias (esquizogonia sanguínea). O ciclo tem início no momento em que a fêmea anofelina realiza o 
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repasto sanguíneo, inoculando no sangue os esporozoítos, que após cerca de uma hora atingem o 

fígado, parasitando os hepatócitos (Trampuz et al., 2003). 

Em infecções por P. falciparum ou P. malariae os esquizontes teciduais se rompem 

todos ao mesmo tempo e nenhum persiste no interior dos hepatócitos. Nesses casos, as recrudescências 

clínicas observadas estão relacionadas quase sempre à persistência dos parasitos eritrocíticos na 

circulação microcapilar tecidual. As espécies P. vivax e P. ovale possuem como diferencial a 

permanência de formas latentes no fígado, os hipnozoítos, que posteriormente podem promover a 

ocorrência de um novo episódio clínico (Ferreira et al., 2002). 

Ao invadirem os eritrócitos, inicia-se a esquizogonia sanguínea, com a formação de 

novos merozoítos. Seguem-se ciclos repetidos de rompimento das hamácias, liberação dos merozopitos 

e invasão de novas hemácias, até que em um determinado momento alguns merozoítos irão se 

diferenciar em gametócitos, formas sexuadas que são infectantes para o mosquito vetor (Trampuz et 

al., 2003).  

O ciclo esporogônico inicia-se no momento de um novo repasto sanguíneo. O mosquito 

ingere o sangue com gametócitos e, em seu estômago, esses vão se diferenciar em gametas, ocorrendo 

a fecundação e conseqüente formação do zigoto, que se diferencia posteriormente em oocineto (zigoto 

móvel) e oocisto (implantação do oocineto na parede do estômago), que se rompe e libera os 

esporozoítos. Depois de liberadas, essas formas migram para a glândula salivar do mosquito, ficando o 

mosquito apto a infectar um novo indivíduo (Ferreira et al., 2002). A figura 01 ilustra todo o ciclo 

evolutivo da malária. 



4 

 

Figura 01: Ilustração do ciclo evolutivo do Plasmodium. (1) Inoculação dos esporozoítos no momento 

da picada do mosquito infectado; (2) Invasão dos hepatócitos, iniciando o ciclo exo-eritrocítico; (3) 

Permanência dos hipnozoítos; (4) Rompimento dos hepatócitos e liberação dos merozoitos; (5) Invasão 

das hemácias e ciclo eritrocítico; (6) Diferenciação em gametócitos; (7) Ingestão de gametócitos pelo 

vetor no momento da picada e (8) Fecundação e ciclo de reprodução esporogônica. Adaptado de Suh et. 

al. (2004). 
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1.3. ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 

 

A humanidade e o parasito da malária apresentam uma longa associação durante a 

evolução. Existem hipóteses de que mudanças populacionais relacionadas a diásporas de populações há 

cerca de 10.000 anos atrás favoreceram a expansão do Plasmodium a partir da África para o resto do 

mundo (Hay et al., 2004). 

O crescimento global da população mundial ao longo do século XX provocou 

importantes alterações na porcentagem global de populações expostas ao parasito. O número de 

pessoas em áreas de risco expandiu de 900 milhões para três bilhões no período de 1990 a 2002, 

chegando a estimativa de que 48% da população mundial está exposta à doença, na virada para o século 

XXI (Hay et al., 2004). 

A quase totalidade dos casos de malária, no Brasil, ocorre na região da Amazônia legal, 

que compreende os Estados do Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, 

Roraima e Tocantins. Nesta região, o alto risco de infecção está relacionado com atividades que 

favorecem a transmissão, como atividades ambientais como assentamentos agrícolas, garimpos e 

exploração de minérios (FIGURA 02) (De Melo, 2005; Américo et al., 2005). A região amazônica 

também possui características geográficas e ecológicas que favorecem a reprodução do mosquito vetor 

(Bertoli & Moitinho, 2001). 
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FIGURA 02: Ilustrações de atividades que expõem as pessoas ao risco para a transmissão da malária. 

 

A região extra-amazônica é responsável por apenas 1% dos casos de malária notificados 

no Brasil, e desses casos, mais de 90% são importados de regiões endêmicas, sendo poucos os casos 

autóctones, limitados a áreas focais e dependentes de fatores como a densidade dos vetores (Brasil, 

2003).   

Um intenso processo de erradicação da doença foi bem sucedido nas regiões sul, 

sudeste, centro-oeste e Nordeste, a partir da década de 60. Esses resultados não puderam ser alcançados 

na Amazônia, principalmente devido a fatores ecológicos e populacionais favoráveis a reprodução do 

mosquito. Além disso, a desordenada ocupação territorial da região, promovida pelo governo para 

buscar o desenvolvimento da região, promoveu uma dinâmica populacional que favorece a transmissão 

da doença (Américo et al., 2005). 

O estado do Pará apresentava no ano 2.000 um total de 279 mil casos de malária, 

ocorrendo uma redução de 62% dos casos no ano de 2004, ano no qual ocorreram apenas 107 mil casos 

da doença. Essa redução se deve a ação de programas que visaram a diminuição da incidência da 

doença, como o Programa Nacional de Controle da malária (PNCM) e o Programa de Intensificação 

das Ações de Controle da malária -PIACM. (Américo et al., 2005).  
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Segundo dados mais recentes, no ano de 2005 ocorreram 602.997 casos de malária na 

região da Amazônia Legal, com 447.943 casos de P. vivax e 154.834 casos de P. falciparum. O Pará 

foi, em 2005, o terceiro Estado que mais contribuiu com casos da doença, 123.185 notificações (91.130 

por P. vivax e 32.002 por P. falciparum), atrás somente dos Estados do Amazonas e de Rondônia 

(SIVEP/ MALARIA 2005). 

No ano de 2006, até o dia 30 de junho, o Estado do Pará apresentou 45.749 casos de 

malária, 34.427 casos de P. vivax e 11.293 casos de P. falciparum (SIVEP/ MALÁRIA 2005). Em 

conjunto, esses dados mostram a importância da malária por P. vivax, que domina a grande maioria dos 

casos da doença na região Amazônica. 

 

1.4. PATOLOGIA E PATOGENIA 

 

A malária é uma doença que pode evoluir para casos complicados e até mesmo fatais se 

não houver um pronto atendimento do paciente, com início rápido do tratamento adequado. Os 

principais sinais e sintomas da doença são: febre, calafrios, dores de cabeça e sudorese, também 

podendo ocorrer tontura, mialgia, náusea, vômitos, taquicardia, icterícia e hepato-esplenomegalia 

(Trampuz et al., 2003). 

As principais complicações da doença são: a malária cerebral, doença pulmonar aguda, 

edema pulmonar, insuficiência renal, anemia grave e hemorragias. Distúrbios como hipóxia, 

hipoglicemia, hipotensão e choque também podem ocorrer (Trampuz et al., 2003). 

Os achados laboratoriais mais freqüentes são: anemia, trombocitopenia e 

hiperbilirrubinemia, entretanto a intensidade das alterações acompanha o grau de gravidade da doença 

(Trampuz et al., 2003). 
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Entre as quatro espécies causadoras de malária humana, O P. falciparum é a espécie 

com maior potencial patogênico, levando às síndromes mais graves como a malária cerebral, anemia 

grave, falência renal e doença pulmonar (Heddini, 2002). Entretanto, também têm se observado a 

ocorrência de casos graves de malária por P. vivax, com casos de comprometimento pulmonar, anemia 

grave, coagulação intravascular e até mesmo casos incomuns de falência múltipla de órgãos, malária na 

gravidez e malária cerebral em pacientes infectados somente por P. vivax (Lawn et al., 2003; Trampuz 

et al., 2003; Da Silva, 2004; Mackintosh et al., 2004; Alexandre et al., 2005). 

Porém, fatores como a capacidade de parasitar hemácias de todas as idades e a 

ocorrência do fenômeno de seqüestro celular, com a aderência das hemácias infectadas ao endotélio 

vascular, ainda são os grandes diferenciais que conferem o maior potencial patogênico ao P. 

falciparum, principalmente quando se trata de malária cerebral (Mendis et al., 2001; Heddini, 2002). 

Esse fenômeno de seqüestro celular ocorre principalmente no cérebro, músculos 

esqueléticos, placenta, coração, e pulmões. A indução de citocinas por produtos dos parasitos, o 

aumento da expressão e a redistribuição de receptores endoteliais induzidos por citocinas ou pelos 

eritrócitos infectados, a diminuição ou mesmo o bloqueio do fluxo sanguíneo local e disfunção dos 

órgãos afetados são assim um conjunto de eventos que conduzem à malária grave por P. falciparum 

(Heddini, 2002). 

Segundo a OMS, um paciente com malária grave é o indivíduo que apresenta ao menos 

um dos seguintes sintomas: prostração, insuficiência respiratória, edema pulmonar, tonteira, distúrbios 

de consciência, colapso circulatório, sangramentos anormais, icterícia, hemoglobinúria e anemia 

profunda, caracterizada por concentração de hemoglobina abaixo de 50g/L e hematócrito inferior a 

15%. (Suh, 2004). 

Na maioria dos casos, a malária por P. vivax é caracterizada como uma doença 

primariamente febril, cuja conseqüência patológica mais comum é a anemia. O quadro clínico da 
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doença é marcado pela tríade clássica da malária, febre, calafrios e cefaléia, e o paroxismo é 

tipicamente curto, cerca de 8 horas (Da Silva, 2004).  

Os primeiros sintomas são os calafrios, que podem ser seguidos de tremores. Durante 

esse período, a temperatura começa a subir rapidamente e pode atingir um pico de 40ºC uma ou duas 

horas após o início dos calafrios. Cerca de duas horas depois a temperatura começa a baixar 

gradualmente e chega aos níveis normais após um período de quatro ou cinco horas e o paciente 

experimenta uma intensa sudorese (Mendis et al., 2001; Karunaweera et al., 2003).  

Esses sinais e sintomas podem ser acompanhados de mal estar geral, cefaléia, náuseas, 

vômitos e mialgia, com dores nas costas e articulações. Após cessar o paroxismo o paciente 

comumente sente alívio e exaustão o que leva a um sono profundo (Mendis et al., 2001; Karunaweera 

et al., 2003; Da Silva, 2004).  

O paroxismo é precedido pelo rompimento sincronizado das hemácias parasitadas, que 

liberam no sangue as chamadas toxinas da malária, que são produtos parasitários que vão estimular o 

sistema imunológico e conseqüentemente a patogenia e o início do paroxismo. Essas toxinas ativam as 

células T, que produzem a interleucina dois (IL-2), que por sua vez irá estimular a produção de fator 

estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e de fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α). O TNF-α atua como pirogênio endógeno, assim como outra citocina, a interleucina seis (IL-

6), e estimula a febre e o GM-CSF estimula os monócitos que vão participar da resposta imune contra 

os parasitos (Mendis et al., 2001; Karunaweera et al., 2003). 

A invasão das hemácias é um evento crucial para a patogenia, pois permite a 

continuação do ciclo biológico do parasito e o aumento da parasitemia. Essa invasão ocorre por um 

processo de invaginação a partir do contato da porção apical do parasito com a superfície dos 

eritrócitos. Existem vários receptores na superfície das hemácias e a ligação inicial entre a célula e o 
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merozoíto se dá através da interação entre ácido siálico e a proteína de superfície do merozoíto 1 

(MSP-1) (Heddini, 2002). 

