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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL DOS GENES KIR E SEUS LIGANTES EM UMA 

POPULAÇÃO NATURALMENTE EXPOSTA À MALÁRIA E SUA RELAÇÃO COM A 

INFECÇÃO MALÁRICA POR P. falciparum E P. vivax 
 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

Luciene de Aquino da Silva 

A malária é a doença parasitária que mais causa mortes em todo o mundo, representando um 

grave problema de saúde pública. Os mecanismos exatos envolvidos na patogênese e na 

produção de uma resposta imune eficaz ainda não foram bem esclarecidos. O sistema imune 

inato constitui a primeira linha de defesa do organismo contra infecções e as células NK são 

uma importante subpopulação de linfócitos atuantes na fase aguda da resposta imunológica na 

malária. O controle da ação das células NK se dá através de receptores de membrana, dentre 

os quais estão os receptores KIR que reconhecem moléculas HLA de classe I expressas pela 

maioria das células do organismo. Esses receptores, altamente polimórficos, desempenham 

função significante no controle da resposta imune inata e adaptativa de cada indivíduo. Dentro 

deste contexto, nosso trabalho caracterizou geneticamente a frequência dos receptores KIR e 

seus ligantes HLA-I de indivíduos (n=377) naturalmente expostos à malária (Porto Velho - 

RO), verificando uma possível associação entre a presença desses genes e a infecção. Após a 

extração de DNA, a genotipagem da população estudada foi realizada através da técnica PCR-

SSO e a leitura pelo equipamento Luminex. Observamos uma maior frequência dos genes 

KIR2DL1, 3DL1, 2DS4 e 2DL3 (>89% em todos), HLA-C1, -Bw4 e -C2 (>66% em todos) e 

os pares KIR2DL2_3/C1, KIR3DL1/Bw4 e KIR2DL1/C2 (>66% em todos) na população de 

Porto Velho, que é semelhante às de outras regiões brasileiras. Não observamos influência do 

perfil da distribuição gênica dos receptores KIR e de seus ligantes HLA (-A, -B e -C) na 

susceptibilidade a malária. Caracterizamos 48 genótipos KIR, todos com distribuição 

cosmopolita. Os mais frequentes foram os genótipos 42/BAF-1 (30,8%) e 33/BAF-2 (15,2%). 

Nos indivíduos do grupo dos nativos de Porto Velho foram encontradas: uma maior 

variabilidade genotípica (43/48); uma maior frequência do genótipo 33/BAF-2 quando 

comparado aos migrantes (P<0,01); e um grande número de genótipos exclusivos desse grupo 

(27/43). Os indivíduos nativos portadores de genótipos exclusivos relataram um menor 

número de malárias anteriores e um maior tempo desde a última infecção, sugerindo que esses 

genótipos possam conferir uma maior proteção à malária. Nos indivíduos com malária e 

portadores de genótipos com maior gradiente de genes inibidores apresentavam maiores 

níveis plasmáticos de INF-γ (r = 0,3328; P<0,013), sugerindo que a presença desses genótipos 

não esteja associada à produção desta citocina. Além disso, esses indivíduos apresentavam 

uma maior parasitemia (r = 0,3262; P = 0,001), sugerindo que a presença desses genes 

inibidores possa estar associada a um menor controle/eliminação dos parasitos. Observamos 

que a presença do par KIR2DS2_C1 estava associado a níveis de parasitemia mais elevados 

(P = 0,01), indicando que a presença desse par possa também estar associada a um menor 

controle/eliminação dos parasitos. Os dados obtidos nesse trabalho poderão contribuir para 

futuros estudos sobre o impacto funcional desses genes na regulação da resposta imune, na 

relação com a incidência e na evolução clínica da doença não só na malária como de outras 

doenças infecciosas. 

Rio de Janeiro-RJ  
 

2011 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

CHARACTERIZATION OF THE GENETIC FREQUENCY OF KIR RECEPTORS AND 

THEIR HLA-I LIGANDS PROFILES IN INDIVIDUALS NATURALLY EXPOSED TO 

MALARIA AND THEIR ASSOCIATION WITH P. falciparum AND P. vivax  INFECTION 
 

ABSTRACT 
 

MASTER THESIS 

Luciene de Aquino da Silva 

Malaria remains one of the most important parasitic disease that causes more deaths in the 

world, representing a serious public health problem. However, the mechanisms involved in 

the pathogenesis and /or production of an effective immune response remain unclear. The 

innate immune system is the first line of defense against infection and NK cells are an 

important subpopulation of lymphocytes in the acute phase of active immune response in 

malaria. The control of the action of NK cells is via membrane receptors, among which are 

the KIR receptors that recognize HLA class I molecules expressed by the majority of cells of 

the human body. These receptors, highly polymorphic, play a significant role in controlling 

innate and adaptive immune response of each individual. Within this context, our work 

characterized the genetic frequency of KIR receptors and their ligands HLA-I in subjects (n = 

377) naturally exposed to malaria (Porto Velho - RO) and the association between the 

presence of these genes and infection. After DNA extraction, genotyping of the population 

was performed by PCR-SSO and Luminex equipment for reading. We observed a higher 

frequency of the genes KIR2DL1, 3DL1, 2DS4 and 2DL3 (> 89% in all), HLA-C1,-Bw4 and-

C2 (> 66% in all) and pairs KIR2DL2_3/C1, KIR3DL1/Bw4 and KIR2DL1 / C2 (> 66% in 

all) in the population of Porto Velho, which is similar to other Brazilian regions. No influence 

in the  profile of the gene distribution and its KIR ligands (HLA-A,-B and -C) and 

susceptibility to malaria.  We identified 48 KIR profile, all with a cosmopolitan 

distribution. The most frequent profile were 42/BAF-1 (30.8%) and 33/BAF-2 (15.2%). 

Individuals in the group of natives of Porto Velho presented a greater genotypic variability 

(43/48), a higher frequency of genotype 33/BAF-2 compared to migrants (P <0.01), and a 

large number of profile exclusive to that group (27/43). Individuals native presenting a 

exclusive  profile reported less malarias in the past and longer time since the last infection, 

suggesting that these profile may confer protection against malaria. In individuals with 

malaria and those carrying high gradient of gene inhibitors had higher plasma levels of INF-γ 

(r = 0.3328, P <0.013), suggesting that the presence of these profile are not associated with 

the production of this cytokine. In addition, these individuals had a higher parasitemia (r = 

0.3262, P = 0.001), suggesting that the presence of inhibitors of these genes may be 

associated with a lower control / elimination of parasites. We observed that the presence of 

the pair KIR2DS2_C1 was associated with higher levels of parasitemia (P = 0.01), indicating 

that the presence of this pair could also be associated with lack of control / elimination of 

parasites. The data obtained in this work may contribute to future studies on the functional 

impact of these genes in regulating the immune response in relation to the incidence and 

clinical course of the disease not only in malaria as well as in other infectious diseases. 
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1. Introdução e Revisão da Literatura 

 

A malária é uma doença que acomete a humanidade desde a pré-história. É uma 

doença infecciosa de elevada prevalência, morbidade e letalidade, sendo causada por 

hematozoários do filo Apicomplexa e gênero Plasmodium. São cinco as espécies que 

parasitam naturalmente o homem: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. 

knowlesi, sendo esse último um parasito simiano recentemente descrito como causador de 

infecções entre humanos (1,2). Dentre essas espécies, P. falciparum e P.vivax são as mais 

prevalentes no mundo, sendo P. falciparum predominante no continente Africano e 

considerada a espécie de maior impacto na saúde pública em virtude de sua associação com as 

formas mais graves da doença e por apresentar multirresistência aos fármacos antimaláricos. 

Já a infecção por P. vivax, que nem sempre apresenta-se benigna, pode ser altamente 

debilitante causando importantes perdas sócio-econômicas (2,3). Os vetores de Plasmodium 

spp. são mosquitos do gênero Anopheles, destacando-se An. gambiae e An. darlingi como 

principais vetores na África e no Brasil, respectivamente (3, 4). 

  

1.1 Situação atual da malária no mundo 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), mais da metade da população 

mundial está exposta à malária. Estima-se que 3,3 milhões de pessoas no mundo estejam 

expostas ao risco de infecção. Em 2009, foram estimados 225 milhões de casos no mundo 

com aproximadamente 781.000 mortes, a grande maioria proveniente das regiões tropicais do 

continente africano (Figura 1.1) (5). Apesar do continente africano ter superioridade no 

número de casos, as Américas vêm colaborando expressivamente com a estatística mundial. 

Nas Américas a malária ocorre em 21 países (Figura 1.1), sendo o P. vivax responsável por 

quase 80% dos casos (5). Devido ao sucesso nas estratégias de controle, o número de casos 

neste continente foi reduzido em aproximadamente 45% nos últimos nove anos, passando de 

1,18 milhões de casos registrados em 2000 para 526 mil em 2009. Apesar dos resultados 

promissores, o Brasil ainda é responsável por mais de 50% do total de casos nas Américas 

(5,6). 
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Figura 1.1: Distribuição mundial da malária, WHO 2009 (5). 

 

1.2  A malária no Brasil  

 

1.2.1 Nos dias de hoje 

 

No Brasil, mais de 99% dos casos de malária notificados ocorrem na Amazônia Legal, 

composta pelos estados do Acre, Amazonas, Amapá, Maranhão, Mato Grosso, Pará, 

Rondônia, Roraima e Tocantins (Figura 1.2) (7). Em 2010, foram registrados 334 mil casos de 

malária no Brasil, sendo 283.022 por P. vivax, 47.243 P. falciparum, 171 por P. malariae, 

4 por P. ovale, além de 3.564 infecções mistas (P. vivax e P. falciparum) (8).  

Segundo a estratificação epidemiológica estabelecida pela OMS, o padrão atual de 

endemicidade no Brasil é heterogêneo, com predomínio de áreas de alto risco, onde o número 

de casos positivos por 1000 habitantes (Índice Parasitário Anual – IPA) é maior que 50, em cinco 

dos nove estados da Amazônia Legal (Acre, Amazonas, Amapá, Pará, Rondônia) (Figura 1.2). 

Além da heterogeneidade, a transmissão nessas áreas endêmicas é considerada instável com 

flutuações sazonais anuais. É comum nessas áreas ocorrerem surtos epidêmicos que afetam 

adultos e crianças, podendo ser potencialmente grave quando a epidemia é causada por P. 

falciparum (8). 

 

 

 

 

 

Países ou áreas com risco de transmissão de malária, 2009 

Países ou áreas onde ocorre transmissão de malária 

Países ou áreas com risco limitado de transmissão de malária 
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Figura 1.2: Áreas de transmissão de malária no Brasil de acordo com o Índice Parasitário 

Anual (IPA) nos anos de 2000 e 2009. 

 

1.2.2 Dados históricos 

 

A malária foi identificada pela primeira vez nos registros médicos brasileiros no 

século XVI. Em meados de 1870, na era da borracha, ocorreu a primeira grande epidemia de 

malária na Amazônia, decorrente da migração de indivíduos não imunes para áreas endêmicas 

de malária atraídos pela extração de latéx (9). Nesse mesmo período, no Sudeste do país, a 

transmissão crescia acentuadamente na Baixada Fluminense e no Vale do Paraíba, em 

decorrência da abolição da escravatura que fizeram cessar os trabalhos de combate à malária 

até então realizados pelos escravos (10). No início do século XX, a malária encontrava-se 

disseminada em todo o território nacional, exceto em alguns estados do Sul (9). Duas grandes 

epidemias de malária ocorreram no século XX: uma durante a construção da Ferrovia 

Madeira-Mamoré que resultou em uma nova onda de migração de indivíduos não imunes para 

áreas de elevada endemicidade da doença e outra no Nordeste brasileiro, na década de 1930, 

quando navios franceses que faziam a rota postal França-Natal via Dakar trouxeram o An. 

gambiae que invadiu o Nordeste brasileiro, este apresentando elevada capacidade vetorial 

gerou um aumento estrondoso na transmissão da doença. O vetor introduzido foi erradicado 

após grandes esforços e investimentos realizados pelo Governo Federal e pela Fundação 

Rockfeller (10-12).  

Com o uso intensivo do DDT e o tratamento em massa da população, houve uma 

drástica redução da malária em diversos países do mundo, inclusive no Brasil, onde a doença 

ficou restrita, quase que exclusivamente, à região Amazônica. Porém, a partir da década de 

Fonte: SISMAL/SIVEP/SVS/MS (8).  
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60, a malária reemergiu em várias localidades do planeta. Esta ascensão está relacionada a 

diversos fatores como, por exemplo, o aparecimento de resistência tanto dos anofelinos aos 

inseticidas quanto dos parasitos aos antimaláricos e a dificuldade na manutenção de medidas 

de controle da doença em determinadas áreas devido a condições precárias de habitação 

(ausência total ou parcial de paredes para aplicação de inseticida), ao acesso difícil a muitas 

localidades, pela hidrografia da região e a precariedade dos serviços de saúde (13). 

Na década de 70, com investimentos do Instituto Nacional de Colonização e Reforma 

Agrária (INCRA) que favoreceram o crescimento agrícola na região norte brasileira 

acelerando mais uma vez o processo migratório, houve como esperado um aumento do 

número de casos de malária na região, visto que este processo de migração não foi 

acompanhado por melhoras na infraestrutura de saúde (13,14). 

No ano 2000 o Ministério da Saúde do Brasil deu início ao Plano de Intensificação das 

Ações de Controle da Malária (PIACM), que resultou em uma série de ações que reduziu 

significativamente, em torno de 50%, a incidência de casos da malária na região Amazônica, 

conforme pode ser observado na Figura 1.3 (15). Em 2003 o PIACM foi substituído pelo 

Plano Nacional de Controle a Malária (PNCM) que buscava a manutenção dos ganhos obtidos 

no plano anterior além de uma melhora do mesmo. Contudo, o número de casos de malária 

voltou a aumentar em 2003. Este aumento tem sido relacionado com a ocupação desordenada 

de periferias de cidades como Manaus (Amazonas), Porto Velho (Rondônia) e Cruzeiro do 

Sul (Acre), além de atividades extrativistas, agrícolas, de aqüicultura e estabelecimento de 

assentamentos ilegais (16). 
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Figura 1.3: Série histórica brasileira da incidência de casos de malária por espécie 

plasmodial, 1960 a 2010. 

 

Após três anos de aumento consecutivo, a partir de 2006 o número de casos de malária 

no Brasil começou a decair como resultado de ações integradas de controle, realizadas no 

âmbito federal, estadual e municipal. Diversos fatores estão relacionados a este decréscimo, 

dentre os quais se destacam a implementação de diagnóstico e tratamento rápidos e precisos, 

que também são responsáveis pela diminuição acentuada no número de infecções decorrentes 

por P. falciparum (17).  

 

1.3 Ciclo biológico do Plasmodium spp. 

 

O ciclo biológico dos plasmódios é complexo, apresentando duas fases no hospedeiro 

vertebrado: fase pré-eritrocítica e eritrocítica. Durante o repasto sanguíneo a fêmea do 

anofelino infectada inocula esporozoítos na pele do hospedeiro vertebrado (18). Trabalhos 

realizados em modelo experimental murino demonstraram que os esporozoítos inoculados se 

mantêm viáveis na derme durante várias horas, alguns atingem vasos sanguíneos e outros 

vasos linfáticos, e os invadem ativamente (18,19). Os esporozoítos que seguem pelos vasos 

linfáticos atingem os linfonodos e podem se desenvolver em formas exoeritrocíticas (modelo 

Fonte: Adaptado SVS, 2010 (14). 
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experimental murino) gerando merozoítos infectantes, sendo liberados através de 

merossomos, assim como observado no ciclo hepático (18-20).  

