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Resumo 

 Plasmodium vivax tem sido reconhecido por sua capacidade de causar malária grave, o 

que torna prioritário os estudos acerca dos mecanismos patogênicos associados a essa espécie. 

Dado o caráter inflamatório exibido pela malária vivax, faz-se relevante estudar os fatores 

genéticos do hospedeiro vertebrado que podem influenciar o curso da doença. Nesse sentido, 

o presente trabalho investigou a influência da variabilidade genética de componentes 

plaquetários e do inflamossoma sobre a morbidade na infecção por P. vivax. Mais 

especificamente, a primeira hipótese avaliada foi a de que alterações clínicas e hematológicas 

na malária vivax estão envolvidas com polimorfismos em genes de receptores plaquetários, 

relacionados ao aumento da adesão e/ou agregação das plaquetas: integrina α2 (C807T), 

integrina β3 (T1565C) e glicoproteína GPIbα (T-5C). A partir do estudo de aproximadamente 

200 indivíduos sintomáticos infectados por P. vivax, foi possível confirmar que os 

polimorfismos do receptor para colágeno (α2) e do receptor para fator de von Willebrand 

(GPIbα) estão associados a duas das complicações mais frequentes na malária: 

trombocitopenia grave e anemia. A segunda hipótese investigada foi a de que polimorfismos 

em genes de componentes do inflamossoma – plataforma molecular capaz de desencadear a 

produção de citocinas inflamatórias – estão associados à morbidade em pacientes infectados 

por P. vivax. Nossos achados confirmaram essa hipótese e sugeriram que polimorfismos nos 

genes de NLRP1, NLRP3 e CARD8 podem contribuir para as alterações clínicas e 

hematológicas observadas nos indivíduos estudados. Em conjunto, os dados aqui apresentados 

constituem a primeira demonstração de que a variabilidade genética de receptores 

plaquetários e componentes do inflamossoma pode influenciar na patogenia da malária 

causada por P. vivax. Estudos futuros visando esclarecer o papel da cascata de coagulação-

inflamação na morbidade dessa doença fazem-se necessários.  
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Abstract 

 Plasmodium vivax is increasingly recognized as an important cause of severe malaria, 

making studies on the mechanisms involved on its pathogenesis of high priority. Given the 

marked inflammatory status of P. vivax infection, it seems to be relevant to investigate host 

genetic polymorphisms that might influence the course of disease. In this context, the present 

study investigated whether genetic variability in platelets and inflammasome components 

would contribute to vivax malaria morbidity. More specifically, the first hypothesis 

investigated was that susceptibility to P. vivax disease could be associated with 

polymorphisms in relevant platelet membrane glycoproteins that result in gain of function: 

integrin α2 (C807T), integrin β3 (T1565C) and GPIbα (T-5C). By studying about 200 

symptomatic patients, we confirmed that polymorphisms associated with collagen (α2), and 

von Willebrand factor (GPIbα) receptors were associated with two of the most common P. 

vivax complications: severe thrombocytopenia and anemia. The second hypothesis 

investigated was that polymorphisms in inflammasome genes – molecular platforms capable 

of promoting pro-inflammatory cytokines production – could be associated with P. vivax 

disease. Our findings confirmed this hypothesis and suggested that genetic variability in 

NLRP1, NLRP3 and CARD8 would partially explain the differences in hematological and 

clinical profiles of P. vivax patients. All together, this study represents the first demonstration 

that genetic variability in platelet receptors and inflammasome components might contribute 

to P. vivax pathogenesis, and it opens new possibilities to investigate the crosstalk between 

coagulation and inflammation on malaria morbidity. 

 



17 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

1 Introdução 

 



18 
 

1.1 Malária humana: aspectos gerais 

 Doença parasitária típica de países tropicais e subtropicais, a malária é responsável por 

grandes encargos sociais, políticos e econômicos em todo o globo. Apesar do crescente 

investimento em políticas de controle, evidenciado pela redução da mortalidade nos últimos 

anos, cerca de três bilhões de pessoas em 97 países e territórios encontram-se sob risco de 

contrair essa doença. A África Subsaariana concentra 90% dos óbitos atribuídos à malária, 

representados, em sua maioria, por crianças com menos de cinco anos de idade (WHO, 2014). 

 No Brasil, em 2013, 99,5% da transmissão da malária concentrou-se na Região 

Amazônica, considerada área endêmica no país, onde foram notificados cerca de 200 mil 

casos nesse mesmo ano (Pina-Costa et al., 2014). O principal vetor da doença nessa região é o 

mosquito Anopheles darlingi, presente em cerca de 80% do território nacional (Oliveira-

Ferreira et al., 2010). Na Região Amazônica ocorre a transmissão de três espécies de parasitos 

causadores da malária humana: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum e Plasmodium 

malariae. Todavia, as infecções por P. vivax representam aproximadamente 80% dos casos 

registrados. 