Distúrbios na eritropoiese e o aumento da destruição de hemácias são os principais 

eventos que provocam a anemia grave. O aumento da destruição das hemácias na malária aguda é 

provocado diretamente pelo parasito, com eritrócitos infectados e até os não-infectados sendo 

removidos da circulação através da fagocitose e lise mediada pelo sistema complemento. A redução na 

produção de eritrócitos está relacionada com a baixa atividade da eritropoetina, que se reflete em um 

baixo número de reticulócitos nos pacientes infectados (Mendis et al., 2001; Mackintosh et al., 2004;). 

Outros mecanismos também estão envolvidos com a patogenia da anemia na malária, 

como o hiperesplenismo e a deficiência de ferro ou de folato. Deficiências desses elementos são muitas 

vezes comuns em áreas onde a malária é endêmica, o que também contribui para o desenvolvimento da 

anemia, grave ou não, durante a infecção malárica (Nussenblat et al., 2001). 

 

1.5. IMUNIDADE CONTRA A MALÁRIA 

 

Muitos aspectos da imunidade contra a malária não são completamente conhecidos e 

acredita-se que uma imunidade natural efetiva leve anos para se desenvolver em indivíduos expostos a 

sucessivas infecções (Artavanis-Tsakonas et al., 2003; Stevenson & Zavala 2006). 

A maioria dos antígenos do parasito e das proteínas parasitárias inseridas na membrana 

de células infectadas apresenta um alto grau de variação e por isso a imunidade natural talvez se 

desenvolva gradualmente após a ocorrência de várias infecções, o que permitiria que o organismo 

desenvolvesse um amplo repertório de anticorpos específicos (Plebanski & Hill 2000; Artavanis-

Tsakonas et al., 2003). 
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Indivíduos sem imunidade geralmente desenvolvem doença clínica quando infectados 

pela primeira vez, ao contrário daqueles que vivem em áreas endêmicas, que estão expostos 

constantemente ao parasito e podem adquirir um grau de proteção. Dessa forma a imunidade contra a 

malária não só modifica a prevalência da doença no decorrer da idade como tem um forte efeito no 

espectro clínico da doença (Marsh & Snow 1997) 

Porém essa resposta imune está sujeita a interferência de outros fatores relacionados ao 

parasito como o estágio evolutivo e também de fatores do hospedeiro como polimorfismos genéticos 

em genes do sistema imunológico, idade, estado nutricional, entre outros, e que podem afetar a 

natureza da resposta e o curso da infecção (Riley et al., 2006; Stevenson & Zavala 2006). 

 

1.5.1. A importância das Citocinas 

 

As citocinas são um grande grupo de proteínas ou glicoproteínas que atuam no sistema 

imunológico através do estímulo ou inibição dos processos de ativação, proliferação e/ ou diferenciação 

de várias células, além de regularem a secreção de anticorpos, produtos celulares e de outras citocinas. 

Esse grupo de moléculas participa na promoção, inibição ou re-direcionamento da resposta imune. 

(Kelso, 1998; Opdal et al., 2003; Henao et al., 2006). 

As citocinas atuam como mensageiras de forma global ou em sítios específicos dentro 

de um sistema celular, pois as células efetoras, de reconhecimento ou de apresentação de antígenos 

circulam por todo o organismo e entre diferentes órgãos e tecidos. Dentro desse estado dinâmico, o 

sistema deve gerar uma resposta rápida e integrada a qualquer estímulo antigênico, onde quer que ele 

ocorra. (Kelso, 1998). 

O perfil de síntese de citocinas varia de acordo com o tipo de resposta de células CD4+ 

que está sendo estimulado. Citocinas que estimulam a resposta inflamatória, como a IL-1, IL-12, TNF-
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α e IFN-γ, estão relacionadas com a resposta de células T CD4+ do subtipo Th1 ou do tipo 1, com o 

estímulo da resposta celular (citocinas pró-inflamatórias), enquanto que a resposta do subtipo Th2, ou 

tipo 2, está associada com a síntese de citocinas que estimulam a resposta humoral, sendo consideradas 

anti-inflamatórias, como as interleucinas 4, 10, 5 e 13 (Baptista et al., 1997; Kelso, 1998; Malaguarnera 

& Musumeci, 2002; Hunt & Grau 2003; Opdal et al., 2003; Bastürk et al., 2005).  

No presente estudo foram investigadas duas citocinas envolvidas na resposta do tipo um 

(pró-inflamatórias) e reconhecidamente envolvidas na resposta imune e na patogenia da malária. 

 

1.5.1.1. Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α) 

  

O Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α), liberado por células NK (Natural Killer), 

monócitos, macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, basófilos, mastócitos além de células CD4+ e CD8+ é 

uma das principais moléculas efetoras na imunidade contra a malária. O TNF-α pode atuar, ainda, no 

controle de tumores e de doenças causadas por vírus, bactérias, parasitos e fungos (Richards, 1997). O 

TNF é sintetizado como uma proteína de membrana que posteriormente é clivada para dar origem a sua 

forma solúvel (Hajeer & Hutchinson, 2001).  

O TNF-α participa ativamente da resposta mediada por células através das funções de 

(1) Promover o extravasamento de neutrófilos, linfócitos e monócitos a aumentando a adesão às células 

endoteliais; (2) Controlar a ativação de células T e a expressão de moléculas de MHC e de receptores 

para adesinas na superfície de diversas células; (3) Induzir apoptose em vários tipos celulares; (4) 

Induzir a síntese de várias outras citocina pró-inflamatórias, como IL-1, IL-6, entre outras, e (5) regular 

a produção de Interleucina 12 (IL-12) pelos macrófagos, sendo co-fator para a produção de IFN-γ 

mediada pela IL-12 (Richards, 1997; Malaguarnera & Musumeci, 2002; Gimenez et al., 2003). 
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Na malária a produção do TNF-α é estimulada especialmente na fase eritrocítica do 

parasito, com a liberação, sobretudo, do GPI derivado do parasito no sangue (Gimenez et al 2003), e 

altos níveis plasmáticos dessa citocina estão associados com forte resposta de células do tipo Th1 e 

aumento da gravidade da doença, especialmente a anemia grave e a malária cerebral (Day et al., 1999; 

Nussenblatt et al., 2001; Gourley et al., 2002; Hunt & Grau, 2003; Mackintosh et al, 2004). 

Ringwald et al. (1991) estudaram os níveis plasmáticos de TNF-α no sangue de 

pacientes com malária aguda por P. falciparum e indivíduos controle e relataram que os pacientes 

apresentaram níveis plasmáticos da citocina maiores que os controles, e que o TNF-α se correlacionou 

positivamente com a intensidade da parasitemia. Os autores relataram ainda que níveis elevados dessa 

citocina no sangue demonstram uma maciça ativação celular. 

Baptista et al. (1997) realizaram estudo semelhante em crianças da ilha de São Tomé e 

também detectaram níveis maiores de TNF-α nos pacientes e relataram que os níveis plasmáticos da 

citocina podem predizer uma evolução mais grave da doença. 

Day et al. (1999) também investigaram a relação entre a malária grave e o TNF-α 

através do acompanhamento de pacientes com malária grave causada por P. falciparum. O estudo 

demonstrou que os pacientes com formas graves da doença que evoluíram para óbito tiveram os 

maiores níveis da citocina, o que também indica que níveis elevados de TNF-α podem indicar uma 

evolução mais grave da doença. 

De acordo com esse mesmo estudo os pacientes que desenvolveram malária cerebral 

tiveram níveis plasmáticos menores de TNF-α, indicando que o nível desta citocina no sangue está 

relacionado com patologia sistêmica e que a malária cerebral é uma patologia com efeitos mais 

localizados. 
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McGuire et al. (1999) descrevem que crianças com anemia grave têm níveis de TNF-α 

mais baixos, em contraste com os níveis comumente altos encontrados em pacientes com malária 

cerebral. 

Como citocina pró-inflamatória o TNF-α tem essa forte relação com a patogenia da 

malária e durante a evolução da doença existe uma variação na expressão do gene do TNF-α, levando a 

um nível maior ou menor da citocina dentro da resposta imune. O controle sobre essa expressão ocorre 

a nível gênico, e polimorfismos no gene do TNF-α podem promover uma maior expressão do gene e 

assim um desequilíbrio no balanço entre citocinas do tipo Th1 e Th2 no sangue (Nussemblat et al., 

2001; Malaguarnera & Musumeci, 2002). 

 

 

1.5.1.2. Interferon Gama (IFN-γγγγ) 

 

O IFN-γ é um importante fator ativador de macrófagos (Richards, 1997), e suas 

principais fontes são as células NK e células CD4+ e CD8+ ativadas (Malaguarnera & Musumeci, 

2002). A secreção de IFN-γ é regulada através da IL-12 (Richards, 1997). 

As células alvo para o IFN-γ produzido são macrófagos, monócitos, neutrófilos, células 

Th2 e hepatócitos infectados. Quando ativados pelo interferon, os macrófagos produzem TNF-α, TGF-

β, IL-1, IL-6, radicais de oxigênio, óxido nítrico (NO) e intermediários reativos de nitrogênio, que 

atuam, individualmente ou em conjunto, para controlar o crescimento ou eliminar o parasito. Esse 

controle é realizado através da destruição dos hepatócitos infectados com a ação do NO estimulado 

pela via da L-arginina, com a ação da enzima óxido nítrico sintetase (Richards, 1997; Malaguarnera & 

Musumeci, 2002).  
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O IFN-γ é importante no direcionamento da resposta imune para uma resposta celular 

mais intensa (reposta do tipo Th1) e dessa forma associa-se com uma melhor defesa contra o parasito. 

Segundo estudo de Torre et al. (2002B) uma resposta dirigida por citocinas do tipo Th1, em particular 

o IFN-γ, é importante para limitar a progressão da doença e evitar a ocorrência de complicações 

durante a fase aguda da doença (Malaguarnera & Musumeci, 2002).  

Entretanto o IFN-γ também tem forte relação com a patogenia da doença, contribuindo 

para a potencialização de sintomas agudos da malária, como febre, náusea e dores de cabeça através da 

indução de TNF-α e IL-1 (Malaguarnera & Musumeci, 2002). O aumento na regulação de vários tipos 

de moléculas de adesão nas células endoteliais é um outro fator que reforça o envolvimento do 

interferon gama com a patogenia da malária (Wenisch et al., 1995). 

Luty et al. (1999) relataram o papel do IFN-γ na proteção contra re-infecções e na 

defesa do organismo contra as formas teciduais do parasito. Ainda segundo esses autores, estudos in 

vitro demonstraram o efeito de inibição do crescimento dessas formas teciduais do parasito e também 

de formas sanguíneas, só que de forma mais indireta através da ativação de macrógagos, e que essa 

inibição tem como molécula efetora o NO. 

Cabantous et al. (2005) investigaram a influência do IFN-γ na patogenia da malária 

cerebral, com o acompanhamento de crianças com malária cerebral e com malária não complicada 

atendidas em hospital de Mali, e demonstraram que as crianças que apresentavam malária não-

complicada tinham níveis maiores de IFN-γ.  