Os esporozoítos que chegam ao fígado logo se aderem às células endoteliais dos 

sinusóides hepáticos e iniciam o processo de movimentação denominado de gliding, na qual 

eles fazem um deslizamento. Em seguida eles atravessam a barreira sinusal, provavelmente 

via células de Kupfer. Uma vez no parênquima hepático estes parasitos migram através de 

diversos hepatócitos de forma ativa. Em um determinado momento o esporozoíto promove 

uma adesão mais firme em um hepatócito e inicia simultaneamente a formação de um vacúolo 

parasitóforo. Os fatores que tornam um hepatócito adequado para o desenvolvimento do 

esporozoíto ainda não estão esclarecidos (20).  

No vacúolo parasitóforo, os esporozoítos iniciam um processo de maturação e de 

divisão celular (reprodução assexuada-esquizogonia extra-eritrocítica). Como resultado desta 

fase há o desenvolvimento de esquizontes hepáticos, repletos de merozoítos no seu interior. 

Durante esta etapa do ciclo a infecção é assintomática e seu tempo de duração, que varia entre 

as espécies, é estimado em: 8-11 dias em P. falciparum, 8-17 em P. vivax, 10-17 em P. ovale, 

18-40 em P. malariae e de 9-12 em P. knowlesi (21). Em um determinado momento há 

liberação dos merozoítos para a circulação sanguínea, ou por ruptura do hepatócito/esquizonte 

ou através de merossomas, dando início ao estágio eritrocítico (3).  

Os merozoítos invadem os eritrócitos de forma ativa através de interações ligante-

específicas como: reconhecimento e adesão do merozoíto à membrana do eritrócito; 

reorientação apical do merozoíto em direção à membrana da célula; formação de uma junção 

no ponto de contato entre o cone apical do parasito e a membrana do eritrócito, e movimento 

da junção ao redor do merozoíto, até que o parasito se encontre dentro da célula e seja 

circundado pelo vacúolo parasitóforo (22-24). No vacúolo parasitóforo o parasito se 

diferencia em trofozoíta jovem (anel), que posteriormente se diferencia em trofozoíta maduro. 

Esses iniciam novamente um processo de reprodução assexuada gerando a formação de 

esquizontes sanguíneos, também repletos de merozoítos. Os merozoítos recém formados são 

liberados e invadem outros eritrócitos, repetindo o ciclo eritrocítico, esse momento coincide 

com manifestações clínicas da doença. Alguns merozoítos, porém, se diferenciam em 

gametócitos masculinos e femininos (forma sexuada do parasita). Estes, quando ingeridos 

pelos anofelinos, dão continuidade ao ciclo no interior do hospedeiro invertebrado (25). 

No interior do anofelino os gametócitos se diferenciam em gametas, há a fecundação 

(reprodução sexuada) com formação do zigoto. O zigoto se diferencia em uma forma móvel 

(oocineto) que penetra a membrana peritrófica do intestino médio do anofelino. Nessa fase, 

inicia-se o processo de multiplicação celular que resulta na formação de diversos 
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esporozoítos, parte dos esporozoítos liberados na hemocele migra para as glândulas salivares 

do mosquito. A fêmea do anofelino, ao realizar repasto sangüíneo, inoculará essas formas no 

hospedeiro vertebrado (3), conforme mostrado na Figura 1.4. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4: Ciclo biológico do Plasmodium spp. 

 

Cada espécie de plasmódio apresenta peculiaridades no seu ciclo biológico, dentre 

elas: em P. vivax e P. ovale, alguns esporozoítos originam formas dormentes intra-hepáticas 

conhecidas como hipnozoítos que meses ou anos depois da infecção primária podem reativar-

se resultando nas recidivas típicas da infecção humana por essas espécies; o P. vivax invade 

reticulócitos, enquanto o P. falciparum invade eritrócitos em qualquer estágio de maturação 

Fonte: adaptado de Jones MK & Good MF, 2006 (26). 
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sendo responsável, na maioria dos casos, por intensa parasitemia. A elevada parasitemia 

aliada ao seqüestro de hemácias parasitadas por P. falciparum na microcirculação são 

responsáveis pela maior mortalidade observada na infecção por esta espécie.  

Apesar de muitas vezes ser considerada benigna, casos de malária por P. vivax com 

complicações graves e fatais vêm sendo relatados desde 1998, inclusive no Brasil (27). A 

sintomatologia da malária por P. vivax em geral é até mais intensa do que a maioria das 

infecções por P. falciparum, embora a noção popular seja o contrário. Esta noção equivocada 

associada à preocupação com os altos níveis de mortalidade relacionados ao P. falciparum, 

torna, muitas vezes, a infecção por P. vivax negligenciada (27).  

 

 

1.4 Aspectos gerais da resposta imune frente ao Plasmodium spp. na fase eritrocítica 

 

A fase eritrocítica do ciclo biológico dos plasmódios é responsável pelas 

manifestações patológicas da doença, uma vez que os sintomas clínicos são decorrentes do 

desenvolvimento parasitário durante essa fase. Diversos trabalhos tem demonstrado que a 

imunidade direcionada ao estágio eritrocítico pode contribuir tanto para a redução/eliminação 

dos parasitos quanto para o desenvolvimento das manifestações clínicas da doença (28). 

A aquisição de uma imunidade protetora direcionada à infecção malárica natural pode 

ser adquirida, após sucessivas infecções, por populações de área endêmica. Essa imunidade, 

denominada de premunição, torna os sintomas clínicos da doença geralmente ausentes 

(imunidade clínica ou antidoença) e os níveis de parasitos sanguíneos extremamente baixos 

(imunidade antiparasito) atingindo níveis subpatentes (29-31). O processo de aquisição de 

imunidade na malária é, ainda hoje, pouco compreendido, sendo que inúmeros fatores o 

influenciam, como: a complexidade do ciclo biológico dos plasmódios, sua extensa 

diversidade antigênica, o perfil de transmissão da área endêmica, a maturidade do sistema 

imunológico relacionado à idade, status imunológico do indivíduo e/ou os mecanismos inatos 

de resistência que diferem intra e inter-etnicamente (31).  

Em regiões de alta transmissão no continente Africano, onde o P. falciparum é a 

espécie predominante, os recém-nascidos são relativamente resistentes à infecção durante os 

primeiros meses de vida. Essa resistência é atribuída principalmente pela transferência passiva 

de anticorpos protetores da classe IgG da mãe para o feto durante a gestação e a lactação 

(32,33). O papel protetor dos anticorpos na infecção malárica foi claramente demonstrado a 

partir de experimentos de transferência passiva de anticorpos de soro de adultos imunes para 

crianças com malária, realizados nas décadas de 60 e 90 (34,35). Os anticorpos passivamente 

transferidos reduziam a parasitemia e protegiam as crianças da forma grave da doença (36). 
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Experimentos em modelos simianos evidenciaram que a proteção conferida pela transferência 

passiva de soro imune era mediada por anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3 (37,38). 

Experimentos in vitro demonstraram que os anticorpos anti-P. falciparum agiriam 

dificultando a invasão dos eritrócitos pelos merozoítas, seu desenvolvimento intra-eritrocitico 

em cooperação com monócitos e macrófagos (inibição celular dependente de anticorpo - 

ADCI) (39,40). Corroborando estes dados, alguns trabalhos verificaram que os anticorpos 

citofílicos têm um papel central na mediação do fenômeno de premunição na malária, visto 

que tais subclasses são predominantes em indivíduos protegidos (41-44). Estudos realizados 

em seres humanos demonstraram que depois de repetidos inóculos com doses ultra-baixas de 

eritrócitos infectados com P. falciparum em voluntários sadios e sem história prévia de 

malária, estes foram capazes de desenvolver uma imunidade protetora contra a doença, com 

ausência de parasitemia e sintomas clínicos. Estes indivíduos apresentaram resposta imune 

caracterizada por uma resposta proliferativa de células T CD4
+
 e TCD8

+
 e secreção de IFN-γ, 

mas não apresentaram secreção de IL-4 e IL-10, consistindo em uma resposta imunológica do 

tipo Th1. Também foi observado nestes indivíduos uma alta concentração da atividade da 

enzima óxido nítrico sintase em células mononucleares do sangue periférico (45). Trabalhos 

têm sugerido que as interações iniciais entre os parasitos e as células do sistema imunológico 

inato são importantes no controle e resolução da infecção (46). O principal papel da 

imunidade inata parece estar relacionado à produção de citocinas imuno-reguladoras, como a 

interleucina IL-12 e IFN-γ que são críticas para o desenvolvimento de resposta imune tipo 

Th1 envolvendo células T CD4
+
, células B e células efetoras que mediam a resposta imune 

adaptativa tanto celular e quanto humoral (47). 

1.4.1 O IFN-γ  

 

O IFN-γ é uma citocina pró-inflamatória que tem um importante papel na limitação da 

progressão da infecção malárica e de suas complicações atuando em todas as fases do ciclo do 

plasmódio (pré-eritrocítica e eritrocítica) tanto em humanos quanto em modelo animais (48). 

Na fase eritrocítica, o IFN-γ pode atuar por diferentes mecanismos, dentre eles: ativando 

fagócitos a produzirem TNF-α, TGF-β, IL-1, IL-6, radicais de oxigênio, óxido nítrico (NO) e 

intermediários reativos de nitrogênio que, individualmente ou em conjunto com IFN-γ, inibem 

o crescimento e/ou eliminam o parasito (48-50) intensificando a fagocitose de merozoítos e 

hemácias parasitadas por macrófagos/monócitos (51-53) induzindo a troca de subclasses IgG 

nas células B, acarretando no predomínio de anticorpos citofílicos (IgG1 e IgG3, em 

humanos) que promovem o mecanismo de ADCI parecendo assim ter um papel importante na 

inibição do crescimento do parasito intra-eritrocítico em associação com monócitos (54), além 
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de ser um importante direcionador da resposta imune para uma resposta do tipo Th1 (pró-

inflamatória) mais intensa na fase inicial da doença. 

Cabe ressaltar que, embora um perfil de resposta imune pró-inflamatória seja relevante 

para o controle da infecção malárica, sua estimulação exacerbada pode acarretar danos ao 

hospedeiro (55,56). Em relação ao IFN-γ, resultados conflitantes vêm sendo descritos entre 

diferentes estudos que avaliam a associação entre os altos níveis de IFN-γ e o status clínico da 

infecção malárica. Na infecção humana, há traballhos que relatam que altos níveis IFN-γ estão 

associados com a susceptibilidade e 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 e o aumento da expressão de moléculas de adesão nas células 

endoteliais (57-59). Entretanto, há outros estudos realizados seja em indivíduos naturalmente 

infectados seja em ensaios vacinais com P. falciparum, utilizando doses ultra-baixas de 

eritrócitos infectados, esporozoítos através de picadas de mosquitos infectados ou construções 

vacinais RTS, S/AS01/02, que vêm demonstrando que tais níveis de IFN-γ têm um papel 

crítico no controle da malária e com uma função maior de proteção do que qualquer ação 

relacionada com o agravamento da doença humana tanto natural quanto experimental (45, 50, 

60-62). Vários fatores podem estar contribuindo para essa divergência de resultados, dentre 

eles: i) o status imunológico dos indivíduos; ii) a espécie plasmodial infectante e sua 

diversidade genética; iii) o nível de endemicidade da área e/ou; iv) as diferenças étnicas assim 

como o polimorfimo genético intrapopulacionais, por exemplo: polimorfimos dos genes HLA, 

IFN-γ, receptores de IFN-γ e KIR (45, 49, 51, 62). 

As células Natural Killer (NK) são uma das principais fontes de IFN-γ na fase inicial 

da infecção malárica (50). Na malária humana por P. falciparum, foi demonstrado in vitro que 

as células NK são as primeiras a serem ativadas quando células mononucleares são expostas a 

hemácias infectadas por P. falciparum e que as concentrações séricas de IFN-γ e de granzimas 

A e B se elevam logo após a detecção de parasitas na circulação e no início dos sintomas 

(63,64). Estudos in vitro demonstraram que a produção de IFN-γ por células NK apresenta 

variações interindividuais, seja quando expostas a hemácias infectadas por P. falciparum ou a 

células tumorais (65). Essas variações podem estar associadas a diversos fatores, dentre eles 

os polimorfismos genéticos tanto dos parasitos quanto dos receptores das células NK e de seus 

ligantes (66). 
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1.4.2 Células Natural Killer 

 

As células Natural Killer (NK) são grandes linfócitos granulares derivados da medula 

óssea, presentes tanto em órgãos linfóides quanto em tecidos não linfóides periféricos. As 

células NK compõem de 10 a 15% das células mononucleares sanguíneas. Baseado em sua 

linhagem de origem, repertório de receptores e funções efetoras, as células NK podem atuar: 

lisando diretamente as células alvo (granzimas e perforinas) secretando citocinas IFN-γ, TNF-

α e GM-CSF, além de interagir com células dendríticas e ativar macrófagos a destruírem 

microorganismos fagocitados e secretarem citocinas pró-inflamatórias direcionando para uma 

resposta imune tipo Th1. Tais células são componentes cruciais no controle imune de células 

tumorais, infectadas e sob estresse.  

A participação de células NK em múltiplos aspectos da resposta imune inata e 

adaptativa é implementada por um amplo arranjo de receptores ativadores e inibidores 

presentes em sua superfície que interagem com moléculas ligantes na superfície de células 

alvo (67), sendo suas respostas dependentes das citocinas de IL-12 e IL-18 (50). Quando 

células NK interagem com células saudáveis sinais inibidores predominam sobre os sinais 

ativadores e elas, em geral, não são ativadas. No entanto, ao encontrarem células infectadas, 

tumorais ou sob estresse, sinais ativadores devem predominar capacitando as células NK a 

produzirem citocinas ou lisarem as células alvo. 

Nos últimos anos, vários receptores de células NK e seus ligantes vem sendo 

identificados e caracterizados, contribuindo para o entendimento da reatividade e 

especificidade das células NK. Dentre eles estão os receptores que reconhecem moléculas 

HLA (Antigenos Leucocitários Humanos, do inglês Human Leucocyte Antigen) de classe I, 

como: i) os semelhantes à imunoglobulina das células NK-KIR (da sigla em inglês, Killer-cell 

Ig-like Receptors); ii) os semelhantes à imunoglobulina de leucócito-LIR (da sigla em inglês, 

Leukocyte Ig-like Receptors); e iii) os CD94/NKG2. Contudo, há receptores de células NK que 

reconhecem um grupo heterogêneo de ligantes, dentre eles, o CD16 que reconhece a porção 

Fc de anticorpos IgG1 e IgG3 e os chamados de receptores de citotoxicidade natural, que 

incluem os NKp46, NKp30 e NKp44 que reconhecem ligantes como FcεRIγ, FcεRIΣ e 

DAP2, respectivamente. Dentre esses receptores, os receptores KIR, assim como seus ligantes 

(HLA), são os que apresentam uma alta diversidade genética e haplotípica na população 

humana. Vários estudos vêm demonstrando associações de determinados genes KIR e 

genótipos KIR/HLA à incidência e à progressão de diversas doenças, como as: autoimunes, 

inflamatórias, tumorais e infecciosas, dentre elas a malária (68-72). 
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1.4.3 Receptores KIR 

 

Os receptores KIR foram, primeiramente, identificados por sua habilidade de conferir 

alguma especificidade na citólise mediada por células NK. Esta especificidade se dá através 

da interação de moléculas KIR com moléculas HLA de classe I, podendo esta interação 

proteger células não alteradas da destruição causada pela citólise mediada por células NK, ou 

estimular essa atividade. Diferentes tipos de receptores KIR podem ser expressos na superfície 

das células NK, estes podem ser ativadores ou inibidores (72), havendo uma seleção 

combinatória de receptores a serem expressos pela célula. Portanto, em um indivíduo, as 

células NK podem expressar, aleatoriamente, um conjunto diferente de receptores ativadores e 

inibidores, ou seja, nem todas as células NK de um indivíduo apresentam os mesmos 

receptores. Essa expressão diferencial entre as células NK pode contribuir para a 

heterogeneidade nos níveis de ativação das células NK, observada tanto entre diferentes 

indivíduos quanto entre diferentes subpopulações de células NK de um mesmo indivíduo. 