 Os protozoários parasitos causadores de malária pertencem ao filo Apicomplexa, à 

família Plasmodiidae e ao gênero Plasmodium. Quatro são as espécies do gênero Plasmodium 

que parasitam mais frequentemente os humanos, a saber: Plasmodium falciparum, 

Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. Recentemente, a transmissão 

natural de Plasmodium knowlesi, parasito de símios, tem sido associada a um grande número 

de casos clínicos de malária humana no sudeste asiático. Dessa forma, considera-se 

Plasmodium knowlesi como a quinta espécie capaz de infectar humanos (Yusof et al., 2014).  

As infecções causadas por P. falciparum e P. vivax representam um grande desafio 

para a saúde pública mundial. P. falciparum, a espécie mais letal, tem maior prevalência no 

continente africano. Dentre as espécies causadoras de malária humana, P. vivax é a que 

apresenta maior distribuição geográfica, podendo se desenvolver no mosquito vetor a baixas 

temperaturas e altitudes mais elevadas. Em 2013, foram estimados cerca de 20 milhões de 

casos de infecção por P. vivax no mundo. Nas Américas, 62% dos casos registrados de 

malária foram atribuídos a essa espécie (WHO, 2014).  
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1.2 Ciclo de vida de Plasmodium spp. no Homem  

 O ciclo de vida de plasmódios que infectam humanos inicia-se a partir da inoculação, 

por fêmeas de anofelinos, dos esporozoítos na pele. Estas formas podem deixar o local da 

picada via vasos linfáticos ou sanguíneos, ou permanecer na pele do hospedeiro (Ménard et 

al., 2013). Os esporozoítos que atingem a corrente sanguínea se dirigem ao fígado, onde darão 

início ao ciclo pré-eritrocítico. É importante ressaltar, ainda, que antes da invasão de 

determinado hepatócito e formação do vacúolo parasitóforo, o esporozoíto migra por várias 

células do hospedeiro (Mota et al., 2001). Uma vez no fígado, essas formas parasitárias 

podem se diferenciar em esquizontes que, ao final de inúmeras divisões mitóticas, darão 

origem a merozoítos. Nas infecções por P. vivax e P. ovale é possível ocorrer também o 

desenvolvimento de formas latentes denominadas hipnozoítos, as quais permanecem nas 

células do fígado por tempo variável e são responsáveis pelas recaídas da doença (Krotoski et 

al., 1986). 

 Durante muito tempo, acreditou-se que a saída dos merozoítos dos hepatócitos ocorria 

por meio da ruptura dessas células (Frevert, 2004). No entanto, trata-se de um processo em 

que o parasito manipula a membrana celular do hospedeiro, de forma que centenas de 

merozoítos são juntamente empacotados em vesículas denominadas merossomos. Essas 

estruturas se destacam dos hepatócitos e atingem o lúmen dos sinusóides hepáticos, onde 

ocorre a liberação dos merozoítos (Sturm et al., 2006). Estima-se que cada hepatócito 

parasitado libere até 40.000 merozoítos que, a partir da invasão de eritrócitos, darão início ao 

ciclo eritrocítico (Good et al., 2005). Esta fase resulta no rompimento das hemácias, liberação 

de novos merozoítos e aparecimento dos sintomas clínicos da doença. Finalmente, alguns 

parasitos da fase eritrocítica se diferenciam em formas sexuadas, denominadas gametócitos, 

que darão continuidade ao ciclo de Plasmodium spp. no mosquito vetor. Os gametócitos dão 

origem aos gametas, que se fundem no lúmen intestinal do mosquito. O zigoto formado, 

denominado oocineto, atravessa o epitélio intestinal e se transforma em oocisto, no qual 

milhares de esporozoítos se desenvolvem. Essas formas são liberadas na cavidade corpórea do 

inseto e, posteriormente, atingem a glândula salivar (Smith et al., 2014).  

 Plasmodium vivax, além de sua capacidade em produzir formas latentes no fígado 

(Figura 1), apresenta outras peculiaridades em seu ciclo biológico, quando comparado a P. 

falciparum. Durante a fase sanguínea, P. vivax invade preferencialmente, se não 

exclusivamente, células vermelhas imaturas conhecidas como reticulócitos (Sturm et al., 

2006). De maneira geral, seu processo de invasão requer a interação entre uma proteína apical 
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do parasito denominada Duffy Binding Protein (PvDBP) e seu receptor nos reticulócitos, o 

antígeno de grupo sanguíneo Duffy receptor para quimiocinas (DARC) (Miller et al., 1976). 

Ademais, algumas formas eritrocíticas de P. vivax podem se diferenciar em gametócitos antes 

mesmo do aparecimento dos sintomas e, por consequência, do início do tratamento; o que 

viabiliza a continuidade do ciclo no inseto vetor (Mueller et al., 2009; White et al., 2013). 