Os autores concluíram que os níveis cerca de três vezes maiores de IFN-γ nas crianças 

que conseguiram controlar a infecção e não desenvolveram complicações mostram que essa citocina 

pode ter papel crítico no controle da malária e tem uma função maior de proteção do que qualquer ação 

relacionada com o agravamento da doença. 
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Outros autores relataram altos níveis de IFN-γ em pacientes com malária aguda na Ásia 

e África (Hunt & Grau, 2003). Wenisch et al. (1995) também encontraram níveis séricos elevados de 

interferon gama em pacientes com malária sem tratamento.  

Deloron et al. (1991) também expõem que altos níveis séricos de IFN-γ estão associados 

com proteção contra a malária, mas com a necessidade da ação em conjunto com outras citocinas. De 

acordo com esses autores o IFNγ endógeno produzido pode persistir por meses após o início da doença, 

atuando contra as formas hepáticas para prevenir a ocorrência de possíveis re-infecções. 

Estudos com modelos animais de malária já mostraram que camundongos tratados com 

IFN-γ exógeno apresentaram diminuição de eritrócitos parasitados durante infecção por P. chabaudi. 

Outro estudo mostrou que tratamento diário com IFN-γ recombinante resultou em evolução menos 

grave e maior taxa de sobrevivência em camundongos infectados por cepa letal de P. yoelii (Su & 

Stevenson, 2000). 

Estudos com camundongos sem receptores para o IFN-γ também já associaram a 

citocina com a patogenia da malária. Os Experimentos demonstraram resistência desses camundongos 

contra a malária cerebral, porém os animais permaneciam susceptíveis a malária grave e morte, o que 

mostra a importância de outras citocinas pró e anti-inflamatórias no curso da doença (Mackintosh et al., 

2004). 

 

1.5.2. Mecanismos Efetores na Defesa Contra o Plasmodium 

  

Muito do que se conhece sobre a resposta imune ou os mecanismos de defesa do 

organismo contra o parasito foi obtido através de experimentos ex vivo e com modelos animais da 

doença (Angulo & Fresno, 2002). 
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A imunidade contra o Plasmodium envolve as respostas celular e humoral, com a 

interação entre anticorpos, células apresentadoras de antígenos (APC), células B, células T e células 

NK (Natural killers).  

São três os principais objetivos dessa resposta protetora: (1) interromper o ciclo de vida 

do parasito, (2) prevenir o processo patogênico da doença e (3) tentar bloquear a transmissão (Hisaeda 

et al., 2005). 

Uma resposta imune efetiva parece ser aquela que inicia de forma rápida mediada por 

citocinas pró-inflamatórias para eliminar os parasitos intracelulares e as células infectadas e depois 

deve ser suprimida de forma igualmente rápida pela ação das citocinas anti-inflamatórias de forma que 

se controle o crescimento parasitário sem nenhuma consequência imunopatológica (Riley et al., 2006). 

Nesse contexto vemos que o controle efetivo da infecção depende de um delicado 

equilíbrio ou de uma progressão coordenada entre as respostas de células T CD4+ do tipo Th1 e Th2, 

ou resposta inflamatória e anti-inflamatória. Esses dois tipos de resposta são fundamentais, mas 

precisam ser adequadamente controladas em tempo e intensidade e qualquer fator que interfira nesse 

controle pode alterar o curso e as manifestações da malária no indivíduo (Ângulo & Fresno, 2002; 

Riley et al., 2006).  

E devido a esse balanço entre controle da infecção e prevenção da imunopatologia 

podemos citar a existência de mecanismos de tolerância imunológica, que existem para que os parasitos 

possam ser eliminados com mínimo dano ao organismo. Esses mecanismos envolvem a supressão da 

resposta e regulação das células ativadas, nos quais os agentes mais importantes são os linfócitos T 

regulatórios, ou células T CD4+ CD25+, que inibem a linfoproliferação, e as citocinas inibitórias como 

a interleucina 10 (IL-10) e o fator de crescimento e transformação beta (TGF-�) que participam na 

inibição da resposta inflamatória (Riley et al., 2006). 
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Experimentos com modelos animais têm sido muito úteis na tentativa de se elucidar os 

mecanismos de interação entre as células, citocinas e os parasitos dentro da resposta protetora. A 

primeira forma do parasito a estimular o sistema imune é o esporozoíto, que é inoculado pela fêmea 

anofelina e irá infectar os hepatócitos. A resposta imune contra os parasitos no fígado ocorre através de 

anticorpos que podem bloquear os esporozoítos e pervenir a invasão das células ou por meio da 

resposta de citotoxicidade das células T CD8+ contra os hepatócitos infectados. (Deloron et al., 1991; 

Malaguarnera & Musumeci, 2002; Hisaeda et al., 2005). 

A resposta contra as formas hepáticas do parasito visa erradicar a infecção impedindo a 

invasão dos hepatócitos, prevenindo a ocorrência da fase sanguínea e consequentemente a transmissão 

da doença. Cerca de trinta minutos após a picada os esporozoítos chegam ao fígado e a primeira 

resposta ocorre por meio de anticorpos, que podem prevenir a invasão das celulas bloqueando os 

esporozoítos livres. Aquelas formas que escapam da ação dos anticorpos e invadem os hepatócitos 

serão combatidas pelas células T produtoras de interferon gama (IFN-γ), células T CD8+ e também em 

parte pelos anticorpos, que se ligam às células infectadas e podem mediar a sua lise pela ativação do 

sistema complemento ou no processo de citotoxicidade dependente de anticorpos (Plebanski & Hill 

2000; Marrot & Zavala 2004; Pouniotis et al., 2004). 

A apresentação dos antígenos dos parasitos teciduais ocorre principalmente através das 

células dendríticas e a principal proteína parasitária é a circunporozoíta (CS) presente na superfície do 

parasito. Essa proteína participa da ligação entre o esporozoíto e o hepatócito e por isso é o alvo 

principal para a ação dos anticorpos neutralizantes (Plebanski & Hill 2000). 

As células NK, T CD4+ e CD8+ são responsáveis pelo combates aos parasitos 

intracelulares. A ativação das células T CD4+ e CD8+ pela apresentação dos antígenos via moléculas 

do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) tipo II e I respectivamente tem como principal 
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efeito a liberação de IFN-γ, que por sua vez irá estimular a produção de interleucina 12 (IL-12), 

citocina que amplifica a resposta estimulando as células NK a produzirem mais IFN-γ (Doolan & 

Hoffman 2000).  

Esse interferon gama produzido participará da eliminação dos parasitos através da 

indução da enzima óxido nítrico sintetase, pela via dependente de L-arginina, para a produção de óxido 

nítrico (NO) que atua diretamente na eliminação do esquizonte intracelular ou mesmo da célula 

parasitada. Outros radicais livres tóxicos para o parasito, como os radicais de oxigênio e reativos 

intermediários de nitrogênio também auxiliam nesse processo (Kirunpetcharat et al., 1999; Doolan & 

Hoffman 2000; Riley et al., 2006). 

Os parasitos se multiplicam no interior dos hepatócitos por um período de 

aproximadamente sete dias para depois promoverem a lise da célula, liberando os merozoítos na 

circulação que irão invadir as hemácias dentro do ciclo sanguíneo da doença. Uma vez no interior das 

células sanguíneas se iniciarão ciclos de multiplicação, lise e invasão de novas células que caracteriza a 

periodicidade das manifestações clínicas da malária (Plebanski & Hill 2000).   

Nessa fase a resposta imune atua principalmente através de anticorpos e de células T 

CD4+, tendo as células T CD8+ papel limitado ou mesmo nenhuma ação. Os anticorpos dirigidos 

contra proteínas dos merozoítos livres ou proteínas parasitárias expressas em células infectadas podem 

inibir a invasão de novas células e interromper o ciclo biológico do Plasmodium, prevenir a 

citoaderência ou mesmo promover a lise da hemácia parasitada através da ativação do sistema 

complemento (Plebanski & Hill 2000; Artavanis & Tsakonas 2003). 

Uma série de toxinas e substâncias liberadas no sangue com o rompimento das hemácias 

parasitadas, como o glicofosfatidil insositol (GPI) derivado do parasito estimulam os macrófagos a 

produzirem TNF-α e células T CD4+ produzem IFN-γ. Apesar de apresentarem um papel mais 
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calaramente ligado a proteção durante a fase hepática, na fase sanguínea essas citocinas apresentam 

papel mais ambíguo, com potencial para participarem da proteção e também da patogenia da doença 

(Plebanski & Hill 2000; Artavanis-Tsakonas et al., 2003). 

O IFN-γ juntamente com as células NK atuam como potentes fatores de ativação dos 

macrófagos para potencializar a fagocitose e a morte das hemácias infectadas. Os macrófagos ativados 

também produzem outras citocinas como o TNF-α, interleucina um (IL-1) e interleucina seis (IL-6) que 

atuam como pirogênios endógenos, estimulando a febre, e também participam dentro da resposta 

inflamatória (Kirunpetcharat et al., 1999; Artavanis-Tsakonas et al., 2003). 

O IFN-γ também induz a produção de anticporpos IgG específicos contra antígenos de 

parasitos do estágio sanguíneo, auxiliando assim nos mecanismos de inibição celular com a ação de 

anticporpos (Artavanis-Tsakonas et al., 2003).  

As manifestações clínicas da doença também ocorrem principalmente devido a ação 

dessas citocinas inflamatórias, pois uma resposta inflamatória exacerbada pode promover danos 

teciduais e efeitos sistêmicos graves durante a remoção dos parasitos, como anemia grave e a malária 

cerebral (Malaguarnera & Musumeci, 2002; Riley et al., 2006). 

Observações sobre populações de áreas endêmicas mostram que a malária grave, 

particularmente a malária cerebral, não é comum em crianças de pouca idade que estão experimentando 

seu primeiro episódio da doença e sim em crianças ligeiramente mais velhas que já apresentaram dois 

ou mais episódios da doença. Isso se explica possivelmente porque sucessivas infecções levam a uma 

maior produção do IFN-γ, o que juntamente com a imunidade adquirida ao longo das infecções tornam 

o organismo mais predisposto a desenvolver uma malária grave (Artavanis-Tsakonas et al., 2003).  

O estudo de Wenisch et al. (1995), sugeriu que ambas as citocinas pró e anti-

inflamatórias, Th1 e Th2 respectivamente, estão co-expressas na fase aguda da doença, ilustrando a 
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complexa relação entre o parasito e o hospedeiro, e que o balanço entre essas respostas determina a 

sobrevivência do parasito e a evolução da doença. 

  

1.6. POLIMORFISMOS GENÉTICOS 

  

Existem inúmeras cepas de Plasmodium na natureza, algumas com maior potencial 

patogênico do que outras. Cada cepa possui um potencial patogênico intrínseco, porém fatores 

relacionados à susceptibilidade do hospedeiro também são importantes (Nacher et al., 2001).  

A identificação de fatores relacionados com a resistência contra a malária (formas 

graves ou não), particularmente os fatores ligados à regulação gênica da resposta imunológica, pode 

contribuir para um maior entendimento das interações que ocorrem entre o parasito e o hospedeiro, 

além de também auxiliar na busca de novas medidas de controle e na capacidade de poder melhor 

avaliar indivíduos que estejam em risco potencial de vida (Modiano et al, 2001; Nacher et al., 2001). 