Além disso, determinadas interações KIR/HLA também contribuem para essa heterogeneidade 

(73). Os mecanismos moleculares que regulam a expressão e distribuição celular dos 

receptores KIR ainda são desconhecidos. Entretanto, mecanismos epigenéticos, como a 

metilação de citosinas nos dinucleotídeos CpG, parecem ter um papel importante no 

estabelecimento e na manutenção de diferentes padrões de expressão dos genes KIR (74,75). 

 

1.4.4 Genes KIR 

 

Os receptores KIR são codificados por uma família de genes altamente polimórficos 

localizada no cromossomo 19 (19q13.4) dentro do complexo receptor leucocitário (LCR), e 

são expressos pelas células NK e subtipos de células T (γδ, αβ efetora e de memória) (76). Até 

o momento forem identificados 17 genes KIR e dois pseudogenes, dispostos em tandem em 

um segmento de aproximadamente 150 Kb de DNA (77). 

Os genes KIR formam diferentes haplótipos que são um conjunto de genes do mesmo 

cromossomo e que são herdados em bloco. Os haplótipos variam entre os seres humanos em 

relação ao número de genes ativadores e inibidores e as suas formas alélicas. Diante essa 

variação do conteúdo gênico, vários grupos de haplótipos KIR foram descritos, sendo os 

grupos de haplótipos A e B os mais prevalentes. Os haplótipos do grupo A contem nove genes 

KIR e tem como característica a presença de somente um gene que codifica um receptor 

ativador, o KIR2DS4 (78). Esse haplótipo tem baixa variabilidade genética, mas apresenta 

vários genes com grande variação alélica. Por outro lado, o haplótipo B tem entre um a cinco 

genes que codificam receptores ativadores e apresenta extrema diversidade em termos de 
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conteúdo gênico, entretanto possui menor variabilidade alélica. Os genes KIR3DL3, 

KIR3DL2, KIR2DL4 e KIR3DP1 estão presentes em ambos os haplótipos e por isso são 

denominados de framework (genes estruturais ou genes moldura) (Figura 1.5) (78). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5: Organização do conjunto de genes KIR e representação dos haplótipos A e B. 

 

1.4.4.1 Nomeclatura dos Genes KIR 

  

Os genes KIR foram nomeados de acordo com duas características de sua estrutura 

proteica: o número de domínios “D” (D0, D1 e/ou D2) extracelulares semelhantes a 

imunoglobulinas (dois domínios = 2D ou três domínios = 3D, ex: KIR2D ou KIR3D) e o 

tamanho da cauda citoplasmática, sendo “L” para caudas longas (do inglês, long; ex: 

KIR2DL) e “S” para caudas curtas (do inglês, short; ex: KIR2DS) (Figura 1.7). De modo 

geral, moléculas KIR que possuem caudas longas promovem sinais inibidores, em virtude da 

presença de Imunoreceptores com Motivos Inibidores baseados em Tirosina (ITIM) em seu 

domínio citoplasmático que são responsáveis pela inibição da transdução dos sinais ativadores 

nas células NK (80) enquanto os receptores de caudas curtas promovem sinais ativadores, em 

virtude da presença de Imunoreceptores com Motivos Ativadodores baseados em Tirosina 

Fonte: adaptado de Kulkarni, S. et.al., 2008 (79). 
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(ITAM) que geramente associados à molécula DAP12 (da sigla em inglês, DNAX activation 

protein of 12 kD), induzindo a produção de citocinas e quimiocinas que acarretam na ativação 

e diferenciação das células NK (81). O gene KIR2DL4 excepcionalmente promove ambos os 

sinais inibidor e ativador (80, 81). Os pseudogenes KIR são identificados pela letra “P” logo 

após o dígito correspondente ao tipo de domínio, como, por exemplo, nos pseudogenes 

KIR2DP ou KIR3DP (69). Como demonstrado na Figura 1.8, após a nomeação destas duas 

características, o dígito seguinte é correspondente aos diferentes loci. A diversidade alélica 

dos genes KIR e os nomes dos alelos são baseados na nomenclatura utilizada para locos HLA. 

Assim, os três primeiros dígitos, após a designação do loci, distinguem alelos cujas diferenças 

nas seqüências de éxons conferem mudanças não sinônimas. O quarto e quinto dígitos 

indicam alelos que se distinguem por diferenças na seqüência de bases dos éxons, mas que se 

referem a mutações sinônimas (78). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6: Esquema estrutural dos receptores KIR. 

 

 

Inibidores Ativadores 

Fonte: Campbell K S & Purdy A K, 2010 (78). 
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Figura 1.7: Esquema da nomenclatura para os genes KIR adotada pelo HUGO (da sigla em 

inglês, Human Genome Organization). 

 

1.4.4.2 Interações entre receptores KIR e seus ligantes 

 

Para vários receptores KIR ainda não se conhece os ligantes (Tabela 1). Entretanto, os 

ligantes considerados mais importantes são as moléculas HLA-C. Os receptores KIR 

reconhecem dois grupos distintos de HLA-C, cuja diferença está no dimorfismo de 

aminoácidos na posição 77. O grupo 1 de epítopos de HLA-C apresenta serina na posição 77 

(Cw1, w3, w7, w8 e outros alelos relacionados) e são reconhecidos por  KIR2DL2 e  

KIR2DL3. As moléculas do grupo 2 de HLA-C possuem asparagina na posição 77 (Cw2, w4, 

w5, w6 e outros alelos relacionados) e são reconhecidos por KIR2DL1. Outro receptor KIR 

cujo ligante está bem definido é o KIR3DL1, que reconhece o epítopo de HLA-B Bw4 (B*08, 

13, 27, 44, 51, 52, 53, 57 e 58). Outros KIR têm especificidades menos definidas, como 

KIR3DL2, que reconhece algumas variantes de HLA-A (A3, A11), ou não têm nenhum ligante 

conhecido até o momento. A pesar do receptor KIR2DL4 apresentar cauda intracitoplasmática 

longa, este promove ativação de células NK em repouso, resultando em produção de IFN-γ 

sem atividade citotóxica. Isso ocorre, segundo evidências recentes, pela ligação deste receptor 

ao HLA-G. Apesar dos receptores KIR ativadores apresentarem uma estrutura de 

reconhecimento do ligante muito semelhante a receptores inibidores, como no par 

2DL1/2DS1 e no trio de 2DL2/2DL3/2DS2, a afinidade de ligação das variantes ativadoras é 

fortemente reduzida em comparação às variantes inibidoras. Por isso, quando há ligação de 

receptores inibidores e ativadores ao mesmo tempo, acredita-se que o sinal inibidor prevaleça. 

Fonte: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html (69). 
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É importante salientar que os genes KIR e os genes HLA de classe I estão mapeados 

em cromossomos diferentes, assim a herança de ambos os genes é independente. 

Consequentemente, um determinado KIR ou o seu ligante HLA específico pode estar ausente 

em um indivíduo, acarretando em uma situação funcional nula (82). Entretanto o papel central 

atribuído a interação KIR-HLA na modulação das respostas imunes sugere que estes genes 

evoluíram conjuntamente, mantendo relações funcionais apropriadas, de modo que algumas 

moléculas codificadas por determinados alelos KIR possuam maior ou menor afinidade às 

moléculas HLA (83).  

 

Tabela 1.1: Características funcionais e estruturais dos receptores KIR. 

 

Receptores 

humanos 

Região extracelular 

(Domínio Ig) 

Ligantes Função 

KIR2DS1 D1D2 HLA-C Lys80 Ativador 
KIR2DS2 D1D2 HLA-C Asn80 Ativador 

KIR2DS3 D1D2 ? Ativador 

KIR2DS4 D1D2 HLA-C Ativador 

KIR2DS5 D1D2 ? Ativador 

KIR3DS1 D1D2 ? Ativador 

KIR2DL1 D1D2 HLA-C Lys80 Inibidor 

KIR2DL2 D1D2 HLA-C Asn80 Inibidor 

KIR2DL3 D1D2 HLA-C Asn80 Inibidor 

KIR2DL5 D0D2 ? Inibidor 

KIR3DL1 D0D1D2 HLA-Bw4 Inibidor 

KIR3DL2 D0D1D2 HLA-A3 Inibidor 

KIR3DL3 D0D1D2 ? Inibidor 

KIR2DL4 D0D2 HLA-G? Ativ/Inib 

 

 

 

1.5 Receptores KIR em associação com patologias 

 

A atividade das células NK, entre outros fatores, resulta de um balanço da interação 

entre receptores KIR de superfície ativadores e inibidores, e ligantes presentes nas moléculas 

HLA de classe I. Além disso, o elevado grau de polimorfismo tanto nos genes KIR quanto nos 

ligantes HLA podem afetar tanto função quanto o nível de especificidade e sensibilidade das células NK (85, 

86). Recentemente, vários estudos vem associando a incidência e a progressão de diversas 

doenças com determinados genes KIR, dentre as quais doenças auto-imunes, neoplásicas e 

infecciosas (70). 

Nas doenças infecciosas, estudos apontam que a interação entre receptores KIR e 

ligantes HLA-C tem um papel importante na progressão da hepatite pelo HCV (da sigla em 

inglês, Hepatitis C Virus). A maior freqüência do genótipo KIR2DL3/2DL3 – HLA-C1C1 foi 

Fonte: adaptado de Vilches C et.al, 2005 (84). 
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observada em indivíduos que respondiam bem ao tratamento, baixando os níveis de viremia 

(87). Por outro lado, a maior frequência dos genótipos KIR2DL2/2DL3 ou KIR2DL2/2DL3-

HLA–C1C1 estava associada aos indivíduos com hepatite C crônica que não respondiam ao 

tratamento (88). Em relação à hepatite pelo HBV (da sigla em inglês, Hepatitis B Virus), foi 

observado que a combinação entre os receptores KIR2DL1 e HLA-C2 estava associada à 

susceptibilidade à hepatite B crônica, enquanto a presença do par KIR2DL3 - HLA-C1C1 

conferia uma expressiva vantagem no combate ao vírus da hepatite B (89). Nas infecções pelo 

HIV (da sigla em inglês, Human Immunodeficiency Virus) a progressão da síndrome da 

imunodeficiência adquirida (SIDA) é mais lenta nos pacientes que possuem o receptor 

KIR3DS1 e o ligante HLA-Bw4 com isoleucina na posição 80 (90, 91). Por outro lado, uma 

progressão rápida da SIDA foi observada em indivíduos portadores do gene KIR2DS2 quando 

comparado aos demais (92).  

Na malária, em 2003, Artavanis-Tsakonas e colaboradores descreveram, in vitro, o 

primeiro relato sobre o possível envolvimento dos receptores KIR na ativação de células NK 

frente a hemácias infectadas por P. falciparum. As células NK que apresentavam o gene 

KIR3DL2*002 secretavam altos níveis de IFN-γ em relação ao demais. Resultado, esse, 

intrigante visto que as hemácias não expressam os ligantes HLA em sua superfície. Entretanto, 

alguns trabalhos tem demonstrado que linhagens de células NK são capazes de formar rosetas 

com hemácias infectadas com P. falciparum (64, 93-95). Como alguns ligantes KIR ainda não 

foram identificados, esses resultados sugerem que essa interação seja mediada por ligantes 

não HLA-I como proteínas plasmodiais expressas na superfície das hemácias (93, 94). Um 

único estudo desenvolvido por Taniguchi e Kawabata (96) associando malária aos receptores 

KIR foi realizado em área de intensa transmissão na Oceania (Ilhas Salomão). Nesse estudo, 

foi observado uma maior freqüência dos genes KIR3DL1/S1 e KIR2DS4 nos indivíduos 

infectados por P. falciparum. Sugerindo, portanto, que esses genes possam influenciar na 

suscetibilidade à malária nessa população, visto que as frequências tanto alélica como 

genotípica e haplotípica dos genes KIR variam enormemente entre diferentes populações 

como resultados de diferentes pressões seletivas (96).  
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2. Objetivos 

 

 

2.1 Objetivo Geral: 

Caraterizar o perfil da frequência gênica dos receptores KIR e seus ligantes HLA (-A, -B e -C) 

de indivíduos naturalmente expostos à malária e investigar uma possível associação entre 

esses genes e a infecção malárica. 

 

2.2 Objetivos Específicos: 

 

2.2.1 Caracterizar o perfil da frequência gênica dos receptores KIR e de seus ligantes HLA (-

A, -B, -C) na população naturalmente exposta à malária e nos indivíduos infectados por P. 

falciparum e P. vivax em uma localidade da Amazônia brasileira – Porto Velho. 

 

2.2.2 Investigar a possível influência dos genes KIR e de seus ligantes HLA (-A, -B e -C) 

sobre a susceptibilidade à malária através de parâmetros como número de malárias anteriores, 

tempo da última malária e espécies infectantes anteriores da população estudada. 

2.2.3 Avaliar a influência do perfil gênico dos receptores KIR e de seus ligantes HLA (-A, -B 

e -C) sobre a infecção malárica, avaliando parâmetros como intensidade de parasitemia e 

níveis plasmáticos de IFN-γ, na fase aguda (D0) e de convalescença (D15) dos pacientes com 

malária. 
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3. Justificativa  

 

 

A malária é a doença parasitária que mais causa mortes em todo o mundo, 

representando um grande problema de saúde pública. A resposta imune na malária pode 

interferir tanto na manifestação quanto na proteção clínica da doença. Os mecanismos exatos 

envolvidos na patogênese e na produção de uma resposta imune eficaz ainda não foram bem 

esclarecidos. Sabe-se que além de fatores ligados ao grau de endemicidade da área e a espécie 

plasmodial infectante, fatores genéticos do hospedeiro têm um papel fundamental tanto na 

suscetibilidade como na evolução clínica da infecção (45, 49, 51, 62). O sistema imune inato 

constitui a primeira linha de defesa do organismo contra infecções e as células NK são uma 

importante subpopulação de linfócitos atuantes na fase aguda da resposta imunológica na 

malária Além disso, essas células também são importantes no desencadeamento das respostas 

imunológicas adaptativas contra malária (97, 98). O controle da ação das células NK se dá 

através de receptores de membrana, entre os quais estão os receptores KIR que reconhecem 

moléculas HLA de classe I expressas pela maioria das células do organismo. Devido ao 

extenso polimorfismo genético dos receptores KIR, assim como na regulação da sua expressão 

e sua ativação em diferentes clones de células NK, os receptores KIR desempenham função 

significante no controle da resposta imune inata e adaptativa de cada indivíduo.  

O conhecimento da distribuição da frequência gênica dos receptores KIR e de seus 

ligantes HLA de classe I em populações de área endêmica de malária é essencial para o 

entendimento de seu papel na regulação da resposta imune, na relação com a incidência e a 

evolução clínica da doença.  
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 4. Material e métodos 

 

 4.1 Área de estudo 

 

A área escolhida para realizar o estudo foi o município de Porto Velho, capital do 

Estado de Rondônia.  

 

4.1.1 Estado de Rondônia  

 

O estado de Rondônia se localiza na Região Norte, limitando-se com Amazonas ao 

norte, Mato Grosso a leste, Acre a oeste, e com a República da Bolívia ao sul. O estado faz 

parte da Amazônia Legal e possui dois terços da sua área cobertos pela floresta Amazônica. 

(Figura 4.1). Seus 52 municípios estão compreendidos em uma área total de 237.590,864 km
2
 

e conforme a contagem populacional estimada pelo IBGE em 2010, o número de habitantes 

foi de 1.560.501, sendo considerado, portanto, o 3º estado mais populoso da região Norte, 

perdendo somente para o Amazonas e Pará (99). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: Adaptado de Katsuragawa 2008 (100) e http://www.brasilrepublica.com/rondonia.htm (101). 

 

Figura 4.1: Localização geográfica de Rondônia. 

 

Entre os anos de 2004 e 2009, a posição de Rondônia em número de casos ficou 

oscilando entre o 2º e 3º lugar do país, mostrando que, comparado a outros estados endêmicos 

brasileiros, Rondônia ocupa uma posição de destaque na transmissão da malária (Tabela 4.1).  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o_Norte_do_Brasil
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Tabela 4.1: Série histórica do número de casos de malária registrados na Amazônia Legal, 

1993 a 2009. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A malária é endêmica na região, ocorrendo durante todo o ano, com um aumento do 

número de casos na estação seca e no início das chuvas. Em 2009, foram registrados 41.355 

casos de malária em Rondônia, aproximadamente 16 % do total de casos registrados no Brasil 

(14).  

                                                                                                                           

4.1.2 Município de Porto Velho 

 

Porto Velho é a capital e o maior município do Estado de Rondônia, tanto em extensão 

territorial (abrange uma área de 34.068 km
2
) quanto em população (estima-se 426.558 

habitantes em 2010) (99). Esse município fica localizado ao norte do estado de Rondônia e a 

margem direita do rio Madeira -  que corta o município por cerca de 300 km - fazendo desse 

município um dos principais pontos de chegada de imigrantes e visitantes provenientes de 

outras localidades da bacia amazônica (100). Esta cidade é formada por planícies com serras 

de baixa altitude.  Esta área é coberta por floresta tropical e apresenta temperatura média 

acima de 28ºC e umidade relativa do ar elevadas além de chuvas abundantes (99). Esses 

fatores aliados a grande prevalência do vetor An. darlingi fazem da maioria das localidades 

dentro do município de Porto Velho e adjacências regiões de alto risco de transmissão.  

Ainda hoje, tanto o Estado de Rondônia quanto sua capital permanecem apresentando 

elevados índices de casos de malária. Em 2010 foram diagnosticados 42.576 casos em 

Rondônia e Porto Velho foi responsável por 22.690 desses casos. Dentre os casos notificados, 

o P. vivax contribuiu com 91,5% deles, seguido de 8% de casos por P. falciparum e 0,5% de 

casos por infecções mistas (P. vivax e P.falciparum). O IPA de Porto Velho em 2010 foi de 

59,2 (6). 

Fonte: Adaptado, SVS, 2010 (14). 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Capital
http://pt.wikipedia.org/wiki/Munic%C3%ADpio
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4.2 Aspectos Éticos da Pesquisa 

 

O protocolo de pesquisa foi analisado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Fundação Oswaldo Cruz- CEP/FIOCRUZ sob o no 354/06 (Anexo 1). 

 

4.3 Voluntários 

 

A população de estudo foi constituída por 377 indivíduos naturalmente expostos a 

infecção malárica residentes no município de Porto Velho. Essa população é composta por 

indivíduos residentes às margens do rio Madeira e alguns de seus afluentes como os rios 

Candeias e Jamari e indivíduos residentes de área rural, constituída por estradas de barro 

denominadas de “Linhas” (perpendiculares à BR 364), que penetram por dezenas de 

quilômetros no interior da floresta. Destes indivíduos, 93 estavam com malária, sendo 64 por 

P. vivax, 28 por P. falciparum e uma infecção mista (P. falciparum e P. vivax). Os indivíduos 

infectados foram avaliados no dia do diagnóstico, antes do início do tratamento (D0) e 

aproximadamente 15 dias após (D15). Os pacientes que apresentaram diagnóstico positivo 

para malária (independente da participação em nosso trabalho) foram submetidos ao 

tratamento preconizado pelo Ministério da Saúde do Brasil (cloroquina associada à 

primaquina para infecções por P. vivax e artemeter com lufemantrina (COARTEM®) para os 

indivíduos com P. falciparum) (8). Todos os indivíduos foram informados sobre as formas de 

transmissão da malária, medidas profiláticas e sobre o projeto de pesquisa. Todos assinaram 

um termo de consentimento que formaliza a participação desses indivíduos como voluntários. 

Após o consentimento dos indivíduos, foi obtida a assinatura do voluntário ou de seu 

responsável formalizando a sua participação no projeto (Anexo 2). Os voluntários foram 

avaliados clinicamente por um médico e participaram de uma entrevista que teve como 

objetivo o preenchimento de um questionário de investigação de dados pessoais, clínicos e 

epidemiológicos (Anexo 3). 

 

4.4 Critérios de exclusão dos voluntários 

 

 Foram excluídos de nosso estudo indivíduos de populações indígenas, grupos religiosos, 

militares, presidiários, doentes mentais, parturientes e gestantes, além de indivíduos abaixo de 

10 anos de idade. 
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4.5 Grupos de estudo 

 

Para análise dos dados os indivíduos estudados foram classificados primeiramente de 

acordo com sua procedência. Essa classificação deu origem ao grupo de Nativos (grupo de 

indivíduos oriundos de área endêmica de malária) e Migrantes (grupo de indivíduos oriundos 

de área não endêmica de malária). Esses indivíduos também foram classificados pela presença 

ou ausência de infecção malárica em grupo de indivíduos com malária e sem malária. O grupo 

de indivíduos com malária ainda foi subdividido de acordo com a espécie plasmodial 

infectante. Essa classificação deu origem ao grupo P. vivax (Grupo Pv) e ao grupo P. 

falciparum (Grupo Pf). Um grupo controle foi criado para análises dos níveis plasmáticos de 

IFN-γ. Este grupo era composto de indivíduos residentes no centro de Porto Velho, 

apresentavam exame negativo para malária (gota espessa), com idade superior a 12 anos, sem 

história pregressa de malária ou que relataram no máximo quatro infecções, sendo que a última 

havendo ocorrido há um ano ou mais.  

 

4.6 Coleta de material 

 

Após o preenchimento do questionário com os dados epidemiológicos e as 

informações pessoais dos indivíduos, amostras de sangue foram coletadas por venipunctura 

em tubos tipo vacutainer (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) contendo 

heparina sódica (20 mL) para a obtenção do plasma e contendo EDTA (10 mL) para extração 

de DNA. As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas (3500 x g) por 10 min para a 

separação do plasma dos elementos figurados do sangue. O sedimento (papa de hemácias e 

leucócitos) foi distribuído em alíquotas de 1 mL e estocado a -20 ºC até o momento do uso. O 

plasma obtido deste processo também foi distribuído e armazenado a -20°C em alíquotas de 5 

mL até o momento do uso.   

 

4.7 Exame parasitológico para diagnóstico de malária e avaliação da parasitemia 

 

 Para realização do diagnóstico de malária foram realizados o exame de gota espessa e 

distensão sanguínea, ambos corados pelo Giemsa (Sigma Chemical CO, St Louis, USA). As 

lâminas foram observadas inicialmente por um dos microscopistas do Laboratório de 

Microscopia da Gerência de Malária do Posto de Saúde da Policlínica Ana Adelaide, que 

identificava a espécie plasmodial e quantificava a parasitemia em cruzes. Após a inclusão do 

paciente, a espécie plasmodial era confirmada por um pesquisador de nossa equipe e o 

número de parasitas era contabilizado em 200 leucócitos. Se nove ou menos parasitas fossem 
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encontrados, 300 leucócitos adicionais eram contados, a fim de obter uma maior precisão na 

parasitemia final destes pacientes. 

 

 

 

 

 

4.8 Dosagem de níveis plasmáticos de IFN-γ dos indivíduos com malária 

 

Para verificarmos os níveis plasmáticos de IFN-γ dos indivíduos estudados foi 

utilizado um kit de tecnologia de análise múltipla para citocinas conhecido como Multiplex 

(do inglês Multiplex Cytokine Analysis Technology). O protocolo foi realizado seguindo as 

instruções do fabricante (17-plex human cytokine painel, Nº catálogo 171-A11171, Bio-Rad, 

EUA). Em resumo, as amostras foram diluídas em tampão fornecido pelo kit, em seguida o 

padrão de citocina (também fornecido) foi diluído e plaqueado (Tabela 4.2). As beads 

específicas para cada citocina analisada foram adiconadas aos poços e foram incubadas. A 

placa foi lavada a vácuo e em seguida foi adicionado os anticorpos biotinilados específicos 

para cada citocina. Após a incubação, foi então adicionada estreptavidina-PE, prosseguindo 

de nova incubação. Uma solução “de parada” fornecida pelo kit foi adicionada e a placa foi 

então novamente lavada a vácuo. Após a ressuspenção das beads com tampão de amostra, foi 

realizada a leitura da placa no aparelho de Luminex. O cálculo das amostras foi processado 

pelo programa fornecido pelo aparelho. 

 

Tabela 4.2: Concentração dos padrões de amostras. 

Amostra padrão (µL) Volume de Tampão - PBS (µL) 
Concentração final da 

amostra padrão (Þg/mL) 

128 72 32000 

50 150 8000 

50 150 2000 

50 150 500 

50 150 125 

50 150 31,3 

50 150 7,8 

50 150 1,95 
 

 

 

 

 
Número de parasitas x 8000     =  Parasitas/µL 

                                     Número de leucócitos 
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4.9 Caracterização dos receptores KIR e seus ligantes na população de estudo 

4.9.1 Extração do DNA genômico 

 

O DNA foi extraído seguindo o protocolo do kit QIAamp® DNA Blood Midi/Maxi 

(Quiagen, Valencia, CA, USA). Aproximadamente 1 mL do sedimento, de cada amostra, 

previamente descongelada e a temperatura ambiente (TA), foi adicionado ao tubo do tipo 

falcon de 15 mL e acrescida de 100 µL de protease (Quiagen), a mistura foi então 

homogeneizada levemente. Em seguida, foram adicionados 1,2 mL do tampão AL (Quiagen) 

e o tubo foi novamente homogeneizado manualmente, por inversão, durante 15 seg, seguindo-

se uma vigorosa agitação por pelo menos 1 min. A mistura foi incubada a 70°C por 10 min. 

Posteriormente, foi adicionado 1 mL de etanol 96% - 100% (Sigma) e o mesmo procedimento 

de homogeneização foi realizado. O lisado assim obtido foi, então, aplicado cuidadosamente 

na coluna (acoplado em um tubo coletor de 15 mL), a qual foi submetida à centrifugação a 

1850 x g por 3 min (TA). O filtrado foi descartado e a coluna foi acoplada em um novo tubo 

coletor de 15 mL. Foram adicionados, 2 mL de tampão AW1 (Quiagen) na coluna, seguindo-

se de uma centrifugação de 4500 x g por 1 min (TA). Novamente o filtrado foi descartado e a 

coluna foi acoplada em um novo tubo coletor de 15 mL, no qual foram adicionados 2 mL de 

tampão AW2 (Quiagen), repetindo-se o procedimento de centrifugação a 4500 x g por 15 min 

(TA). Após o descarte do filtrado, a coluna foi transferida para um novo tubo do tipo falcon 

de 15 mL e, logo após, foram acrescentados 200 µL de tampão AE (Quiagen) diretamente no 

centro da membrana. A coluna foi incubada por 5 min (TA) e, centrifugada a 4500 x g por 2 

min (TA). O filtrado contendo o DNA isolado foi coletado e armazenado num tubo do tipo 

eppendorf de 1,5 mL previamente identificado e estocado a -20ºC até o momento do uso. 

 

4.9.2 Genotipagem KIR e HLA 

 

 Foram utilizados os kits One lambda Incorporation – LABType SSO Typing Test para 

genotipagen de 16 genes KIR (2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DS1, 2DL1, 2DL2, 2DL3, 

2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DP1 e 3DP1) e HLA-A, -Bw4 (locus A e B), -Bw6 e -C 

(Grupos C1 e C2). Estes kits possuem primers locus específicos e sondas oligonucleotideas 

específicas imobilizadas em microesferas para identificação dos alelos.  
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4.9.3 Amplificação do DNA genômico 

 

A análise do segmento gênico correspondente aos genes dos receptores KIR e HLA 

descritos anteriormente foi feita através da técnica de PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase). A reação de PCR foi realizada conforme os protocolos abaixo: 
 

 

                                                        

                                                                                                            

         

 

 

 

 

 

 

 

Após amplificação, o material 

genético foi visualizado em gel de agarose por coloração de brometo de etídeo e exposto a luz 

ultravioleta. 

4.9.4 Hibridização para genotipagem 

 

  Em uma placa de 96 poços foi adicionado 5 µL do DNA amplificado e 2,5 µL do 

tampão de desnaturação e incubada à TA por 10 min. Em seguida foi acrescentado 5 µL do 

tampão de neutralização e a placa foi colocada em banho de gelo. Durante a incubação foi 

realizada a diluição das beads (2 µL das beads em 16 µL de tampão de hibridização). Ao 

término da incubação foi adicionada a mistura das beads e a placa foi então incubada a 60°C 

por 15 min. Após três lavagens com 100 µL de solução de lavagem presente no kit por 

centrifugação a 9200 x g por 5 min foi adicionado estreptavidina conjugada com R-

ficoeritrina (SAPE) diluído 1/100. A placa foi novamente incubada a 60°C por 5 min seguida 

de nova lavagem com 100 µL de tampão (fornecida pelo kit) e levada para leitura no 

equipamento LABScan
TM

 100 (Luminex - One Lambda, Canoga Park, CA, EUA). O resultado 

obtido foi analisado em software (LABType
r 

HD, Luminex
R
 version 2.2) fornecido pelo 

fabricante do material utilizado. 