A malária é uma doença responsável pela seleção e manutenção de alelos humanos em 

populações de áreas endêmicas da doença.  Nesse grupo estão inclusos genes codificadores de 

moléculas MHC de classe II, do TNF-α entre outros levando em consideração que existe uma 

complexa relação entre o parasito e o hospedeiro, com o envolvimento cada vez maior de variantes 

genéticas (Craig et al., 2001). 

Estudos epidemiológicos podem evidenciar a presença de populações particulares 

resistentes à infecção. O P. vivax e o P. falciparum, como as duas espécies mais importantes entre as 

causadoras da malária humana, co-existem em muitas partes do mundo. É conhecido que o P. vivax é 

incomum em uma região no oeste da África e que nessa região a maioria dos indivíduos são negativos 

para o antígeno sangüíneo Duffy. Este fato permitiu (ou auxiliou) a descoberta de que indivíduos 
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negativos para esse antígeno sanguíneo (Duffy) são resistentes à infecção pelo Plasmodium vivax, 

parasito que não é capaz de invadir os eritrócitos sem a presença do antígeno em questão 

(Kwiatkowski, 2000). 

A pesquisa de como a genética controla a intensidade da infecção não é simples de ser 

realizada, pois o ciclo biológico do parasito leva a uma constante variação na parasitemia circulante 

(Kwiatkowski, 2000). Os estudos genéticos também encontram dificuldades na natureza multifatorial 

das doenças infecciosas, que além de fatores relacionados com os patógenos e com o hospedeiro, 

também sofrem influencia de fatores relacionados ao meio ambiente (Henao et al., 2006). 

Apesar das citocinas apresentarem um baixo grau de variação genética, um número cada 

vez maior de estudos vem implicando os polimorfismos localizados em regiões reguladoras de genes de 

citocinas como fator que pode influenciar na susceptibilidade ou na evolução de uma doença infecciosa 

(Henao et al., 2006). 

Polimorfismos na região reguladora de citocinas vêm sendo descritos e genótipos 

específicos de algumas importantes citocinas envolvidas na resposta imune estão sendo associados com 

risco para rejeição de órgãos após transplantes, e também com a susceptibilidade ou gravidade em 

certas doenças infecciosas e auto-imunes (Gentile et al., 2003). 

Esses polimorfismos podem resultar em alterações nos sítios de reconhecimento de 

alguns fatores de transcrição e exercer influência positiva ou negativa sobre os níveis de produção de 

citocinas importantes na resposta imune (Henao et al., 2006). 

Nesse contexto os estudos genéticos são importantes para investigar a participação de 

um gene específico em eventos que podem alterar o curso ou a gravidade de doenças importantes como 

a malária (Henao et al., 2006).  

No presente estudo os polimorfismos estudados foram três polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNP – Single nucleotide polymorphism), dois na região promotora do gene do TNF-
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α e um no primeiro íntron do gene do IFN-γ. Os SNP consistem na mudança de um único nucleotídeo e 

são as formas mais abundantes de variação genética, com freqüência no genoma  de um SNP a cada 

1.000 pares de base (Johnson et al., 2004). 

 

1.6.1. Polimorfismos Relacionados ao Gene do TNF-αααα 

 

O TNF é uma citocina que atrai bastante interesse devido sua forte relação com a defesa 

e com a patogenia da doença (Kwiatkowski, 2000). O cluster gênico do TNF está localizado no braço 

longo do cromossomo seis (Hajeer & Hutchinson, 2001; González et al., 2003). 

Existem três polimorfismos na região promotora do gene TNF-α, nas posições -238, -

308 e -376 a partir do sítio de início da transcrição, que merecem destaque. (Hajeer & Hutchinson, 

2001). Esses três SNP são caracterizados pela mudança de uma guanina (G) por uma adenina (A), e o 

significado funcional dessa mutação é uma alteração na ligação de fatores de transcrição, o que pode 

afetar a expressão do gene, levando a maiores ou menores níveis plasmáticos da citocina (Hajeer & 

Hutchinson, 2001). 

O alelo que vem sendo alvo da maioria dos estudos é o TNF-308*A, que já foi 

associado com a susceptibilidade a malária grave, especialmente a malária cerebral, incluindo casos 

fatais ou de graves seqüelas neurológicas (Hajeer & Hutchinson, 2001; González et al., 2003; Henao et 

al., 2006). O significado funcional dessa mutação está ligado com o aumento da expressão do gene, 

pois afeta a seqüência consenso para a ligação do fator de transcrição AP-2 (Kwiatkowski, 2000; 

González et al., 2003). 
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Portadores desse alelo (TNF-308*A) podem apresentar um risco quatro vezes maior de 

desenvolver a malária cerebral, e esse risco aumenta para sete vezes para o desenvolvimento de 

seqüelas neurológicas com a infecção (Hajeer & Hutchinson, 2001). 

Um estudo realizado por González et al. (2003), na Espanha, com um grupo de 

pacientes portadores de uma doença inflamatória crônica, não encontrou relação entre a presença do 

alelo TNF-308*A e a susceptibilidade a essa doença. No entanto, quando comparou o polimorfismo 

com a produção do TNFα, o estudo encontrou um nível quase sete vezes mais alto de TNFα sérico nos 

indivíduos portadores do alelo TNF-308*A do que nos portadores de TNF-308*G. 

O polimorfismo -238 é o mais estudado depois do -308 (Rodríguez-Pérez et al., 2004) e 

o alelo TNF-238*A já foi associado principalmente com a anemia grave provocada pela malária na 

Gâmbia (Kwiatkowski, 2000; Wirzet et al., 2004). Acredita-se que o alelo TNF-238*A pode 

influenciar na maior expressão de TNF e esse polimorfismo já foi associado com doenças auto-imunes 

e infecciosas. Entretanto existe um estudo até mesmo ligando o polimorfismo com a diminuição da 

expressão do gene (Jang et al., 2001). 

Alguns estudos também fazem associação do alelo TNF-238*A com outras doenças 

infecciosas e com o câncer. De Oliveira et al. (2004) defende uma associação significativa do alelo 

mutante com a susceptibilidade e risco de desenvolver formas clínicas graves de tuberculose (extra-

pulmonar e disseminada), outra doença infecciosa muito importante. 

Jang et al. (2001) relacionaram esse polimorfismo com proteção contra o câncer. Nessa 

amostra alelo TNF-238*A estava significativamente aumentado nos pacientes com câncer. Selavaraj et 

al. (2001) e Rodríguez-Pérez et al. (2004), por outro lado, não encontraram associação entre o alelo e 

doença, estudando grupos de pacientes com tuberculose e com Doença de Chagas, respectivamente. 
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As freqüências relatadas para o alelo TNF-238*A em determinadas populações são 

7,1% em Coreanos, 3% em Japoneses, 2% em população da Suécia, 6,3% em Italianos e 9% em Sul-

africanos (Jang et al., 2001). Wirz et al. (2004) relatam a freqüência de 1 a 9%, na população mundial, 

para o alelo TNF-238*A.  

Um estudo realizado por Mombo et al. (2003) demonstrou uma freqüência de 9,6% para 

esse alelo no Gabão, África. Freqüências de 2,1% em afro-americanos, 6% para caucasianos e 9,6% 

para africanos da região do sub-shaara também são citadas nesse mesmo estudo. Gourley et al. (2002) 

referem uma freqüência de 6,1% em uma população do Quênia. 

O terceiro polimorfismo na região promotora do gene do TNF-α, na posição –376, já foi 

associado a doenças infecciosas, como a malária, tuberculose, assim como a doenças auto-imunes 

(Wirz et al., 2004). 

O alelo TNF-376*A participa no processo de ligação ao fator de transcrição Oct-1, 

participando, dessa forma, da expressão do gene. (Kwiatkowski, 2000). O polimorfismo altera a 

conformação do sítio do Oct-1, de forma que o alelo TNF-376*A se liga ao Oct-1 e o TNF-376*G não 

(Hajeer & Hutchinson, 2001). 

Martinez et al. (2004) relatam uma forte associação do alelo TNF-376*A com a 

esclerose múltipla. Tal associação foi primariamente encontrada em um primeiro estudo na Espanha 

(com uma pequena população) e posteriormente confirmada com o aumento do número amostral, na 

mesma população. Segundo esses autores a freqüência do alelo para a população espanhola foi de 

9,2%. 

A partir dos achados de que aos alelos TNF-308*A e TNF-376*A estão associados com 

a malária cerebral e que o alelo TNF-238*A parece estar relacionado com uma menor susceptibilidade 

a essa complicação, sugere-se que a evolução clínica da malária pode estar ligada a uma complexa 
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variação genética dentro do gene do TNF-α, e que a seleção natural pode ter favorecido a formação de 

haplótipos que balanceiam os riscos e benefícios da ocorrência das duas complicações da doença 

(McGuire et al., 1999).  

De fato, existe associação entre os alelos TNF-376*A, TNF-238*A e TNF–308*A em 

algumas populações, como Caucasianos. Hajeer et al. (2001) encontraram associação entre os três 

alelos, e também entre os alelos e alta produção de TNF-α in vitro. Zambom et al. (2005) também 

relataram uma associação entre os alelos TNF-238*A e TNF-376*A. 

Wirz et al. (2004) chegaram a importantes conclusões em um estudo no Norte da 

Sardenha, ilha Italiana localizada no mar mediterrâneo. Segundo os autores, os alelos TNF-238*A e 

TNF-376*A apresentaram uma freqüência elevada nessa população.  

Como a população estudada é considerada geneticamente isolada, os autores sugerem 

que a presença de uma maior freqüência de alelos raros demonstra que os mesmos foram selecionados 

positivamente, por conferirem vantagem seletiva para essa população (Wirz et et al., 2004). 

Esse mesmo estudo relaciona todos os três alelos, TNF-308*A, TNF-238*A e TNF-

376*A, de forma independente, com a gravidade da malária. Do ponto de vista evolutivo estima-se que 

o alelo TNF-376*A foi originado depois do TNF-238*A. Normalmente, encontra-se nessas populações 

o portador dos dois alelos, formando os haplótipos TNF–376*A/ TNF-238*A ou TNF–376*A/ TNF-

238*G. Segundo os autores, os alelos TNF–238*A e TNF–376*A possuem uma associação de 98% na 

população estudada, bastante elevada compara aos 5% estimados para a população em geral (Wirz et 

al., 2004). Knight et al. (1999) também relatam em sua investigação que o polimorfismo TNF-376 é 

mais recente na evolução humana. 

As freqüências dos diferentes genótipos, ainda relatadas por esse mesmo estudo, para o 

sistema TNF -376 foram: ausência do genótipo A/A; freqüência de 6% para o genótipo A/G e de 94% 
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para o genótipo G/G. Em relação ao sistema TNF-238 as freqüências encontradas foram de 1% para o 

genótipo A/A; 11% para o genótipo A/G; e 88% para o genótipo G/G (Zambon et al., 2005).  

Essas freqüências estão de acordo com dados de outros estudos, relatando que os alelos 

variantes do TNF-α existem em baixas freqüências ao redor do mundo (Wirzet et al., 2004). Gourley et 

al (2002) descrevem uma freqüência para o alelo TNF-376*A de 6% em uma população do Quênia e 

uma freqüência entre 0,5 e 4% em caucasianos. 

Da Silva (2004) estudou uma população de pacientes com P. vivax em Belém, Estado do 

Pará, buscando relacionar as manifestações clínicas, os níveis de TNFα e o alelo mutante TNF–308*A. 

Não foi encontrada nenhuma associação entre a mutação e uma maior produção de TNF sérico. No 

entanto, a autora relata uma associação entre os níveis de TNF e as manifestações clínicas, como a 

febre, principal sintoma da malária, demonstrando a importância da citocina na patologia da doença. 

Esse achado motivou o desenvolvimento deste estudo, que tentou investigar se os níveis 

de TNF-α e as manifestações clínicas mais graves da doença não poderiam estar associados com uma 

mutação no gene do IFN-γ ou com os outros dois alelos mutantes do TNF-α e se a associação entre os 

níveis da citocina iria manter-se em relação a esses últimos polimorfismos citados. 

De acordo com May et al. (2000) a presença dos alelos TNF-238*A e TNF-376*A 

podem influenciar no balanço Th1/Th2, através da maior ou menor expressão do TNF-α, afetando 

assim a expressão clínica da malária. 

O TNF foi a primeira citocina estudada em busca de correlação entre o polimorfismo e a 

susceptibilidade à malária (Mazier et al., 2000). Tais formas variantes demonstram que uma produção 

excessiva de TNF-α possui uma participação importante na patogenia da malária grave e 

principalmente da malária cerebral (McLeod et al., 1995; Burt, 1999; Mazier et al., 2000; Hajeer & 

Hutchinson, 2001; Torre  et al., 2002a).  
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1.6.2. Polimorfismos Relacionados ao Gene do IFN-γγγγ 

  

O IFN-γ é uma citocina essencial na geração de uma resposta celular efetiva contra 

patógenos intracelulares (Bream et al., 2000) e a variabilidade genética no gene do IFN-γ não tem sido 

previamente associada com susceptibilidade a doenças infecciosas e parasitárias na população em geral 

(Rossouw et al., 2003). Sua atividade biológica está sob regulação tanto em nível transcricional como 

também em nível pós-transcricional.  

O gene do Interferon gama está localizado no cromossomo 12. Estudos já demonstraram 

que a região de repetição CA, seqüência microsatélite no primeiro íntron do gene do IFNγ humano é 

polimórfica e estaria ligada com alterações na expressão do gene (Bream et al., 2000; Rossouw et al., 

2003).  

Cinco alelos desse microsatélite foram descritos, diferindo no número de repetições da 

região CA, variando de 11 a 15 repetições, que correspondem aos alelos designados de um a cinco. 

Indivíduos portadores do alelo dois (2), de doze repetições CA, apresentariam uma maior produção de 

IFN-γ do que indivíduos com outra combinação de alelos (Pravica et al., 2000).  

Recentemente, um novo polimorfismo foi descrito no primeiro íntron deste gene. O SNP 

na ponta 5´ da região de repetição CA está localizado na posição +874 a partir do sítio de início da 

tradução e é caracterizado pela mudança de adenina (A) para timina (T). Esse novo polimorfismo, 

portanto, pode ser relacionado ao aumento da expressão do gene do IFN-γ, através de uma alteração no 

sítio de ligação do fator de transcrição NF-κB (Pravica et al., 2000). 

O polimorfismo está ligado fortemente ligado com a presença do alelo Dois, de alta 

produção do IFN-γ (Pravica et al., 2000; Scola et al., 2003; Halma et al., 2004; Zambom et al., 2005). 
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A correlação existente entre o alelo IFN+874*T e a presença do alelo Dois, que 

corresponde a alta produção do IFN-γ, foi demonstrada em um estudo no qual todos os indivíduos 

homozigotos para o alelo Dois também eram homozigotos para a o alelo IFN+874*T, os heterozigotos 

para o alelo Dois eram igualmente heterozigotos para os alelos IFN+874*T/ IFN+874*A e os 

indivíduos negativos para o alelo Dois foram homozigotos para o alelo IFN+874*A (Pravica et al., 

2000). 

Apesar de ser uma citocina importante na defesa do organismo contra a malária (Torre 

et al. 2002b), não se tem pesquisado a associação da doença com os polimorfismos do gene do IFN-γ. 

Entretanto já se associou a presença da mutação com outras doenças infecciosas, principalmente 

tuberculose, e auto-imunes. 

Lio et al. (2002) descrevem uma freqüência significativamente menor do alelo 

IFN+874*T em pacientes com tuberculose, concluindo que a ausência do alelo pode ser um fator de 

risco para desenvolver a doença. Henao et al. (2006) relatam uma associação do alelo com formas 

clínicas mais graves dessa mesma doença. 

Bravo et al. (2003) sugerem uma relação entre o alelo mutante e um menor risco de 

contrair brucelose, visto que pacientes com a doença tinham comumente o alelo selvagem 

(IFN+874*A).  

Noutra investigação, o genótipo homozigoto T/T, ligado a uma elevada produção de 

IFNγ, foi encontrado de forma reduzida em um grupo de pacientes da população italiana com 

tuberculose crônica (Scola et al., 2003). 

Halma, et al. (2004), que estudaram um grupo de pacientes com câncer, verificaram 

uma relação significativa entre o alelo dois (2) e uma maior sobrevida dos pacientes, com maior 

produção de IFN-γ.  
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Zambom et al. (2005) estudaram pacientes com Helicobacter pylori e concluíram que a 

presença de indivíduos homozigotos para o alelo IFN+874*T, apresentam risco duas vezes maior de 

contrair a infecção por cepas com a ilha de virulência CagA. 

 

1.7. JUSTIFICATIVA 

 

A malária é uma doença infecciosa que atinge milhões de pessoas por ano em todo o 

mundo, levando a muitos óbitos principalmente no continente africano. As duas espécies de 

Plasmodium que mais comumente acometem o homem, P. vivax e P. falciparum, possuem potenciais 

patogênicos variados. 

Contudo, além do potencial patogênico do parasito, existem outros fatores, relacionados 

ao ambiente e ao hospedeiro que são importantes na resistência ou susceptibilidade a uma determinada 

doença. 

A identificação de fatores ligados ao hospedeiro pode aumentar o entendimento das 

interações entre o parasito e o hospedeiro, assim como de mecanismos envolvidos na patologia e 

imunidade, e também pode contribuir para a elaboração de novas medidas de controle. 

Nesse contexto, destacam-se os fatores envolvidos na regulação gênica da resposta 

imune, o que inclui os polimorfismos nos genes codificadores de moléculas envolvidas nessa resposta, 

como o MHC e outras, como as citocinas mediadoras da resposta imune e da inflamação. O TNF-α é 

uma das principais moléculas efetoras da resposta contra a malária, e ao lado do IFN-γ, são potentes 

indutores da resposta celular e inflamatória.  
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Excluindo o alelo -308A do TNFα, que está ligado a maior risco de desenvolver malária 

grave e, principalmente, malária cerebral, os outros polimorfismos do TNFα, e o polimorfismo do IFN-

γ, ainda não foram amplamente estudados em relação à malária.  

Esses estudos também são poucos no Brasil, principalmente na região da Amazônia 

Legal, que acumula mais de 90% dos casos de malária do país. O estado do Pará, inserido nessa região, 

possui um elevado número de casos da doença, embora os programas de controle tenham provocado 

uma redução na incidência, e seria de extrema utilidade as investigações sobre as relações entre 

parasitos e hospedeiros, elucidando processos patológicos e ajudando nas medidas de controle. 

A malária por P. vivax foi escolhida pois o maior número de casos de malária na região 

são causados por essa espécie de Plasmodium. Aparentemente, devido a provocar uma patologia de 

menor gravidade o P. vivax conseguiu se adaptar melhor ao hospedeiro humano, levando a uma maior 

morbidade quase que em todo o mundo, com exceção da região sub-shaariana da África. 

Assim, estudar os polimorfismos relacionados a componentes genéticos da resposta 

imune pode contribuir muito no que entendemos hoje sobre a regulação da resposta imune, e sua 

relação com a incidência ou com a evolução da doença. 
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1.8. OBJETIVOS 

 

1.8.1. Objetivo Geral 

Investigar a variabilidade genética relativa a três polimorfismos de nucleotídeo único 

presentes em genes de duas citocinas envolvidas na resposta imunológica (TNFα e IFNγ) em uma 

amostra da população de Belém do Pará composta de 81 indivíduos infectados (primeira infecção) com 

o Plamodium vivax e de 130 indivíduos sadios desta população, formando um grupo controle e 

investigar na amostra de indivíduos infectados uma possível associação entre esses polimorfismos e a 

gravidade da manifestação da malária. 

 

1.8.2. Objetivos Específicos 

  Comparar as freqüências genotípicas e alélicas observadas entre o grupo de pacientes 

com malária e o grupo de indivíduos tomados como controle e verificar possíveis diferenças; 

Padronizar no LGHM a técnica para a investigação de polimorfismos de eventos únicos 

através do uso da metodologia de discriminação alélica usando o sistema TaqMan para PCR em tempo 

real; 

Caracterizar freqüências genotípicas e alélicas nas amostras investigadas e utilizar os 

dados obtidos nos testes estatísticos de associações; 

Investigar possíveis associações entre a variabilidade genética observada para os 

polimorfismos estudados e a gravidade das manifestações clínicas da malária, utilizando-se dos 

parâmetros níveis plasmáticos do TNF-α, intensidade da parasitemia e escores clínicos de sinais e 

sintomas da malária. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. A AMOSTRA INVESTIGADA 

 

  A amostra de estudo consistiu de oitenta e um (81) pacientes atendidos no Ambulatório/ 

Laboratório de ensaios clínicos em malária do Instituto Evandro Chagas e cento e trinta (130) 

indivíduos controles selecionados aleatoriamente na população de Belém do Pará.  

Todos os pacientes foram positivos para a infecção por Plasmodium vivax em exame de 

gota espessa eram primoinfectados (primeiro episódio da doença) e estavam doentes há no máximo três 

semanas. Mulheres grávidas, ou indivíduos com relato de outras doenças, infecciosas ou auto-imunes, e 

usuários de anti-inflamatórios ou corticosteróides, foram excluídos na seleção. 

  Todo paciente com resultado positivo para o P. vivax foi abordado e esclarecido sobre os 

objetivos da pesquisa, e questionado sobre a vontade de participar. Diante da resposta positiva do 

paciente, o mesmo era esclarecido sobre as normas de estudo com seres humanos e assinou termo de 

consentimento voluntário para participar do estudo. 

Os 130 indivíduos controle foram selecionados aleatoriamente em um banco de amostra 

do laboratório de Genética Humana e Médica da Universidade Federal do Pará. A amostra foi formada 

por 65 homens e 65 mulheres, todos não-aparentados e residentes na cidade de Belém – PA. 

 

2.2. DADOS CLÍNICOS DOS PACIENTES INVESTIGADOS 

 

  De cada paciente, do total selecionado para participar do estudo, foram coletados dados 

referentes às manifestações clínicas da malária no dia do diagnóstico e coleta do sangue, considerado 
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como dia zero (D0), dados esses que foram utilizados para comparações entre a gravidade dos sinais e 

sintomas e as freqüências alélicas dos polimorfismos investigados. 

 

2.2.1. Parasitemia 

 

  Os pacientes que participaram do estudo tiveram a intensidade da parasitemia mensurada 

pelo método da gota espessa, método utilizado para fazer o diagnóstico de malária por P. vivax,  e o 

resultado correspondeu ao número de parasitos contidos em 1 µL de sangue. 