 

 

 

Condições de amplificação  

1 ciclo - 96° por 3min 

5 ciclos 96ºC – 20s 

60ºC – 20s 

72ºC – 20s 

30 ciclos 96ºC – 10s 

60ºC – 15s 

72ºC – 20s 

1 ciclo - 72ºC – 20s 

4ºC  ∞ 

Reagentes Quantidade (µL) 

 D-Mix  13,8 

Primer  4,0 

Taq 

Polimerase  

0,2 

OBS.: A concentração do DNA genômico 

foi ajustada para 20 ng/µL. 
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4.10 Análises estatísticas 

 

Dados demográficos, clínicos, parasitológicos e epidemiológicos contidos no 

questionário e os resultados dos experimentos da dosagem plasmática de INF-γ e da 

genotipagem dos genes KIR e HLA dos indivíduos, foram armazenados no Banco de dados 

Epi-info (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA) e analisados através do 

programa Graphpad Prism versão 5.0 (San Diego, CA). O teste t de Student foi utilizado para 

avaliar as diferenças entre as médias dos parâmetros epidemiológicos observados. Diferenças 

de proporções foram avaliadas pelo teste do chi-quadrado (c2). Após comparações 

descritivas, as associações foram avaliadas por bipartição do c2 usadas para KIR, HLA (-A,-

B,-C), pares KIR-HLA (-A,-B,-C) e distribuição dos genótipo. O teste não paramétrico de 

Spearman foi utilizado na avaliação das correlações entre duas variáveis mensuradas 

ordinalmente, sendo a correlação calculada pelo coeficiente de Spearman (r). Foram 

considerados significativos dados que apresentavam P<0,05. 
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5. Resultados 

 

5.1 População geral (indivíduos com e sem malária) 

 

5.1.1 Perfil da população geral  

A Tabela 5.1 resume as principais características epidemiológicas da população do 

estudo. Participaram do presente estudo 377 indivíduos independentes de estarem com 

malária ou não, no momento da coleta. Do total dos indivíduos, 93 (25%) estavam com 

malária no momento da coleta, sendo 64 indivíduos (69%) com malária vivax, 28 (30%) com 

malária falciparum e 1 (1%) com malária mista. A maioria dos indivíduos (59%) era do sexo 

masculino com idade entre 13 e 54 anos (34  16). Segundo os relatos dos indivíduos, a 

maioria era nativa (297/79%) da região Amazônica e apenas 80 (21%) eram migrantes 

provenientes de regiões não endêmicas de malária e residiam em área endêmica de malária 

em média há 22 anos. Quanto à história pregressa de malária, foi relatada uma média de 12 

episódios, sendo o último em média há 40 meses. Apenas nove indivíduos relataram nunca ter 

tido malária e estavam tendo a primeira infecção no momento do nosso estudo. 
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Tabela 5.1: Principais características epidemiológicas da população do estudo. 

        

 

x : média; DP: desvio padrão; N: número de indivíduos 

 

 

 

5.1.2 Distribuição das frequências dos genes KIR na população estudada 

 

Dentre os 16 genes KIR descritos os mais frequentes na população estudada foram: 

KIR2DP1 (95,5%), seguido de KIR2DL1 (94,9%), KIR3DL1 (93,9%), KIR2DS4 (93,6%), 

KIR2DL3 (89,1%) e KIR2DL5 (58,6%) (P<0,001, em relação a todos os outros, exceto entre 

eles) (Tabela 5.2). 

 

 

 

 

 

 

Gênero    

 Masculino (N/%) 223/59 

 Feminino (N/%) 154/41 

 Total (N) 377 

Idade ( x +DP)  34+16  

Anos de residência em área endêmica de malária ( x +DP) 22+17  

Número de infecções maláricas anteriores ( x +DP) 12+9  

Tempo desde a última infecção em meses ( x +DP)  40+60  

Indivíduos com malária (N/%) 93/25 

            P. vivax (N/%)  64/69  

            P. falciparum (N/%)  28/30 

            Mista: P. vivax e P. falciparum (N/%) 1/1 

Espécies de Plasmodium contraídas em episódios prévios   

            Nenhuma (N/%)  32/8,5  

            P. vivax (N/%)  83/22  

            P. falciparum (N/%)  32/8,5 

            P. vivax e P. falciparum (N/%)  187/50  

            Não se lembra (N/%) 43/11 

Procedência  

          Nativos de área endêmica (N/%) 297/79 

          Migrantes de área não endêmica (N/%) 80/21 
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Tabela 5.2: Distribuição da frequência dos genes KIR na população do estudo. 

Receptores KIR 
Positivos (N=377) 

 np 

Frequência (%) 

Inibidores 

KIR2DL1 358* 94,9 

KIR2DL2 175 46,4 

KIR2DL3 336* 89,1 

KIR2DL5 221* 58,6 

KIR3DL1 354* 93,9 

Ativadores 

KIR2DS1 163 43,2 

KIR2DS2 156 41,4 

KIR2DS3 85 22,5 

KIR2DS4 353* 93,6 

KIR2DS5 162 42,9 

KIR3DS1 153 40,6 

Estruturais 

KIR2DL4
#♪

 376 99,7 

KIR3DL2
#
 376 99,7 

KIR3DL3
#
 375 99,5 

KIR3DP1
♦
 377 100 

Pseudogene 

KIR2DP1 360* 95,5 

N: número de indivíduos do estudo; np: número de indivíduos positivos; *KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DL5, 

KIR3DL1, KIR2DS4 e KIR2DP1 versus todos os outros (P<0,0001), exceto entre eles (P>0,05); 
# 

: genes 

estruturais e inibidores; 
♪
: gene estrutural, inibidor e ativador e 

♦
 : gene estrutural e pseudogene. 

 

 

5.1.3 Distribuição das frequências dos ligantes de KIR: HLA (-A; -B e -C) na 

população estudada 

 

Dentre os cinco HLA-1 ligantes de KIR analisados, os mais frequentes foram: HLA-C1 

(79,6%), seguido de HLA-Bw4 (70,8%) e HLA-C2 (66,8%) (P<0,001, para todos) (Tabela 

5.3). 
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Tabela 5.3: Distribuição das frequências dos ligantes de KIR: HLA (-A; -B e -C) na 

população do estudo. 

 

Receptores HLA-1 Positivos (N=377) 

 np 

Frequência (%) 

HLA-C1 300 79,6 
a
 

HLA-C2 252 66,8 
a
 

HLA-Bw4 267 70,8 
a
 

HLA-A3 e/ou HLA-A11 88 23,3 

HLA-Cw4 119 31,6 

N: número de indivíduos do estudo; np: número de indivíduos positivos;
 a

: HLA-C1, -C2, -Bw4 versus HLA-

A3/A11 e -Cw4 (P<0,0001 para todos). 

 

 

5.1.4 Distribuição das frequências gênicas dos pares KIR-HLA (-A; -B e -C) na 

população estudada 

 

Como demonstrado na Tabela 5.4 os pares receptor/ligante mais frequente na 

população foram: KIR2DL2_3/C1 (79,6%), seguido dos pares KIR3DL1/Bw4 (66,3%) e 

KIR2DL1/C2 (64,4%), (P<0,001 em relação a todos, exceto entre eles).  

 

Tabela 5.4: Distribuição das frequências da associação KIR-HLA (-A; -B e -C) em população 

de área endêmica brasileira de malária. 

Par Receptor-Ligante 

 (KIR-HLA-1) 

Positivos (N=377)  

np 

Frequência (%) 

Inibidores 

KIR2DL1_C2 243 64,4 
a
 

KIR2DL2/3_C1* 300 79,6 
a
 

KIR3DL1_Bw4 250 66,3 
a
 

KIR3DL2_A3/A11 88 23,3 

Ativadores 

KIR2DS1_C2 112 29,7 

KIR2DS2_C1 125 33,1 

KIR3DS1_Bw4 114 30,2 

KIR2DS4_Cw4 105 27,8 

N: número de indivíduos do estudo; np: número de indivíduos positivos; *: soma das frequências de 

KIR2DL2_C1 e KIR2DL3_C1; 
a
: KIR2DL2_C2, KIR2DL2/3_C1, KIR3DL1_Bw4 versus todos os outros, 

(P=0,0001). 
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5.1.5 Distribuição das frequências genotípicas da população estudada  

 

 Os genótipos KIR descritos na população estudada foram listados na Tabela 5.5, 

juntamente com o número total de locos inibidores e ativadores. Dentre os 377 indivíduos que 

participaram do estudo, foram observadas 48 configurações genotípicas KIR numeradas de 1 a 

48. Os genótipos encontrados na população estão descritos no banco de dados Allele 

frequencies - “BAF” (www.allelefrequencies.net) (103). 

 O número total de genes KIR presentes nos genótipos encontrados na população 

variou de 8 a 16 genes. Em relação ao número de genes inibidores e ativadores presentes nos 

genótipos houve uma variação de 4-7 genes inibidores e 1-6 ativadores. Observamos uma 

maior frequência na população do genótipo 42 (30,8%), seguido do 33 (15,2%), 20 (7,4%), 4 

(6,1%) e 12 (5,6%) (P≤0,0018, para todos) (Tabela 5.5). A proporção de genes inibidores e 

ativadores apresentadas nesses genótipos foram de 5/1, 6/4, 6/2, 7/6 e 7/3, respectivamente. 
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Tabela 5.5: Distribuição da frequência dos genótipos KIR observados na população de área 

endêmica de malária. 
 

3DS Nº Nº Razão 2DP 3DP

1 2 3 4 5 1 2 3 1 2 3 4 5 1 INIB. ATIV. INIB/ATIV 1 1 N %

1 7 6 1,17 9 2,39 6

2 7 5 1,4 10 2,65 7

3 7 4 1,75 1 0,27 11

4
a

7 5 1,4 23 6,10 3

5 7 4 1,75 5 1,33 9

6 7 4 1,75 2 0,53 80

7 7 5 1,4 2 0,53 58

8 7 4 1,75 1 0,27 93

9 7 4 1,75 4 1,06 18

10 7 3 2,33 2 0,53 46

11 7 4 1,75 1 0,27 13

12
a

7 3 2,33 21 5,57 5

13 7 4 1,75 1 0,27 24

14 7 3 2,33 1 0,27 21

15 7 2 3,5 11 2,92 20

16 6 6 1 1 0,27 87

17 6 5 1,2 3 0,80 70

18 6 5 1,2 1 0,27 86

19 6 4 1,5 4 1,06 68

20
a

6 2 3 28 7,43 4

21 6 1 6 5 1,33 19

22 6 4 1,5 1 0,27 113

23 6 6 1 3 0,80 73

24 6 5 1,2 3 0,80 91

25 6 5 1,2 1 0,27 325

26 6 4 1,5 1 0,27 112

27 6 4 1,5 2 0,53 94

28 6 3 2 9 2,39 71

29 5 5 1 1 0,27 81

30 5 4 1,25 1 0,27 144

31 6 4 1,5 1 0,27 56

32 6 4 1,5 6 1,59 8

33
a

6 4 1,5 58 15,38 2

34 6 3 2 2 0,53 27

35 6 2 3 6 1,59 30

36 6 3 2 2 0,53 17

37 6 2 3 4 1,06 32

38 5 4 1,25 1 0,27 75

39 5 3 1,67 3 0,80 69

40 5 3 1,67 1 0,27 88

41 5 2 2,5 1 0,27 10

42
a

5 1 5 116 30,77 1

43 5 2 2,5 1 0,27 293

44 5 5 1 2 0,53 78

45 5 5 1 1 0,27 76

46 5 4 1,25 7 1,86 106

47 4 4 1 6 1,59 320

48 4 2 2 1 0,27 72

N 358 175 336 377 221 354 377 375 163 156 85 353 162 153 360 376 377 100

% 95 46,4 89 100 59 94 100 99 43,2 41 23 94 43 40,6 95,49 99,73

Genótipo

KIR INIBIDORES KIR ATIVADORES PSEUDOGENES
TOTAL

ID "BAF"2DL 3DL 2DS

 

 

 

 

 

np: número de indivíduos positivos; Nº INIB: quantidade de KIR inibidores presentes; Nº ATIV: quantidade de KIR 

ativadores presentes; IC: Intervalo de confiança; As caixas preenchidas indicam presença do gene; as caixas rachuradas 

representam os genes de moldura e as caixas em branco indicam ausência do gene; a: genótipos 42, 33, 20, 12, 4 versus todos 

os outros (P≤0,0018).  
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Para verificarmos possíveis particularidades na distribuição genotípica da população 

estudada em relação à procedência dos indivíduos, comparamos os genótipos dos indivíduos 

oriundos de área endêmica (grupo de nativos) e indivíduos de área não endêmica (grupo de 

migrantes). Observamos que dentre os 48 genótipos encontrados na população, 27 (57%) 

estavam presentes apenas no grupo de nativos, 5 (10%) apenas em indivíduos oriundos de 

área não endêmica (migrantes) e 16 (33%) foram encontrados tanto no grupo  dos nativos 

quanto nos migrantes (P<0,001, para todos) (Figura 5.1). Dentre os 27 genótipos exclusivos 

do grupo dos nativos, 19 (70%) apresentavam frequência menor que 2% (Figura 5.2). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1: Distribuição dos genótipos na população estudada. 

 

  N= indivíduos positivos; números de genótipo apresentados / total de genótipos encontrados (porcentagem). 
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Figura 5.1: Distribuição das frequências dos genótipos nos indivíduos nativos e migrantes. 
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Um fato curioso observado quando analisamos os dados epidemiológicos dos 

indivíduos do grupo dos nativos que apresentam genótipos exclusivos e dos indivíduos com 

genótipos não exclusivos, foi que os indivíduos que apresentam genótipos exclusivos tinham 

menos malárias anteriores (4 ± 4) quando comparados aos que apresentam genótipos não 

exclusivos (13 ± 13) (P<0,0001) e podemos observar também que os portadores de genótipos 

exclusivos apresentavam um maior tempo desde a última malária (59 ± 23), quando 

comparados aos portadores dos genótipos não exclusivos (36 ± 33) (P= 0,02). 

Quando analisamos as frequências dos genótipos comuns a ambos os grupos, a fim de 

verificarmos possíveis diferenças na distribuição genotípicas entre os grupos, observamos 

uma maior frequência do genótipo 33 no grupo dos nativos quando comparado aos dos 

migrantes (P<0,01) (Tabela 5.6). 

 

Tabela 5.6: Distribuição dos genótipos comuns entre os grupos de nativos e migrantes. 

Genótipos 

Indivíduos 

Valores de P Nativos (N=297)  

np 

Migrantes (N=80)  

np 

2 6 4 0,6 
4 22 2 0,91 

5 4 1 0,8 

6 1 1 0,5 

9 2 2 0,5 

10 1 1 0,5 

12 15 6 0,75 

15 6 4 0,6 

20 20 8 0,71 

24 1 2 0,33 

28 5 4 0,55 

32 5 1 0,83 

33 48 10 <0,01 

35 3 3 0,5 

42 96 20 0,82 

47 4 2 0,66 

Outros* 59 9 0,86 

N: número de indivíduos do estudo; np: número de indivíduos positivos; *: incluem todos os genótipos cuja 

frequência é igual a zero em quaisquer dos grupos (1, 3, 7, 8, 11, 13, 14, 16-19, 21-23, 25-27, 29-31, 34, 36-41, 

43-46 e 48). 
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Dentre os 377 indivíduos que participaram do nosso estudo alguns relataram infecções 

prévias por apenas uma espécie plasmodial: 32 (8,5%) somente por P. falciparum, 83 (22%) 

somente por P. vivax. Ao verificarmos possíveis particularidades na distribuição genotípica 

desses indivíduos, observamos que não houve diferença na frequência genotípica entre os 

indivíduos que relataram infecções prévias somente por P. falciparum ou P. vivax e dos que 

relataram ambas. Entretanto, os genótipos 7, 9 e 38 foram encontrados somente no grupo dos 

indivíduos que relataram infecção por P. falciparum, os genótipos 22, 25 e 48 estavam 

presentes apenas no grupo dos indivíduos que relataram malária por P. vivax enquanto os 

genótipos 3, 8, 13, 15, 31, 35, 41, 44, e 47 foram encontrados no grupo dos indivíduos que 

relataram malária pelas duas espécies. Como observados anteriormente na população os 

genótipos 33 e 42 foram os mais frequentes nos três grupos (P≤0,004 e P≤0,0003, 

respectivamente, para todos) (Tabela 5.7). 
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Tabela 5.7: Distribuição dos genótipos na população estudada em função de infecções 

prévias de malária 

Genótipos 

 

 

Infecções anteriores 
KIR Inibidores 

Nº 

KIR Ativadores 

Nº 

Razão 

INIB/ATIV 
P. falciparum  

 np/% 

P. vivax 

 np/% 

P. falciparum e P. vivax 

np/% 

1 0 4/5 1/0,5 8 6 1,33 

2 0 1/1 4/2 8 5 1,6 

3 0 0 2/1 8 4 2 

4 4/12,5 2/2,4 12/6,4 8 5 1,6 

5 1/3 1/1 1/0,5 8 4 2 

7 1/3 0 0 8 5 1,6 

8 0 0 1/0,5 8 4 2 

9 1/3 0 0 8 4 2 

10 2/6,25 0 2/1 8 3 2,67 

12 2/6,25 3/3,7 13/7 8 3 2,67 

13 0 0 1/0,5 8 4 2 

14 0 6/7,2 5/2,7 8 3 2,67 

15 0 0 1/0,5 8 2 4 

16 0 2/2,4 3/1,6 7 6 1,17 

17 0 1/1 1/0,5 7 5 1,4 

18 2/6,25 0 4/2 7 5 1,4 

19 1/3 7/8,4 21/11 7 4 1,75 

20 1/3 1/1 0 7 2 3,5 

22 0 1/1 0 7 4 1,75 

23 1/3 1/1 0 7 6 1,17 

25 0 1/1 0 7 5 1,4 

26 0 2/2,4 1/0,5 7 4 1,75 

27 1/3 1/1 5/2,7 7 4 1,75 

31 0 0 1/0,5 7 4 1,75 

32 0 3/3,7 2/1 7 4 1,75 

33 6/19 10/12 29/15,5 7 4 1,75 

35 0 0 4/2 7 2 3,5 

37 0 1/1 2/1 7 2 3,5 

38 1/3 0 0 6 4 1,5 

39 0 1/1 1/0,5 6 3 2 

40 0 1/1 1/0,5 6 3 2 

41 0 0 1/0,5 6 2 3 

42 10/31 27/32,5 54/29 6 1 6 

44 0 0 1/0,5 6 5 1,2 

45 1/3 1/1 1/0,5 6 5 1,2 

46 0 3/3,7 2/1 6 4 1,5 

47 0 0 1/0,5 5 4 1,25 

48 0 1/1 0 5 2 2,5 

N 32 83 187    

np: número de indivíduos positivos; N: número de indivíduos estudados; Razão INIB/ATIV: número de genes 

inibidores /nº de genes ativadores presentes no genótipo. 
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5.1.6 Correlação entre a proporção de genes inibidores e ativadores (razão 

INIB/ATIV) dos genótipos exclusivos do grupo nativo com os dados epidemiológicos 

 

Com o objetivo de avaliar se a proporção de genes inibidores e ativadores presentes 

nos genótipos encontrados na população poderia estar atuando como um fator de 

susceptibilidade a malária, primeiramente definimos essa proporção através da razão de 

número de genes inibidores sobre ativadores (INIB/ATIV) da população e correlacionamos 

esta razão INIB/ATIV com as variáveis indicadoras de exposição/susceptibilidade/proteção à 

malária (idade, tempo de residência em área endêmica, número de malárias anteriores e tempo 

desde a última infecção). Não encontramos nenhuma correlação entre a razão INIB/ATIV da 

população e suas variáveis indicadoras de exposição/susceptibilidade/proteção (P>0,05, para 

todos). Curiosamente quando analisamos a razão INIB/ATIV dos genótipos presentes apenas 

no grupo dos nativos e os dados epidemiológicos destes indivíduos, observamos correlação 

negativa entre a razão INIB/ATIV e o número de malárias anteriores (r= - 0,3043; P=0,02) e 

tempo desde a última malária (r= - 0,3244; P=0,02). Não encontramos correlações quando 

confrontamos a razão INIB/ATIV do grupo dos nativos com idade e tempo de residência em 

área endêmica, (P>0,05, para todos). Esses dados sugerem que quanto mais genes inibidores 

os indivíduos apresentam em seu genótipo, menos malárias eles tem e menor é o tempo da 

última infecção (Figuras 5.3 e 5.4). 

 

 

 

         

0 1 2 3
0

5

10

15

20

25 r= -0,3043

INIB/ATIV

N
º 

d
e
 m

a
lá

ri
a
s
 a

n
te

ri
o

re
s

 

 

 

 

Figura 5.3: Correlação entre a razão INIB/ATIV dos genótipos exclusivos do grupo dos 

nativos e número de malárias anteriores. 

 

Razão INIB/ATIV 

Razão INIB/ATIV: número de genes inibidores presentes no genótipo/número de genes ativadores.  

 

P= 0,02; IC95%= - 0,5294 a - 0,04501 
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Figura 5.4: Correlação entre a razão INIB/ATIV dos genótipos exclusivos do grupo dos 

nativos e tempo desde a última malária (meses). 

 

5.2 Grupo de indivíduos infectados 

 5.2.1 Perfil do grupo dos indivíduos com malária 

 

Como demonstrado na Tabela 5.7, dos 93 indivíduos com malária, 64 (69%) estavam 

infectados com P. vivax, 28 (30%) com P. falciparum e 1 (1%) com ambas as espécies. A 

maioria dos indivíduos com malária era do sexo masculino (68%) (P<0,0001) e a média de 

idade dos indivíduos era de 30 anos. Segundo os relatos dos indivíduos, eles residiam em área 

endêmica de malária em média há 26 anos, não diferindo estatisticamente da média de 

residência dos indivíduos sem malária. Quanto à história pregressa de malária, foi relatada 

uma média de 5 episódios, diferindo estatisticamente da média relatada pelos indivíduos sem 

malária (10 episódios) (P = 0,035).  

Como previamente descrito no Material e métodos, foram realizadas coletas de sangue 

nos indivíduos com malária em dois momentos distintos. A primeira coleta foi no dia do 

diagnóstico e antes do início do tratamento (D0) e outra 15 dias após o diagnóstico (D15), 

quando os indivíduos já haviam terminado o tratamento. A média de parasitemia dos 

indivíduos em D0 foi de 2124,2 parasitas/μL de sangue e todos os indivíduos apresentavam 

pelo menos um dos sintomas da tríade malárica: febre (78%), cefaléia (93%) e calafrio (69%). 

Em D15 nenhum dos indivíduos apresentava parasitas circulantes e sintomatologia (Tabela 

5.7).  

Razão INIB/ATIV: número de genes inibidores presentes no genótipo/número de genes ativadores. 

 

P= 0,02; IC95%= - 0,5545 a - 0,04819 

Razão INIB/ATIV 
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Ao avaliarmos os níveis plasmáticos de IFN-γ dos indivíduos do grupo com malária 

observamos que esses estavam mais elevados em D15 (N=56; 260 ± 358) quando comparados 

com D0 (N=71; 142 ± 159) (P=0,0003) (Figura 5.5 e Tabela 5.7). Considerando os níveis 

plasmáticos de IFN-γ acima de 55 pg/mL (cut-off = x + 2DP dos controles) como positivos, 

observamos que não há diferença na frequência de indivíduos positivos entre D0 55% (N=40) 

e D15 70% (N=50) (P>0,05) e nem nos níveis plasmáticos entre os indivíduos positivos de D0 

( x = 229,3; DP=168,1) e D15 ( x = 286,6; DP=370,6) (P>0,05). Não observamos correlação 

entre níveis plasmáticos de IFN-γ e de parasitemia dos indivíduos com malária (r= 0,2609; 

P>0,05). 
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Tabela 5.8: Resumo do perfil clínico, epidemiológico e parasitológico dos indivíduos com 

malária. 

 

x : média; DP: desvio padrão; N: número de indivíduos e IC: Intervalo de confiança. 

 

 

Figura 5.5: Níveis plasmáticos de IFN-γ em indivíduos com malária. 

 

   

Gênero    

 Feminino (N/%) 30/32 

Masculino (N/%) 63/68 

Total 93 

Idade ( x  ± DP)        30 ± 11  

       Espécie plasmodial infectante   

 P. vivax (N/%) 64/69 

P. falciparum (N/%) 28/30 

P.vivax/P. falciparum (N/%) 1/1 

Início da sintomatologia ( x  ± DP)  3 ± 2 

História pregressa de malária  

( x ± DP) 

 5 ± 4 

Anos de residência em área endêmica de 

malária ( x  ± DP) 

 
26 ± 12  

Parasitemia (Parasitas/µL de sangue)  

Média geométrica (IC 95%) 

2124,2 

(1.572 - 2.893) 
 

 

IFN-γ  pg/mL 

                  D0 ( x  ± DP) 142 ± 159 

                  D15  ( x  ± DP) 260 ± 358 

Sintomas 

 Febre (N/%) 73/78 

Cefaléia (N/%) 87/93 

Calafrio (N/%) 64/69  



64 

 

5.2.2 Distribuição gênica dos receptores KIR, dos ligantes HLA (-A; -B e -C) e dos pares 

KIR-HLA (-A; -B e -C) em função da infecção malárica  

 

Ao analisarmos a distribuição das frequências dos genes KIR, HLA (-A; -B e -C) e dos 

pares KIR-HLA em função da infecção malárica não observamos nenhuma associação entre a 

distribuição das frequências desses genes com a presença ou ausência de infecções (P>0,05, 

para todos) (Tabelas 5.8, 5.9 e 5.10). 

 

Tabela 5.9: Distribuição das frequências dos genes KIR em função da infecção malárica. 

 

N: número de indivíduos estudados; *: genes estruturais e inibidores; 
♪
: gene estrutural, ativador e inibidor; 

♦
: 

gene estrutural e pseudogene.  

Receptores KIR 

Indivíduos 

Valores de P 
Com malária (N=93) 

 % 

Sem malária (N=284)  

% 
Inibidores 

KIR2DL1 100 63,7 0,26 

KIR2DL2 41,9 79,2 0,22 

KIR2DL3 94,6 68,3 0,26 

KIR2DL5 51,6 30,6 0,22 

KIR3DL1 100 35,2 0,24 

Ativadores 

KIR2DS1 21,5 50,3 0,21 

KIR2DS2 93,5 24,3 0,24 

KIR2DS3 36,6 17,9 0,23 

KIR2DS4 93,5 93,7 0,25 

KIR2DS5 100 24,3 0,21 

KIR3DS1 100 21,1 0,25 

Estruturais 

KIR2DL4*
♪
 100 22,5 0,25 

KIR3DL2* 36,6 31,3 0,25 

KIR3DL3* 39,8 29,6 0,25 

KIR3DP1
♦
 100 100 0,25 

Pseudogene 

KIR2DP1 100 94 0,26 
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Tabela 5.10: Distribuição das frequências dos ligantes de KIR: HLA (-A; -B e -C) em função 

da infecção malárica. 

 

 

Receptores HLA 

Indivíduos 

Valores de P 
Com malária (N=93) 

% 

Sem malária (N=284) 

 % 
HLA-C1 81,7 78,9 0,25 

HLA-C2 66,7 66,9 0,25 

HLA-Bw4 66,7 72,2 0,23 

HLA-A3_A11 25,8 22,5 0,27 

HLA-Cw4 27,9 32,6 0,23 

 N= número de indivíduos estudados 

 

Tabela 5.11: Distribuição das frequências dos pares KIR-HLA (-A; -B e -C) em função da 

infecção malárica. 

 

 

N: número de indivíduos estudados; *: soma das frequências de KIR2DL2_C1 e KIR2DL3_C1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KIR-HLA  

Indivíduos 

Valores de P Com malária (N=93)  

% 

Sem malária (N=284)  

% 

KIR ativadores 

KIR2DL1_C2 66,7 63,7 0,25 

KIR2DL2/3_C1* 80,6 79,2 0,25 

KIR3DL1_Bw4 60,2 68,3 0,25 

KIR3DL2_A3A11 25,8 22,5 0,27 

KIR inibidores 

KIR2DS1_C2 26,8 30,6 0,22 

KIR2DS2_C1 26,8 35,2 0,2 

KIR3DS1_Bw4 26,8 31,3 0,22 

KIR2DS4_Cw4 22,6 29,6 0,2 
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5.2.3 Distribuição dos genótipos KIR em função da infecção malárica 

 

Dentre os 93 indivíduos infectados observamos uma maior frequência do genótipo 42 

(P=0,001), enquanto que no grupo dos indivíduos sem malária o genótipo 33 foi o mais 

frequente (P=0,025) (Tabela 5.12).  

 

Tabela 5.12: Distribuição das frequências dos genótipos KIR em função da infecção malárica. 

Genótipo 

Indivíduos 

Valores de P Com malária (N=93) 

np / % 

Sem malária (N=284) 

np / % 

1 1 / 1,1 7 / 2,5 0,12 

2 2 / 2,2 8 / 2,8 0,2 

4 9 / 9,7 17 / 6,0 0,34 

7 1 / 1,1 1 / 0,4 0,5 

9 1 / 1,1 3 / 1,1 0,25 

12 5 / 5,4 15 / 5,3 0,25 

13 1 / 1,1 1 / 0,4 0,5 

15 1 / 1,1 6 / 2,1 0,14 

17 1 / 1,1 3 / 1,1 0,25 

19 3 / 3,2 1 / 0,4 0,75 

20 8 / 8,6 24 / 8,5 0,25 

27 1 / 1,1 2 / 0,7 0,33 

28 1 / 1,1 8 / 2,8 0,11 

32 2 / 2,2 4 / 1,4 0,33 

33 11 / 11,8 49 / 17,3 0,025 

34 1 / 1,1 1 / 0,4 0,5 

35 1 / 1,1 2 / 0,7 0,33 

37 1 / 1,1 3 / 1,1 25 

42 37 / 39,8 79 / 27,8 0,001 

Outros 5 / 5,4 50 / 17,6 0,09 

 

np: número de indivíduos positivos para o respectivo genótipo; *: Incluem todos os genotipos cuja frequência é 

igual a zero em quaisquer dos grupos ( 3, 5, 6, 8, 10, 11, 14, 16, 18, 21, 22, 24- 26, 29- 31, 36, 38- 40, 43- 48).  
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 Quando analisamos os dados epidemiológicos dos indivíduos que apresentam os 

genótipos 33 e 42 observamos que nos indivíduos portadores do genótipo 42 há: a) 

predomínio de infecção por P. vivax (11Pf / 26Pv, genótipo 42 versus 4Pf / 7Pv, genótipo 33; 

P<0,0001); b) níveis plasmáticos de IFN-γ mais elevados em D0; c) tendência de níveis de 

parasitemia mais elevados (P>0,05) e d) maior tempo de residência em área endêmica de 

malária (P=0,02) (Tabela 5.12). 