   

2.2.2. Sinais e Sintomas 

 

  Quatorze sintomas (febre, calafrios, cefaléia, astenia, artralgia, mialgia, náuseas, 

vômitos, dor abdominal, diarréia, anorexia, tosse, dispnéia e colúria) foram avaliados e para cada 

paciente foi dada uma graduação associada com a intensidade referida para esses sintomas. 

  Foi dada uma pontuação de acordo com a intensidade dos sintomas (zero para ausência 

do sintoma; um para sintoma com pouca intensidade; dois para sintoma moderado; três para sintoma 

forte e quatro para sintoma muito intenso) e a somatória desses pontos para cada sintoma referido 

apresentava a graduação do paciente no D0. 

  O mesmo sistema de pontos foi utilizado para os sinais (temperatura, palidez e icterícia) 

e os escores de sinais e sintomas foram somados para obter a graduação das manifestações clínicas da 

doença. 

  A temperatura auxiliar foi medida para cada paciente no momento da coleta de sangue 

para mensurar a febre, dado clínico importante relacionado com a malária. 
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2.2.3. Concentração Plasmática do TNF-αααα 

 

  Uma alíquota do sangue de cada paciente foi utilizada para medir a concentração 

plasmática do TNF-α no D0. Os dados obtidos foram importantes tentar associar a presença dos 

polimorfismos do gene da citocina com uma maior produção do TNF-α. 

  A quantificação foi feita pelo método de imunoabsorção enzimática através do tete 

ELISA do tipo sanduíche e os resultados foram expressos em picogramas por mililitro (pg/ mL). 

 

2.3. EXTRAÇÃO DO DNA 

 

O sangue periférico obtido de cada paciente foi utilizado para a extração do DNA 

através do método fenol-clorofórmio descrito por Sambrook et al. (1989) e o DNA obtido foi, em 

seguida, quantificado e todas as amostras foram diluídas para uma mesma concentração (30 ng/µL) 

para serem utilizadas na amplificação dos fragmentos contendo os polimorfismos estudados. 

 

2.4. TÉCNICA DE DISCRIMINAÇÃO ALÉLICA. 

  

Foi utilizada a técnica de discriminação alélica pelo sistema TaqMan para PCR em 

tempo real. Foram empregados conjuntos de primers e sondas específicos para SNP e selecionados 

para funcionar utilizando condições universais de reação e de amplificação.  Para os polimorfismos 

TNF-238 e TNF-376 foram utilizados os kits de identificação de número de identificação 

C___2215707_10 (Validated - Applied Biosystems) e C___7514878_20 (Pre-made - Applied 
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Biosystems) respectivamente. Para o polimorfismo IFN+874 o kit usado foi desenhado pelo serviço 

“assays-by-design” oferecido pela Applied Biosystems 

A amplificação foi realizada no equipamento de PCR em tempo real ABI PRISM 7500 

(Applied Biosystems), e a reação de amplificação foi realizada em duas etapas: 95ºC por 10 minutos, 

seguida de 40 repetições de 92º C por quinze segundos e 60º C por um minuto. 

A reação de PCR foi realizada com um volume total de 12 µL contendo 6,25 µL de Mix 

universal para o sistema TaqMan (contendo tampão, referência passiva dye ROX, deoxinucleotídeos, 

uridina, uracil-N-glicosilase e DNA polimerase ampliTaq Gold – Applied Biosystems), 0,312 µL do 

conjunto primer/ sonda (TaqMan SNP Genotyping Assay Mix) a 1X e 5,937 µL da amostra de DNA 

diluída em água.  

A técnica de discriminação alélica consiste em utilizar um conjunto combinando de duas 

sondas marcadas com diferentes fluoróforos, uma complementar para cada um dos alelos (selvagem e 

mutante). A sonda se liga ao seu alelo específico e a fluorescência será lida para o alelo presente na 

amostra. Se os dois alelos estiverem presentes, são lidos os dois tipos de fluorescência (FIGURA 03). 
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FIGURA 03: Ilustração da detecção dos diferentes alelos utilizando uma sonda marcada com o 

fluoróforo FAM para a detecção do alelo selvagem (a) e uma sonda marcada com o fluoróforo VIC 

para a detecção do alelo mutante (b). Adaptado de Wilson et al. (2005). 

 

2.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

Inicialmente as freqüências genotípicas foram determinadas por simples contagem e a 

comparação das freqüências observadas foi realizada através do programa CLUMP 1.1 (Sham & 

Curtis, 1995). Para identificar as combinações alélicas presentes nas populações, suas respectivas 

freqüências e para a determinação do equilíbrio de Hardy-Weimberg foi utilizado o programa 

ARLEQUIN 2.0 (Schnneider et al., 2000). As análises de comparação do polimorfismo com os 

diversos parâmetros clínicos, níveis plasmáticos da citocina e intensidade da parasitemia foram feitas 
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utilizando o programa BIOESTAT 3.0 (Ayres et al., 2004) e os testes de risco relativo (odds ratio) 

foram feitos utilizando o programa SPSS (Satistical Package for the Social Sciences – Pacote 

estatístico para as ciências sociais) versão 8.0 para o sistema operacional Windows. 
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3. RESULTADOS 

 

3.1. FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS 

 

3.1.1. Fator de Necrose Tumoral Alfa 

 

A tabela 02 apresenta as freqüências genotípicas e alélicas para o polimorfismo TNF-

238 do gene TNF-α. Os dados obtidos demonstram que nenhum indivíduo apresentou o genótipo 

homozigoto mutante (AA) e que a freqüência relativa dos heterozigotos foi aparentemente maior no 

grupo de pacientes (16%) do que no grupo tomado como controle (10%). A análise estatística dos 

resultados demonstrou que as diferenças observadas não são estatisticamente significativas (χ2=1,24; 

p= 0,31). As freqüências alélicas observadas entre o grupo de pacientes (TNF-238*A=  0,0802) e o 

grupo controle (TNF-238*A= 0,0538) também se mostraram semelhantes, sem diferenças 

estatísticamente significativas entre eles (χ2= 0,006; p= 0,22). 
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PACIENTES 

(N=81) 

CONTROLES 

(N=130) GENÓTIPO/ ALELO 

N FREQUÊNCIA N FREQUÊNCIA 

GG 68 0,84 116 0,90 

GA 13 0,16 14 0,10 

AA 0  0  

     

TNF-238*G  0,9197  0,9461 

TNF-238*A  0,0803  0,0539 

 

A tabela 03 apresenta os dados relativos às freqüências genotípicas e alélicas para o 

polimorfismo TNF-376 do gene TNF-α. Os dados obtidos demonstram que nenhum indivíduo 

apresentou o genótipo homozigoto mutante (AA) e que a freqüência relativa dos heterozigotos foi 

maior no grupo controle (6%) do que no grupo de pacientes (5%). A análise estatística dos resultados 

demonstrou que as diferenças observadas não são estatisticamente significativas (χ2= 0,13; p= 0,75). 

As freqüências alélicas observadas entre o grupo de pacientes (TNF-376*A= 0,0246) e o grupo 

controle (TNF-238*A= 0,0307) também se mostraram semelhantes, sem diferenças estatisticamente 

significativas entre eles (χ2= 0,0014; p= 0,11). 

 

 

 

Tabela 01: Freqüências alélicas e genotípicas relativas ao polimorfismo TNF-238 na região 
promotora do gene do TNF-α entre pacientes e controles. 
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PACIENTES 

(N=81) 

CONTROLES 

(N=130) GENÓTIPO/ ALELO 

N FREQUÊNCIA N FREQUÊNCIA 

GG 77 0,95 122 0,94 

GA 4 0,05 8 0,06 

AA 0  0  

     

TNF-376*G  0,9753  0,9692 

TNF-376*A  0,0247  0,0308 

 

 

3.1.2. Interferon Gama 

 

A tabela 04 apresenta os dados relativos às freqüências genotípicas e alélicas para o 

polimorfismo IFN+874 do gene do IFN-γ. Os dados obtidos demonstram que a freqüência de 

indivíduos que apresentaram o genótipo homozigoto mutante (TT) foi maior no grupo controle (8%) do 

que no grupo de pacientes (7%) e que a freqüência relativa dos heterozigotos foi maior no grupo de 

pacientes (37%) do que no grupo controle (36%). A análise estatística dos resultados demonstrou que 

as diferenças observadas não são estatisticamente significativas (χ2=0,019; p=1,0). As freqüências 

alélicas observadas entre o grupo de pacientes (IFN+874*T= 0,2592) e o grupo controle (IFN+874*T= 

Tabela 02: Freqüências alélicas e genotípicas relativas ao polimorfismo TNF-376 na região 
promotora do gene do TNF-α entre pacientes e controles. 
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0,2577) também se mostraram semelhantes, sem diferenças estatísticamente significativas entre eles 

(χ2=0,0; p= 1,0). 

 

 

 

PACIENTES 

(N=81) 

CONTROLES 

(N=130) GENÓTIPO/ ALELO 

N FREQUÊNCIA N FREQUÊNCIA 

AA 45 0,56 73 0,56 

AT 30 0,37 47 0,36 

TT 06 0,07 10 0,08 

     

IFN+874*A  0,7407  0,7423 

IFN+874*T  0,2593  0,2577 

 

3.2. EQUILÍBRIO DE HARDY-WEIMBERG 

 

Todos os sistemas genéticos investigados nesse estudo foram testados individualmente 

para o equilíbrio de Hardy-Weimberg nos grupos de pacientes e de indivíduos controle (Tabela 01). Foi 

observado que todos os sistemas investigados encontram-se em equilíbrio de Hardy-Weimberg (p > 

0,05). 

 

 

Tabela 03: Freqüências alélicas e genotípicas relativas ao polimorfismo IFN+874 no primeiro 
íntron do gene do IFN-γ entre pacientes e controles. 
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Pacientes Controles 
Polimorfismo investigado 

χ2 p valor χ2 p valor 

TNF-238 0,56 1,00 0,39 0,93 

TNF-376 0,04 0,75 0,12 0,86 

IFN+874 0,04 0,94 0,19 0,90 

 

 

3.3. DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO 

 

A proximidade entre os dois polimorfismos TNF-238 e TNF-376, ambos localizados na 

região promotora do gene do TNF-α, nos leva a esperar que eles estejam em desequilíbrio de ligação e 

que sejam herdados em conjunto, na forma de haplótipos. O mesmo não é esperado comparando-se 

esses polimorfismos do TNF-α com o polimorfismo IFN+874 do IFN-γ, pois se encontram em 

cromossomos diferentes e o desequilíbrio ocorreria somente na presença de mistura interétnica recente 

e/ou de sub-estruturação populacional (Choudhry et al., 2006). 

Para testar essas hipóteses foi empregado o programa ARLEQUIN 2.0 (Schnneider et 

al., 2000). Os resultados obtidos demonstram que não há desequilíbrio de ligação entre o polimorfismo 

IFN+874 e os dois polimorfismos do TNF-α, TNF-238 (χ2 = 0,22; p = 0,63) e TNF-376 (χ2 = 0,05; p = 

0,93) na amostra de pacientes. Entre os indivíduos controle também não foi observado desequilíbrio de 

ligação entre o polimorfismo do IFN-γ e os polimorfismos TNF-238 (χ2 = 0,26; p = 0,6) e TNF-376 (χ2 

= 0,76; p = 0,38). 

Tabela 04: Resultado do teste empregado para calcular o equilíbrio de Hardy-Weimberg. 
 



44 

Foi observado um desequilíbrio de ligação significativo no grupo de pacientes entre os 

polimorfismos TNF-238 e TNF-376 (χ2 = 15,9; p = 0,00007). Porém isso não foi observado no grupo 

controle (χ2 = 0,02; p = 0,87), o que mostra que há um haplótipo mais representado, havendo a 

necessidade de estudos futuros que possam comprovar esse desequilíbrio de ligação. Talvez a doença 

esteja exercendo pressão seletiva nesses polimorfismos, ou talvez esse fato demonstre apenas um viés 

na amostragem devido o número pequeno de pacientes do estudo. 

 

3.4. TESTE DE RISCO RELATIVO (ODDS RATIO) 

 

Para testar se a presença dos polimorfismos representaria maior risco relativo para o 

desenvolvimento da malária foi empregado o teste de regressão logística pelo programa SPSS, 

comparando indivíduos controle (sem malária) e os pacientes (com malária) e a presença dos alelos de 

risco. O resultado observado demonstra que a presença dos alelos mutantes IFN+874 (OR = 0,99), 

TNF-238 (OR = 0,94) ou TNF-376 (OR = 1,04) não representa risco para manifestações mais graves da 

doença (p = 0,53).   

Em seguida realizamos a análise utilizando a combinação alélica AA dos polimorfismos 

TNF-238 e TNF-376 respectivamente. Este haplótipo foi escolhido porque se encontra em 

desequilíbrio de ligação entre os pacientes, mas não entre os indivíduos tomados como controle. Esse 

haplótipo foi usado no teste de regressão logística contra as variáveis clínicas parasitemia, temperatura 

auxiliar, escores clínicos e níveis plasmáticos do TNF-α, para avaliar se os portadores dessa 

combinação teriam risco aumentado para ter manifestações mais graves da malária.  

O resultado do teste mostrou que, de acordo com o odds ratio, não existe risco relativo 

maior para os pacientes portadores do haplótipo AA, dos polimorfismos TNF-238 e TNF-376, em 



45 

relação a parasitemia (OR = 1,0002; p = 0,052), temperatura auxiliar (OR = 0,17; p = 0,13), escores 

clínicos (OR = 0,84; p = 0,12) ou níveis de TNF-α (OR = 0,98; p = 0,67). 

Para avaliar melhor os nossos resultados, realizamos o teste de odds ratio com a 

parasitemia e os níveis de TNF-α em forma dicotômica. Para o TNF-α os valores acimas de 3.000 

pg/mL recebeu a graduação um (1) e valores abaixo de 3.000 pg/mL receberam a graduação zero (0); 

Para a parasitemia, qualquer paciente com parasitemia acima de 30.000 recebeu a graduação um (1), 

parasitemia alta, e os pacientes com graduação abaixo de 30.000 receberam a graduação zero (0), 

parasitemia não-alta, sendo que esses parâmetros foram escolhidos aleatoriamente na tentativa de 

categorizar os dados e dividir os pacientes para tentar obter um melhor resultado do teste de regressão 

múltipla. O resultado foi relevante para a intensidade da parasitemia, pois o resultado mostrou que os 

portadores do haplótipo AA tinham um risco 7,5 vezes maior (OR = 7,54) de ter uma parasitemia alta, 

entretanto esse resultado também não se mostrou significante (p = 0,09). 

 

3.5.  RELAÇÃO ENTRE INTENSIDADE DA PARASITEMIA, MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

DA MALÁRIA, NÍVEIS PLASMÁTICOS DO TNF-α E OS POLIMORFISMOS GENÉTICOS. 

 

A tabela 05 apresenta as médias, desvio e erro padrão dos dados clínicos (escores de 

sintomas e sinais, temperatura auxiliar), da intensidade da parasitemia e dos níveis plasmáticos da 

citocina TNF-α na população de pacientes infectados pelo P. vivax. 

Os dados foram obtidos na investigação de Da Silva (2204) em nosso laboratório e 

utilizando a mesma população de pacientes, e foram feitas algumas comparações entre esses 

parâmetros, e também entre eles e os polimorfismos investigados. 
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 Parasitemia Temperatura Clínica Nível do TNF-αααα 

Média 9174,69 37,55 20,67 51,23 

Desvio 9170,67 1,33 8,08 92,75 

Erro Padrão 1006,61 0,15 0,89 10,18 

 

 

3.5.1. Comparação entre manifestações clínicas e parasitemia 

 

  A comparação entre os escores clínicos (sinais e sintomas) e os níveis de parasitemia 

não mostrou diferença significativa, levando a conclusão de que a quantidade de parasitos não 

influenciou diretamente nas manifestações clínicas da doença. 

 

3.5.2. Comparação entre parasitemia e níveis de TNF-αααα 

  

De acordo com o coeficiente de Spearman (rs) houve uma correlação positiva entre os 

níveis plasmáticos de TNF-α e a intensidade da parasitemia (rs = 0,33; p < 0,01), de forma que níveis 

altos de parasitemia foram acompanhados de níveis elevados também da citocina. 

 

 

 

 

Tabela 05: Valores de média, desvio e erro padrão da parasitemia, dados clínicos e níveis 
séricos de TNF-α. 
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3.5.3. Comparação entre os níveis de TNF-αααα e a temperatura 

 

  Nos pacientes onde os níveis plasmáticos de citocina eram elevados, a temperatura 

auxiliar também estava aumentada, indicando uma correlação positiva entre esse parâmetros (rs = 0,3; 

p < 0,01), de forma que a febre acompanhou os níveis de TNF-α. 

 

3.5.4. Comparação entre os escores clínicos e os níveis de TNF-αααα 

 

  A comparação entre esses parâmetros demonstrou que os escores clínicos aumentavam a 

medida que os níveis da citocina também o faziam, de forma que conforme os níveis de TNF-α eram 

elevados os sinais e sintomas também eram mais evidentes. 

 

3.5.5. Comparação entre os polimorfismos, parasitemia, dados clínicos e os níveis de TNF-αααα. 

 

3.5.5.1. Polimorfismos do TNF-α 

 

Em comparação com a concentração plasmática de TNF-α, para o polimorfismo TNF-

238 os resultados mostraram que os pacientes heterozigotos apresentavam maior concentração média 

da citocina (53,02 pg/ mL) do que os homozigotos normais (50,89 pg/ mL), enquanto que para o 

polimorfismo TNF-376 os índices foram maiores nos pacientes homozigotos normais (53,05 pg/ mL) 

do que nos heterozigotos (16,16 pg/ mL). As análises estatísticas demonstraram que a diferença entre 

homozigotos e heterozigotos em relação ao polimorfismo TNF-376 não é estatisticamente significativa 

(p =0,44), assim como a diferença para o polimorfismo TNF-238 (p = 0,94). 
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 Em relação à intensidade da parasitemia, os resultados demonstraram que a média dos 

valores de parasitemia foram maiores nos indivíduos heterozigotos (10.142,86/ µL de sangue e 14.250 

µL de sangue) do que nos indivíduos homozigotos normais (9.288,97µL de sangue e 8.911,04 µL de 

sangue) para os polimorfismos TNF-238 e TNF-376 respectivamente. Entretanto essas diferenças não 

se mostraram estatisticamente significantes (p = 0,79;p = 0,42). 

Em relação à somatória dos escores clínicos, a média dos valores foi maior nos 

indivíduos homozigotos normais (4,23 e 4,25) do que nos heterozigotos (3,85 e 2,75) para os 

polimorfismos TNF-238 e TNF-376 respectivamente. As análises estatísticas mostraram a diferença foi 

estatisticamente significativa para o polimorfismo TNF-376 (p = 0,0017) e para o polimorfismo TNF-

238 a diferença não foi significante (p = 0,38). 

Esses resultados demonstram que aparentemente o polimorfismo TNF-376 parece estar 

relacionado com menores valores na média dos escores clínicos.  

A presença dos diferentes alelos não está relacionada com a os níveis plasmáticos de 

TNF-α e com a intensidade da parasitemia para os dois polimorfismos e, especificamente para o 

polimorfismo TNF-238, a presença do alelo mutante não mostrou relação com as manifestações 

clínicas da doença. 
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3.5.5.2. Polimorfismo do IFN-γ 

 

Em relação aos escores clínicos foi observado que os pacientes homozigotos para a 

mutação (TT) tiveram, em média, menor valor na somatória dos escores de sinais e sintomas do que os 

homozigotos normais ou heterozigotos, entretanto estas diferenças não se mostraram significativas após 

as análises estatísticas.  

Através do teste t de student testamos a relação dos polimorfismos com a intensidade da 

parasitemia, e foi observada uma diferença significativa quando comparados os genótipos AA e TT, 

com os indivíduos homozigotos mutantes apresentando níveis significativamente menores de 

parasitemia (p = 0,04). As diferenças em relação aos demais genótipos não foram significantes. 

Esses resultados demonstram que os diferentes tipos alélicos do IFN-γ não participam 

diretamente da resposta clínica do paciente frente ao parasito, mas que a presença da mutação 

homozigótica TT interferiu de forma significativa na intensidade da parasitemia, induzindo a sua 

diminuição nos pacientes portadores desse genótipo. 

 

3.6. ANÁLISE DAS COMBINAÇÕES ALÉLICAS 

 

3.6.1. Combinações alélicas entre os três sistemas genéticos 

 

Nesse trabalho foram investigados três sistemas genéticos que, quando analisados em 

conjunto apresentaram oito combinações diferentes (para os polimorfismos A+874T do IFN-γ, G-238A 

e G-376A do TNF-α respectivamente) nos grupos de pacientes e controles, conforme consta na tabela 

04. 
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Tabela 06: Freqüência das combinações alélicas encontradas no grupo de pacientes e controles 

GRUPOS COMBINAÇÕES ALÉLICAS 

Pacientes (%) Controles (%) 

1 AAA 1,95 0,30 

2 AAG 4,88 4,05 

3 AGG 67,23 68,44 

4 TAA 0,54 ____ 

5 TAG 0,67 1,05 

6 TGG 24,73 23,39 

7 AGA ____ 1,44 

8 TGA ____ 1,33 

 

A freqüência da combinação um (AAA) foi maior no grupo de pacientes (1,95%) do que 

no grupo de indivíduos controle (0,3%) e, entre todas as combinações, a mais freqüente nos dois grupos 

foi a três (AGG) com freqüência de 67,23% e 68,44% respectivamente. 

A combinação seis também teve uma freqüência destacada nos grupos de pacientes e de 

indivíduos considerados controles (24,73% e 23,39% respectivamente) e as combinações quatro e 

cinco, entre os pacientes, e um, entre o grupo controle, tiveram as menores freqüências com menos de 

1%. 

A combinação quatro (TAA) estava presente apenas no grupo de pacientes e as 

combinações sete e oito (AGA e TGA respectivamente) foram encontradas apenas no grupo de 

indivíduos controle. 
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As análises estatísticas demonstram que não houve diferença significativa quando 

comparadas todas as combinações entre os dois grupos distintos (χ2 = 9,18; p = 0,22) e que quando a 

comparação envolveu apenas as duas combinações de maior freqüência (três e seis) também não foi 

observada nenhuma diferença significante (χ2 = 0,097; p = 0,71). Ao compararmos as combinações 

AGG (três alelos normais) e TAA (três alelos mutantes), as diferenças observadas também não foram 

significativas (χ2 = 1,43; p = 0,384). 