 

Tabela 5.13: Perfil epidemiológico e parasitológico dos indivíduos do grupo com malária 

portadores dos genótipos 33 e 42. 

 Genótipos 

Valores de P 33 

(np=11) 

42 

(np=37) 

INIB 6 5 0,62 

ATIV 4 2 0,63 

Razão INIB/ATIV 1,5 2,5  

Parasitemia parasitas/ µL de sangues  

( x  ± DP) 
2374 ± 3238 3838 ± 4311 0,196 

IFN- γ pg/mL    

                       D0 142,3 ± 159 229 ± 168 0,001
¤
 

                       D15 260 ± 359 287 ± 370 0,339 

Espécie Plasmodial    

                             P . falciparum   (n/%) (4/37) (11/30) 
0,01

♪ 

0,009
▪
 

                             P . vivax   (n/%)  (7/63) (26/70) 0,0001
♦
 

Idade ( x  ± DP) 30 ± 10 29 ± 11 0,96 

Tempo de residência em área endêmica (anos) 

 ( x  ± DP) 
21 ± 11 28 ± 9,5 0,02* 

Número de malárias anteriores ( x  ± DP) 4 ± 4 7 ± 8 0,21 

Tempo desde a última malária (meses)  

( x  ± DP) 
14 ± 21 42 ± 81 0,31 

INIB: número de genes inibidores presentes; ATIV: número de genes ativadores presentes; Razão INIB/ATIV: 

nº de genes inibidores / nº de genes ativadores; np= número de indivíduos positivos; x : média; DP: desvio 

padrão;*: Tempo de residência em área endêmica genótipo 33 versus 42; 
♪
 : frequência de P. falciparum  do 

genótipo 33 versus 42; 
♦
 : frequência de P. vivax do genótipo 33 versus 42; ▪ : frequência de P. vivax versus P. 

falciparum  no genótipo 42; 
¤
:
 
níveis plasmáticos de IFN-γ em D0 de indivíduos com genótipo 33 versus 

genótipo 42. 
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5.2.4 Relação entre os genótipos KIR, níveis plasmáticos de IFN-γ, níveis de 

parasitemia e dados epidemiológicos 

 

Ao avaliarmos a correlação entre a proporção de genes inibidores e ativadores 

encontrados nos indivíduos com malária (razão INIB/ATIV) e os dados parasitológicos, 

epidemiológicos e os níveis plasmáticos de IFN-γ desses indivíduos, não observamos 

nenhuma correlação entre a razão INIB/ATIV e as variáveis indicadoras de 

exposição/susceptibilidade/proteção à doença (idade, tempo de residência em área endêmica, 

número de malárias anteriores e tempo desde a última malária) (P>0,05, para todos) (Tabela 

5.13). Entretanto uma correlação positiva foi observada com os níveis de parasitemia (D0; 

P=0,001; r= 0,3262; IC95%= 0,1252 - 0,5015) e os níveis plasmáticos de IFN-γ (D15; 

P=0,013; r= 0,3328; IC95%= 0,066 - 0,555) (Figura 5.6 e 5.7).   



69 

 

Tabela 5.14: Níveis de parasitemia e níveis plasmáticos de IFN-γ em função do genótipo dos indivíduos com malária. 

Parâmetros 

Genótipos 

2  

(np=2) 

4  

(np=9) 

7  

(np=1) 

9  

(np=1) 

12 

(np=5) 

13 

(np=1) 

17 

(np=1) 

19 

 (np=3) 

20 

 (np=7) 

23 

(np=1) 

26 

(np=1) 

27 

(np=1) 

28 

(np=1) 

30 

(np=1) 

32 

(np=2) 

33 

(np=11) 

41 

(np=1) 

42 

(np=37) 

INIB 7 7 7 7 7 7 6 6 6 6 6 6 6 5 6 6 5 5 

ATIV 5 5 5 5 3 5 5 4 2 5 4 4 3 4 4 4 2 2 

Razão INIB/ATIV 1,4 1,4 1,4 1,4 2,33 1,4 1,2 1,5 3 1,2 1,5 1,5 2 1,25 1,5 1,5 2,5 2,5 

Parasitemia parasita/ µL 

de sangue ( x  ± DP) 
3269±4594 2127±2897 1758 3338 4316±5060 199 2120 2322±1835 4689±6384 11546 3013 736 1540 1108 8572±7171 2374 ±3238 944 3838 ± 4311 

Espécie                     

     P . falciparum (n/%)  4 / 44 1 /100 1 /100 5 / 100 1 /100 1 /100 3 / 100 1 /12 1 / 100 1 / 100 1 / 100 1 / 100 1 / 100  4 / 37 1 / 100 11 / 30 

    P . vivax (n/%) 2 / 100 5/56       7 /88      2 / 100 7 / 63  26 / 70 

Idade (M± DP) 37±24 25±8 54 35 32±9 16±0 22 21±7 39±12 26 38 29 38 27 34±15 30 ± 10 16 29 ± 11 

Tempo de residência em 

área endêmica (anos) ( x  

± DP) 

7±9 32±14 44 22 27±12 2±0 22 21±17 25±11 16 37 29 23 23 22±1 21 ± 11 16 28 ± 9,5 

Número de malárias 

anteriores ( x  ± DP) 
3 / 0 5±3 5 1 1±1 0 2 3±4 7±6 10 4 4 1 120 8±3 19 ± 12 6 7 ± 8 

Tempo desde a última 

malária (meses) ( x  ± 

DP) 

10/14 6±8 7 198 19±20 0 1 3±5 47±112 1 1 60 5 18 7±6 14 ± 21 8 42 ± 81 

 np=1 np=7 np=1 np=1 np=4 np=1 np=1 np=3 np=5 np=1 np=1 np=1 np=1 np=1 np=2 np=7 np=1 np=32 

IFN-γ D0 µg/ mL ( x  ± 

DP) 

34 142±130 143 483 55±15 231,87 44,19 182±88 189±217 302,54 51 95 47,06 2 56,9± 21,8 57±22 34,38 202±160 

IFN-γ D15 µg/ mL ( x  ± 

DP) 

85 213±180 429  84±63 52,67  286±179 572±1032   32 100,31  68,8±13,9 69±14  241±230 

np: número de indivíduos positivos; INIB: número de genes inibidores presentes; ATIV: número de genes ativadores presentes; INIB/ATIV: nº de genes inibidores / nº de genes ativadores; 

x : média; DP: desvio padão 
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Figura 5.6: Correlação entre a razão INIB/ATIV dos genótipos em relação à parasitemia. 
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Figura 5.7: Correlação entre a razão INIB/ATIV dos genótipos em relação aos níveis 

plasmáticos de IFN-γ D15. 
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Ao avaliarmos os níveis plasmáticos de IFN-γ, níveis de parasitemia e os dados 

epidemiológicos em função da razão INIB/ATIV dos indivíduos do grupo com malária, 

observamos que as parasitemias dos indivíduos que apresentavam a razão INIB/ATIV acima 

da mediana (≥ 2,5 - valor que corresponde ao percentil 75 da razão INIB/ATIV) eram 

maiores quando comparadas com as dos indivíduos que tinham razão INIB/ATIV abaixo 

deste valor (P=0,009). O mesmo foi observado com IFN-γ em D15 e com o número de 

malárias anteriores, onde os indivíduos com a razão INIB/ATIV acima da mediana 

apresentavam maiores níveis de IFN-γ e um maior número de malárias anteriores, quando 

comparadas com os dos indivíduos que tinham razão INIB/ATIV abaixo desse valor 

(P=0,003 e P=0,021, respectivamente) (Tabela 5.14). Estes dados sugerem que quanto mais 

genes inibidores presentes no genótipo menor o controle no desenvolvimento da doença, e 

maior a susceptibilidade a infecção malárica.  
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Tabela 5.15: Parasitemia, níveis plasmáticos de IFN-γ e dados epidemiológicos em função da razão INIB/ATIV dos genótipos dos indivíduos 

com malária. 

 Razão INIB/ATIV 

≥ 2,5
♪
 (N=47) < 2,5

♪
 (N=45) Valores de P 

Espécie     

                P . falciparum (n/%) 14 / 30 14 /  31 0,8831 

                P . vivax (n/%) 33 / 70 31 / 69 0,8903 

 

Idade (    ± DP) 
 

31±12 29±11 0,3834 

 

Tempo de residência em área endêmica (anos) (    ± DP) 
 

26±11 26±13 0,5655 

 

Número de malárias anteriores (    ± DP) 
 

7±7 4±5 0,0213 

 

Tempo desde a última malária (meses) (    ± DP) 
 

39±82 19±37 0,0085* 

 

IFN-γ D0 pg/ mL (   ± DP) 
 

211 ± 183 104 ± 131 0,0511 

 

IFN-γ D15 pg/ mL (   ± DP) 
 

460 ± 206 228 ± 377 0,0031
€
 

 

Parasitemia parasita/ µL de sangue (   ± DP) 

 

4271 ± 4736 2327 ± 3279 0,0094
β
 

 

x

x

x

x

x

x

x

          N: número de indivíduos estudados; x : média; DP: desvio padrão; 
♪
: 2,5 - valor corresponde ao percentil 75 da razão INIB/ATIV; *:tempo desde a última malária 

≥2,5)  versus tempo desde a última malária (< 2,5), P<0,05; 
€
: IFN-γ D15 (≥ 2,5) versus IFN-γ D15 (< 2,5), P<0,005 e 

β
: parasitemia (≥ 2,5) versus parasitemia (< 2,5). 
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5.2.5 Perfil epidemiológico, níveis plasmáticos de IFN-γ e parasitemia dos indivíduos 

de acordo com a espécie plasmodial infectante 

 

Ao avaliarmos os indivíduos por espécie plasmodial infectante (Tabela 5.15), observa-

se que dos 93 indivíduos com malária, 64 (69%) estavam infectados com P. vivax, 28 (30%) 

com P. falciparum e 1 (1%) com ambas as espécies. Não observamos diferenças 

estatisticamente significantes em relação às variáveis indicadoras de 

exposição/susceptibilidade/proteção (idade, tempo de residência em área endêmica, número 

de malárias anteriores e tempo desde a última malária), os níveis plasmáticos de IFN-γ e 

parasitemia (P>0,05, para todos). 

 

Tabela 5.16: Perfil epidemiológico dos indivíduos de acordo com a espécie plasmodial 

infectante. 

 Grupos 
 

Valores de P Pv  

(N=64) 

Pf  

(N=28) 

IFN-γ pg/mL    

                   D0 128±152 174±173 0,3747 

                   D15 242±403 321±208 0,277 

Parasitemia (parasitas/μL de sangue)  

Média geométrica (IC 95%) 

1174,57 

(1041-2381) 

1017,11 

(916-2611) 

0,6723 

Tempo de Residência em área endêmica (anos)  

( x  ± DP) 

25 ± 11,6 27 ± 12,5 0,7372 

Idade ( x  ± DP) 26,6 ± 11,4 30,2 ± 11,7 0,7309 

Número de infecções maláricas anteriores  

( x  ± DP) 

6,23 ± 6,85 4,86 ± 4,20 0,6591 

Tempo desde a última malária (meses) ( x  ± DP) 19,67± 48,1 53 ± 92 0,0698 

IC95%: Intervalo de confiança; Pv: indivíduos infectados com P. vivax; Pf: indivíduos infectados com  P. 

falciparum; x : média; DP: desvio padrão 
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5.2.5.1 Correlação entre razão INIB/ATIV dos genótipos dos indivíduos dos grupos 

Pv e Pf com os dados epidemiológicos, níveis plasmáticos de IFN-γ e parasitemia 

 

Ao avaliarmos a relação entre a proporção de genes inibidores e ativadores (razão 

INIB/ATIV) encontrados nos indivíduos dos grupos Pv e Pf e os dados parasitológicos, 

epidemiológicos e os níveis plasmáticos de IFN-γ, nenhuma correlação foi observada 

(P>0,05, para todos).  

 

5.2.7 Distribuição das frequências dos genes KIR em função dos seus ligantes nos 

indivíduos com malária 

 

Ao avaliarmos a associação entre a presença dos pares KIR-HLA (-A;-B e -C) e os  

níveis plasmáticos de IFN-γ e parasitemia, nenhuma associação foi encontrada entre a 

presença desses pares e os níveis plasmáticos de IFN-γ (P>0,05). Em relação à parasitemia, 

observamos que ela apresentava-se aumentada apenas nos indivíduos portadores dos genes 

KIR2DS2 e HLA-C1 (KIR2DS2 _C1) (3954 ± 4620) quando comparados com os indivíduos 

portadores do gene KIR2DS2, porém sem seu ligante (HLA-C1) (3334 ± 4336) (P=0,01; 

IC95%: 0,08161-0,8712) (Tabela 5.17). 
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Tabela 5.17: Níveis plasmáticos de IFN-γ e parasitemia em função da presença dos pares 

KIR-HLA e/ou HLA-C1. 

KIR HLA 

HLA-Ligante 

Parasitemia 

parasitas/μL ( x  ± DP) 

IFN-γ  D0 

pg/mL  ( x  ± DP) 

IFN-γ  D15 

pg/mL ( x  ± DP) 

Presente 

(np) 

Ausente 

(np) 

Presente 

(np) 

Ausente 

(np) 

Presente 

(np) 

Ausente 

(np) 

KIR2DL2/3 C1 
3622 ± 4345 

(96) 

3543 ± 4435 

(59) 

158,6 ± 171,2 

(56) 

108,5 ± 99,91 

(11) 

288,5 ± 383 

(47) 

193,7 ± 158 

(36) 

KIR2DS2 C1 
3954 ± 4620* 

(61) 

3334 ± 4336 

(41)  

144,3 ± 738,7 

(21) 

142,5 ± 146,0 

(8) 

325,5 ± 564,8 

(17)  

103,1 ± 113,1 

(13) 

KIR2DL1 Bw4 
3102 ± 4031 

(56) 

3560 ± 4249 

(35) 

83,49 ± 89,3 

(38)  

95,45 ± 106 

(23) 

114,8 ±138,2 

(29) 

182,8 ± 157,7 

(20) 

KIR3DL1 A3A11 
3248 ± 4200 

(44) 

3157 ± 4859 

(58) 

128 ± 147,7 

(34) 

224,4± 193,6 

(31)  

175,1 ± 178,6 

(44) 

261,1 ± 357,7 

(24) 

KIR2DL2 C2 
3445 ± 4730 

(25) 

3243 ± 3876 

(19) 

161,13 ± 146 

(25) 

186,4 ±176,6 

(20) 

101,6 ± 91,2 

(17) 

249± 417 

 (15) 

KIR2DS1 C2 
2273 ± 2772 

(24) 

3061±3523  

(17) 

135,9 ± 140,8 

(24) 

46,35 ± 6,9 

(16) 

141,9 ± 176 

(20) 

97,99 ± 32,1 

(16) 

KIR3DS1 Bw4 
1835 ± 2280 

(26) 

346 ± 4761 

(19) 

109,06 ± 

130,3 (23) 

103,1 ± 113 

(15) 

83,77 ± 29 

(19) 

142,5 ± 146 

 (9) 

KIR2DS4 Cw4 
2082±2627 

 (27) 

2739 ± 4532 

(55) 

213,7±187,6 

(17) 

83,61 ± 80,9 

(35)    

335,7±487,6 

(19) 

133,7 ± 167,1 

(26) 

x : média; DP: desvio padrão; np:número de indivíduos positivos; *: KIR2DS2_C1 versus KIR2DS2 (P<0,01 

IC95%: 0,08161-0,8712). 
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6. Discussão 

 

 

No presente estudo nós procuramos caracterizar o perfil das frequências gênicas dos 

receptores KIR e seus ligantes presentes em uma população naturalmente exposta à malária e 

identificar uma possível associação entre esses genes e a ocorrência e a evolução da infecção 

malárica. 