 

3.6.2. Combinações alélicas entre os dois sistemas do TNF-αααα 

 

Considerando apenas os dois polimorfismos do gene do TNF-α observamos a 

ocorrência de quatro combinações diferentes (para os polimorfismos TNF-238 e TNF-376 

respectivamente) entre os grupos de pacientes e controles, conforme dados da tabela 05. 

 

 

GRUPOS COMBINAÇÕES ALÉLICAS 

Pacientes (%) Controles (%) 

1 AA 2,46 0,22 

2 AG 5,55 5,16 

3 GA ____ 2,85 

4 GG 91,97 91,76 

 

A combinação um (AA) foi mais freqüente no grupo de pacientes (2,46%) do que no 

grupo tomado como controle (0,22%). A combinação quatro (GG) foi a mais freqüente nos dois grupos 

Tabela 07: Combinações alélicas entre os dois polimorfismos do gene do TNF-α. 
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investigados, mas também se apresentou mais elevada no grupo de pacientes do que no grupo controle 

(91,97% e 91,76% respectivamente).  

As análises estatísticas demonstraram que as diferenças encontradas entre os grupos 

foram estatisticamente significativas ao compararmos todas as combinações, dos polimorfismos do 

gene do TNF-α, entre os dois grupos (χ2 = 9,31; p = 0,02). Quando comparamos apenas as 

combinações GG (dois alelos normais) e AA (dois alelos mutantes) as diferenças observadas  entre os 

grupos não foram estatisticamente significativas (χ2 = 4,57; p = 0,07). Ao compararmos apenas as duas 

combinações de maior freqüência (dois e quatro) o resultado também não demonstrou significância (χ2 

= 0,025; p = 0,835).   
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4. DISCUSSÃO 
 

A malária é ainda hoje uma das mais importantes doenças do mundo no que se refere a 

mortalidade e a morbidade dos pacientes. A maioria dos casos da doença no Brasil se concentra na 

região da Amazônia Legal. A patologia provocada pelo P. vivax é comumente branda e de curso febril, 

porém ultimamente casos graves da doença foram relatados, com acometimentos pulmonares, renais e 

até mesmo a ocorrência incomum casos de malária cerebral e casos fatais de malária. 

No presente estudo nós procuramos investigar a presença de três polimorfismos 

genéticos relativos a duas importantes citocinas na resposta imune, o TNF-α e o IFN-γ e identificar 

uma possível associação entre esses polimorfismos e a gravidade das manifestações clínicas da malária 

causada por P. vivax. 

Em relação aos dois polimorfismos relacionados com o gene do TNF-α (TNF-238 e 

TNF-376) as freqüências dos alelos selvagem e mutante foram semelhantes nos grupos de pacientes e 

controles, não permitindo associar os alelos TNF-238*A e TNF-376*A com a ocorrência da doença. 

Os estudos que buscam relacionar a resistência ou a ocorrência de uma determinada 

doença com polimorfismos de genes envolvidos na resposta imune estão se tornando comuns e atraindo 

interesse com o objetivo de tentar esclarecer até que ponto as alterações genéticas podem influenciar 

nas manifestações ou mesmo na evolução clínica de uma doença. 

Porém esses estudos permanecem inconsistentes, principalmente no que diz respeito as 

citocinas, em relação a muitas doenças, entre elas a malária, pois alguns dos estudos feitos não 

conseguem associar a doença com as mutações e nem com maiores ou menores níveis sanguíneos de 

uma determinada citocina. (Mihailova et al., 2005) 
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Santos et al. (2002) investigaram a relação dos polimorfismos do TNF-α com a 

hanseníase e encontraram uma forte associação da doença com o alelo TNF-308*A, mas não com o 

alelo TNF-238*A. Resultado semelhante foi obtido por Wu et al. (2002) estudando um grupo de 

pacientes com carcinoma gástrico associado com o vírus de Epstein-Barr (EPV). Moraes (2005) 

também investigou o polimorfismo G-308A em relação à hanseníase e encontrou uma freqüência maior 

do alelo TNF-308*A entre os pacientes com as formas clínicas menos graves, mostrando que o alelo 

pode estar relacionado com uma maior proteção contra as formas clínicas graves da doença. 

Mombo et al. (2003) indicaram que o alelo TNF-238*A parece estar associado com 

proteção contra formas clínicas da malária, citando também a associação do alelo com a anemia grave 

em estudos realizados em Gâmbia, e dessa forma concluíram que a presença do alelo pode favorecer 

uma infecção assintomática ou sub-clínica e pode levar gradualmente a manifestação da anemia grave. 

Segundo McGuire et al. (1999) o alelo TNF-238*A está relacionado com a anemia 

grave, mas não com a malária cerebral, mesma conclusão de Gourley et al. (2002). May et al. (2000) 

também expõem que o alelo está associado com a anemia grave, porém defendem que o TNF-238*A 

pode conferir proteção contra a malária cerebral. 

Segundo Hill et al. (1996), dois estudos foram realizados na África ligando o alelo TNF-

238*A e a anemia grave em pacientes com malária, e que a gravidade da anemia pode estar relacionada 

com uma maior produção constitutiva de TNF-α. 

O alelo TNF-376*A já foi associado com susceptibilidade à malária grave em crianças 

africanas (Kwiatkowski, 2000) e com o risco de desenvolver malária cerebral em indivíduos do Quênia 

e Gâmbia (May et al. 2000; Hajeer & Huychinson, 2001). Gourley et al. (2002) também citam que o 

alelo TNF-376*A, juntamente com o TNF-238*A, está associado com a malária grave, particularmente 

a malária cerebral. 
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Knight et al. (1999) relatam que o polimorfismo TNF-376 atua como um fator de risco 

independente para a malária cerebral e está associado com uma maior susceptibilidade à essa 

complicação. Esse mesmo estudo cita que o polimorfismo parece induzir um aumento na produção da 

citocina. 

Da Silva (2004) investigou a presença de outro polimorfismo do TNF-α no mesmo 

grupo de pacientes desse estudo e também não encontrou associação entre o alelo mutante, TNF-308*A 

e a malária. Entretanto, como já foi citado anteriormente, outros autores já associaram a doença, 

especialmente a anemia grave ou a malária cerebral, com esses três alelos mutantes do gene do TNF-α. 

Esse estudo fez importantes conclusões sobre a influência do TNF-α na malária, correlacionando a 

citocina com os níveis de parasitemia e com as manifestações clínicas da doença, de forma que 

pacientes que apresentavam sintomas mais evidentes e que tinham maiores níveis de parasitemia 

também apresentaram os maiores níveis plasmáticos da citocina. 

Foi observado desequilíbrio de ligação entre os polimorfismos do TNF-α, TNF-238 e 

TNF-376, apenas no grupo de pacientes e não no grupo de indivíduos do grupo controle, e por isso 

esses dois sistemas foram utilizados em um teste de regressão para medir se a presença do haplótipo 

AA (os dois alelos mutantes) poderia significar maior risco de desenvolver malária com manifestações 

clínicas mais graves, entretanto os resultados não foram significantes. Os alelos isoladamente 

demonstraram um papel mais relacionado a proteção contra a doença, entretanto como os valores 

também não foram significativos não permitem nenhuma conclusão substancial. 

Assim, os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o alelo TNF-376*A 

parece estar relacionado com uma menor intensidade das manifestações clínicas da malária, mas os 

níveis da parasitemia e a concentração plasmática do TNF-α não sofrem qualquer alteração na presença 

dos alelos TNF-376*A e TNF-238*A. A presença desse último alelo também não influencia a 
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manifestação da doença. Entretanto, apesar de importantes, esses resultados precisam ser confirmados 

por estudos que utilizem uma amostragem maior, visto a pequena quantidade de indivíduos 

heterozigotos e a ausência de indivíduos homozigotos para a mutação que observamos nessa 

investigação. 

Mas todas essas observações, em conjunto, demonstram a importância do TNF-α e que 

sua influência sobre a ocorrência ou a gravidade de uma doença pode estar relacionada com a 

ocorrência de um ou mais polimorfismos além dos estudados aqui, ou mesmo de uma associação entre 

uma ou mais dessas mutações em conjunto. 

Situação semelhante ocorre em relação ao polimorfismo do gene do IFN-γ. A freqüência 

dos alelos IFN+874*A e IFN+874*T foram semelhantes nos grupos de pacientes e de controles, e 

assim não foi possível associar a ocorrência do alelo mutante e a ocorrência ou gravidade das 

manifestações clínicas da malária. 

Entretanto, foi possível fazer uma associação positiva entre a mutação homozigótica TT 

e uma diminuição significativa da parasitemia, comparado com indivíduos portadores do genótipo 

homozigoto selvagem (AA).  

Como essa mutação parece estar relacionada com uma maior produção de IFN-γ e o 

alelo mutante IFN+874*T está fortemente relacionado com o alelo de 12 repetições do microssatélite 

(região de repetição CA) que também está ligado a uma maior produção da citocina, esses dados 

podem ajudar a comprovar a atuação do IFN-γ na eliminação do parasito do organismo, influenciando 

na diminuição da intensidade da parasitemia. 

Porém ainda não existem estudos consistentes que comprovem a ligação do 

polimorfismo com uma maior expressão do gene do IFN-γ e apesar de não haverem estudos 

investigando a associação dessa mutação com a malária, outros estudos relatam uma associação do 
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polimorfismo com outras doenças, como a tuberculose, e assim ainda não podemos ter uma idéia 

precisa sobre o efeito do polimorfismo sobre a função da citocina (Lio et al., 2002; Dai et al., 2005; 

Tsiavou et al., 2005). 

Assim, apesar do presente estudo não demonstrar associação entre os polimorfismos 

estudados e a malária, os dados aqui encontrados podem contribuir como mais uma peça para montar 

um complexo quebra-cabeça, auxiliando na tentativa de elucidar os mecanismos da resposta imune 

contra a doença e, em conjunto com futuros estudos, ajudar a esclarecer como as mutações genéticas 

dessas citocinas podem influenciar a evolução clínica da malária assim como de outras doenças 

infecciosas. 
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5. CONCLUSÕES 

 

  Os resultados demonstram que não foi encontrada na amostra investigada nenhuma 

associação entre os polimorfismos estudados e a malária. 

  A investigação das associações com o polimorfismo IFN+874 mostrou que indivíduos 

homozigóticos para a mutação tiveram menores densidades de parasitemia, o que pode ajudar a 

comprovar o importante papel dessa citocina na resposta imune contra o Plasmodium e na proteção 

contra formas clínicas mais graves da malária. 

  O polimorfismo TNF-238 não influenciou nos níveis plasmáticos do TNF-α, nas 

manifestações clínicas e nem na intensidade da parasitemia nos pacientes com malária, enquanto que os 

resultados demonstraram que o polimorfismo TNF-376 não influencia na parasitemia e nem nos níveis 

plasmáticos da citocina, mas parece estar relacionado com menor intensidade dos sintomas da doença.  

  Foi observado um significante desequilíbrio de ligação entre os dois sistemas do TNF-α, 

mas a presença da combinação alélica AA (TNF-238 e TNF-376) não influenciou no risco relativo para 

desenvolver formas clínicas mais graves da malária. 
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