Na análise do perfil das frequências gênicas dos receptores KIR e de seus ligantes na 

nossa população de estudo observamos, em relação às frequências dos genes KIR, que os 

genes KIR2DL1, KIR3DL1, KIR2DS4, KIR2DL3 foram os mais prevalentes (acima de 89%). 

Essas altas frequências são similares às encontradas em outras regiões brasileiras (Mato 

Grosso, Pará, Paraná, Belo Horizonte e Rio de Janeiro) (104, 105, 106, 107). Quanto às 

frequências dos genes HLA-I, ligantes do KIR, observamos uma alta prevalência dos genes 

HLA-C1, HLA-Bw4 e HLA-C2 (acima de 65%). Essas freqüências também foram similares 

às encontradas em estudos realizados em diferentes regiões brasileiras (Bahia e Porto 

Alegre) (106 108). Em relação à distribuição das frequências dos pares KIR-HLA, os pares 

KIR2DL2_3/C1 (80%), KIR3DL1/Bw4 (66%) e KIR2DL1/C2 (64%) foram os mais 

prevalentes. Em um único trabalho sobre prevalência de pares KIR-HLA, que foi realizado na 

população do Paraná (106), a alta frequência do par KIR2DL2_3/C1 também foi relatada. 

Entretanto, contrariamente ao observado na nossa população de estudo, as frequências dos 

pares de KIR3DL1/Bw4 (2,4%) e KIR2DL1/C2 (27%) na população do Paraná eram baixas.  

As altas frequências dos pares KIR2DL2_3/C1, KIR3DL1/Bw4 e KIR2DL1/C2 na nossa 

população de estudo pode ser justificada pela elevada ocorrência dos respectivos genes 

(receptores e ligantes) isoladamente (104, 106, 107). Esses dados corroboram a idéia da 

coevolução entre os genes KIR e HLA sustentadas por diversos trabalhos (109 110).  Em 

resumo, nossos dados sugerem que a distribuição das frequências dos genes KIR e HLA   (-

A, -B e -C) da população de Porto Velho não difere da observada em outras regiões 

brasileiras. 

Diversos estudos relatam a relação de receptores de células NK, particularmente os 

receptores KIR e seus ligantes, com a susceptibilidade e o curso clínico de diversas 

patologias (87-91 96). Entretanto, em nosso estudo ao avaliarmos as frequências dos genes 

KIR, HLA  

(-A, -B e –C) e dos pares KIR-HLA (-A, -B e -C) entre os grupos de indivíduos com e sem 

malária nenhuma associação foi observada. Esses resultados são divergentes daqueles 
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publicado por Taniguchi e col.(96), no qual uma maior freqüência dos genes KIR3DL1/S1 e 

KIR2DS4 foi associada à infecção por P. falciparum (Ilhas Salomão). Sugerindo, portanto, 

que esses genes possam ser marcadores de susceptibilidade à malária nessa população.  

Inúmeros trabalhos demonstram que as frequências genotípicas podem variar 

enormemente entre as populações, como resultados de diferentes pressões seletivas, além da 

deriva genética, do fluxo gênico e do efeito fundador (104, 105, 111, 112, 113). Em nosso 

estudo foram caracterizados 48 genótipos KIR, dentre os mais de 300 genótipos já descritos 

na literatura (83). Dentre os genótipos caracterizados, observamos uma maior frequência dos 

genótipos 42/BAF-1 (30,8%) e 33/BAF-2 (15,2%) (Tabela 5.5). Todos os genótipos por nós 

encontrados apresentam distribuição cosmopolita, porém com frequências que variam inter e 

intrapopulações (104, 106). Essas variações podem estar associadas à ação de fatores 

evolutivos e/ou efeitos demográficos.  

Visto que nossa área de estudo é caracterizada por intensas migrações internas, intra e 

inter-regionais (99), comparamos a distribuição das frequências genotípicas dos receptores 

KIR dos indivíduos oriundos de área não endêmica (grupo dos migrantes) com a dos 

indivíduos nativos de área endêmica (grupo dos nativos) que apresentam uma forte 

descendência ameríndia. Foi interessante observar que o grupo dos nativos apresentava uma 

maior variabilidade de genótipos (43/48) e que um grande número desses genótipos (27/43) 

só ocorriam neste grupo, os quais denominamos genótipos exclusivos do grupo dos nativos. 

No grupo dos migrantes, além da menor variabilidade genotípica (21/48), apenas 5 genótipos 

foram característicos desse grupo (exclusivos do grupo dos migrantes) (Figura5. 1).  Uma 

das explicações para essa diferença pode envolver mecanismos evolutivos dentre eles a 

deriva gênica que, ao contrário do que poderia ocorrer na população de migrantes, 

desempenharia um importante papel na determinação da diversidade genética da população 

nativa (114). Cabe ressaltar que os genótipos exclusivos do grupo dos nativos são frequentes 

nas populações da Ásia, das Américas do Norte, Central e do Sul. Além disso, dentre os 

genótipos comuns aos dois grupos, o 33/BAF-2 é mais prevalente no grupo dos nativos e 

apesar de ser cosmopolita, como citado anteriormente, está fortemente associado a 

populações ameríndias da Ásia e Américas Central e Sul. Esse fato corrobora a idéia da 

origem da população das Américas estarem intrinsecamente relacionadas à migração de 

asiáticos para o continente americano há 11-12 mil anos atrás (115). 

 Vários trabalhos descrevem a relação entre determinados genótipos e a incidência e a 

evolução clínica de diversas patologias (89-91). Para avaliarmos se os genótipos encontrados 

em nossa população estavam associados a uma maior susceptibilidade ou proteção à malária 



78 

 

utilizamos os seguintes parâmetros: infecção atual, relatos do número de malárias anteriores, 

do tempo desde a última infecção e das espécies plasmodiais contraídas em episódios 

prévios. Observamos uma maior prevalência do genótipo 42 (BAF-1) no grupo dos 

indivíduos com malária e do genótipo 33 (BAF-2) no grupo dos indivíduos não infectados 

(Tabela 5.12). Esses dados sugerem que genótipo 42 possa ser considerado marcador de uma 

maior susceptibilidade à malária enquanto o 33 de uma maior proteção, em nossa população 

de estudo. Em estudo semelhante, realizado nas Ilhas Salomão, o genótipo 42 também foi 

associado à susceptibilidade à malária (96).  Um fato curioso em relação às espécies 

plasmodiais infectantes, é que apesar de não observarmos diferença na distribuição das 

frequências genotípicas em função das espécies plasmodiais contraídas em episódios 

anteriores, determinados genótipos só ocorreram em grupos que relataram malárias 

unicamente por P. falciparum (genótipos 7, 9, 38, n=4/32) ou por P. vivax (genótipos 22, 25, 

48, n=6/83). Entretanto, o tamanho amostral é muito pequeno para inferir hipóteses a partir 

desses dados. Também observamos, no grupo dos nativos, que os indivíduos portadores dos 

genótipos exclusivos relataram um menor número de infecções maláricas (4 versus 13) e um 

maior período de tempo em relação à última infecção (59 versus 26, meses) quando 

comparados aos indivíduos do mesmo grupo, porém não portadores desses genótipos 

(P=0.0001 e P=0.01, respectivamente). Esses dados sugerem que os genótipos exclusivos, 

herdados pela população nativa de Porto Velho, possam ter representado um importante 

papel na sobrevivência e manutenção das populações ameríndias, estando sob ação de 

diferentes fatores evolutivos, dentre eles a seleção positiva associada à malária.  

Sabe-se que os genes KIR são expressos de modo aleatório, cada célula NK de um 

indivíduo possui seu repertório KIR, o qual é altamente variável em termos de número e 

combinação de receptores. Uma célula NK pode então expressar em sua superfície de um a 

todos os genes KIR presentes em seu genótipo. Contudo, o repertório KIR de um indivíduo 

depende diretamente dos genes KIR herdados. A variação do conteúdo gênico e a 

diversidade alélica dos genes KIR podem afetar a função e o nível de especificidade e 

sensibilidade das células NK (106, 116). Dentro desse contexto, avaliamos se a variação da 

proporção entre genes KIR inibidores e ativadores, presentes nos genótipos de nossa 

população, poderiam ser indicadores de maior susceptibilidade ou proteção à infecção 

malárica. Para tal, calculamos a razão entre o número de genes inibidores e o número de 

genes ativadores de cada genótipo, a qual denominamos de razão INIB/ATIV e 

correlacionamos com os indicadores de susceptibilidade/proteção (número de malárias 

anteriores e tempo decorrido desde a última infecção). Cabe ressaltar que todo genótipo tem 
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mais genes inibidores que ativadores, visto que os receptores inibidores são fundamentais 

para o controle da atividade das células NK e para manutenção da tolerância periférica (117). 

Nenhuma associação foi observada entre a razão INIB/ATIV dos genótipos KIR, de toda a 

população do estudo, e os indicadores de susceptibilidade/proteção à infecção malárica. 

Curiosamente, um maior gradiente de genes KIR ativadores, nos genótipos exclusivos do 

grupo dos nativos, parece influenciar na proteção, visto que uma correlação negativa foi 

verificada entre a razão INIB/ATIV e os indicadores de proteção. Nos indivíduos com 

malária, uma correlação positiva foi observada entre a razão INIB/ATIV e a parasitemia, 

sugerindo que um maior gradiente de genes inibidores interfira no controle/eliminação dos 

parasitas.  Entretanto, também observamos que um maior gradiente de genes inibidores 

estava associado a níveis mais elevados de IFN-γ. Associação semelhante foi relatada por 

Artavanis e col. (118). Esses autores, em experimentos in vitro observaram que células NK 

de indivíduos que continham mais genes inibidores (KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1 e 

KIR3DL2) em seus genótipos produziam níveis mais elevados de IFN-γ. Várias hipóteses 

podem ser evocadas para explicar esse fenômeno, dentre elas: a) a presença dos genes não 

implica na sua expressão, b) a variabilidade alélica dos genes poderia interferir na ligação 

entre os receptores inibidores e seus ligantes acarretando na ativação das células NK (96) e, 

c) a presença de outros receptores de ativação na superfície das células NK (NKp46, 

CD94/NKG2A, dentre outros) (66-68).                                            

  Vários trabalhos mostram que o IFN-γ é o indutor chave dos mecanismos imunes 

efetores essenciais para o controle inicial da infecção tanto das formas pré-eritrocíticas 

quanto eritrocíticas (119), mas há evidências de que níveis altos de IFN-γ podem contribuir 

para o desenvolvimento da patologia (120). Em nosso trabalho, os níveis elevados de IFN-γ 

sugerem um papel protetor dessa citocina visto que nenhum indivíduo apresentou malária 

grave. (82,83).  

Vários trabalhos vem demonstrando a importância da presença dos pares KIR-HLA(-A, -

B, -C) na susceptibilidade ou proteção a diversas doenças (87-89,91) devido ao papel desses 

pares na modulação das respostas imunes. Em nosso estudo verificamos o gene ativador 

KIR2DS2 estava associado a níveis parasitemia mais elevados nos indivíduos que 

apresentavam seu par HLA-C1.  Em várias doenças a presença desse par KIR2DS2_C1 está 

associada à maior susceptibilidade, recorrência e gravidade (121-123). Estudos que avaliem 

o repertório de receptores KIR expressos nos indivíduos portadores do KIR2DS2_C1 são 

necessários para esclarecer o papel desses nas diferentes patologias.  
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Acreditamos que os dados obtidos sobre a distribuição das frequências gênicas dos 

receptores KIR e de seus ligantes HLA-I, em populações de área endêmica de malária, 

possam contribuir para futuros estudos sobre o impacto funcional desses genes, o seu papel 

na regulação da resposta imune, na relação com a incidência e na evolução clínica não só da 

malária como de outras doenças infecciosas. 
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7. Conclusões 

 

1) A distribuição das freqüências dos genes KIR e HLA (-A, -B e -C) na população de 

Porto Velho não difere das observadas em outras regiões brasileiras. 

 

2) O perfil da distribuição gênica dos receptores KIR e de seus ligantes HLA (-A, -B e -

C) não apresentou influência sobre a susceptibilidade à malária na população de 

Porto velho. 

 

3) Foram caracterizados 48 genótipos KIR na população de Porto Velho, todos com 

distribuição cosmopolita. Sendo o 42/BAF-1 e o 33/BAF-2 os mais frequentes. 

  

4) Os indivíduos nativos de área endêmica apresentavam: uma maior variabilidade 

genotípica; uma maior freqüência do genótipo 33/BAF-2; um grande número de 

genótipos exclusivos. 

 

5) Os genótipos exclusivos do grupo dos nativos estão associados aos genótipos das 

populações ameríndias da Ásia e Américas do Norte e Central. Esses genótipos 

apresentam um maior gradiente de genes ativadores. 

 

6)  Os indivíduos nativos portadores de genótipos exclusivos relataram um menor 

número de infecções maláricas e um maior período de tempo desde a última 

infecção, sugerindo que esses genótipos confiram uma maior proteção.  

 

7) Os indivíduos com malária portadores de genótipos com maior gradiente de genes 

inibidores apresentam maior parasitemia, sugerindo que a presença desses genótipos 

esteja associada a um menor controle/eliminação dos parasitas. 

 

8)  Os indivíduos com malária portadores de genótipos com maior gradiente de genes 

inibidores apresentavam níveis plamáticos de IFN-γ elevados, sugerindo que a 

presença desses genótipos esteja associada à produção de IFN-γ. 

9)  Nos indivíduos com malária, a presença do gene ativador KIR2DS2 e seu ligante 

HLA-C1 está associada a níveis de parasitemia mais elevados, indicando que a 

presença do par KIR2DS2_C1 esteja associado a um menor controle/eliminação dos 

parasitas. 
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8. Perspectivas 

 

Sendo este trabalho o primeiro a caracterizar os 16 genes KIR e seus ligantes 

presentes em indivíduos de área endêmica brasileira de malária, faz-se necessário um maior 

aprofundamento do conhecimento da presença desses genes em nossa população 

naturalmente exposta à malária, e sua interação com a infecção malárica. Portanto, nossas 

perspectivas para a continuidade desse estudo são: 

 

 Avaliar a frequência da combinação dos pares KIR-HLA (-A, -B e -C) dos indivíduos 

com malária e sua possível influência no desenvolvimento da infecção; 

 

 Correlacionar as frequências alélicas e haplotípicas dos genes KIR e seus ligantes 

presentes na população com o padrão de resposta das células NK, os dados clínicos, 

epidemiológicos e parasitológicos destes indivíduos, visando elucidar as influências 

desses genes no curso da infecção e desenvolvimento de imunidade; 

 

 Verificar a expressão dos genes KIR nas células NK, assim como a sua ativação na 

população naturalmente exposta à malária; 
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