     

 

Adaptado de Mueller et al., 2009 

Figura 1: Desenho esquemático ilustrando o ciclo de vida do parasito Plasmodium vivax nos 

hospedeiros vertebrado (Homem) e invertebrado (fêmeas de anofelinos) 

 

1.3 Patogenia associada à malária por P. vivax 

 A infecção malárica acomete vários órgãos e sistemas, o que favorece o surgimento de 

complicações clínicas e o desenvolvimento da forma grave da doença. Apesar de sua notável 

complexidade, a patogênese da malária, particularmente a causada por P. falciparum, é 

caracterizada por uma resposta pró-inflamatória exacerbada, comprometimento do endotélio e 

obstrução de capilares sanguíneos, que podem culminar em desfechos fatais (Schofield & 

Grau, 2005; Cunnington et al., 2013).  
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 Embora P. vivax seja a espécie causadora de malária humana com maior distribuição 

global, a malária vivax foi, durante muito tempo, uma doença negligenciada. 

Consequentemente, grande parte dos estudos na área de patogenia se encontra direcionada 

para a espécie mais letal, P. falciparum. No entanto, a partir do emprego do diagnóstico 

molecular, tornou-se evidente que a monoinfecção por P. vivax pode ser responsável por 

graves complicações clínicas e hematológicas, assim como ocorre em pacientes infectados por 

P. falciparum (Price et al., 2007). De fato, ao longo dos últimos anos, casos de infecções por 

P. vivax associados a internações e óbitos têm sido reportados com maior frequência, 

particularmente em países asiáticos (Genton et al., 2008; Tjitra et al., 2008) e na Região 

Amazônica brasileira (Lacerda et al., 2012). A ocorrência de complicações tem sido atribuída 

a uma variedade de fatores, tais como: intensidade de transmissão, presença de comorbidades, 

características do hospedeiro – sexo, idade e background genético – além de resistência ao 

tratamento antimalárico (Costa et al., 2012).  

Mecanismos específicos que determinam a patogenia ocasionada por P. vivax ainda 

são pouco conhecidos. Por outro lado, a malária por P. falciparum é caracterizada pela 

citoadesão de hemácias parasitadas ao endotélio ativado, o que acarreta no sequestro do 

parasito e obstrução da microvasculatura (Turner et al., 1994; Dondorp et al., 2008). Como 

resultado desse processo, trofozoítos maduros e esquizontes são raramente vistos na 

circulação periférica (MacPherson et al., 1985) e a carga total parasitária subestimada. Um 

estudo recente demonstrou, no entanto, que a carga de P. vivax também é subestimada pela 

contagem de parasitos circulantes no sangue periférico, sugerindo uma acumulação tecidual 

de eritrócitos parasitados (Barber et al., 2015). De fato, a citoadesão de P. vivax a tecidos do 

hospedeiro foi demonstrada in vitro (Carvalho et al., 2010) e parece associada às formas 

parasitárias mais maduras, especialmente esquizontes (Lopes et al., 2014); ademais, trabalhos 

anteriores descreveram a presença de eritrócitos intactos infectados por P. vivax na medula 

óssea (O’Donnel et al., 1998; Ru et al., 2009) e no baço (Machado-Siqueira et al., 2012). De 

relevância, foi demonstrado que marcadores utilizados para avaliar a carga parasitária total – 

circulante e acumulada nos tecidos – estavam fortemente associados à gravidade da malária 

por P. vivax e à produção de citocinas inflamatórias (Barber et al., 2015).  

Assim como ocorre na malária por P. falciparum, as manifestações clínicas da 

infecção malárica causada por P. vivax parecem estar profundamente associadas a uma 

potente resposta pró-inflamatória e a um desequilíbrio na produção de citocinas (Andrade et 

al., 2010). Níveis plasmáticos de TNF – citocina relacionada ao paroxismo da infecção por P. 

vivax – aumentam de acordo com a gravidade da doença. Níveis de IFN-γ também se 
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mostraram elevados em pacientes com manifestações graves. Em contraste, IL-10, que possui 

papel anti-inflamatório, apresentou níveis diminuídos nesses indivíduos (Andrade et al., 

2010). Um estudo recente, conduzido em Rondônia, demonstrou que pacientes sintomáticos 

na fase aguda da infecção por P. vivax apresentaram produção das citocinas pró-inflamatórias 

IL-1β, IL-2, IL-6, IL-17, IFN-γ, TNF-α, acompanhada de baixos níveis de plaquetas 

(Rodrigues-da-Silva et al., 2014). Além desses mediadores inflamatórios, os ácidos nucleicos 

circulantes (CNAs) – porções de ácidos nucleicos liberadas na corrente sanguínea de forma 

ativa por células vivas ou por ocorrência de morte celular – estão aumentados na malária 

vivax e parecem associados à morbidade (Franklin et al., 2011). Nesse trabalho, nosso grupo 

demonstrou, ainda, que baixos níveis plaquetários estavam associados a elevadas 

concentrações dessas moléculas. 

A malária afeta quase todos os componentes do sangue e por isso pode ser considerada 

uma doença infecciosa hematológica (Lacerda et al., 2011). A anemia e a trombocitopenia são 

as complicações hematológicas mais observadas nos pacientes (Wickramasinghe & Abdalla, 

2000). Na infecção por P. vivax, cerca de 30 eritrócitos não parasitados são eliminados para 

cada célula infectada (Collins et al., 2003); mas, apesar de se tratar de um importante 

componente associado à anemia, os mecanismos por trás da remoção de eritrócitos não 

parasitados necessitam de maiores investigações (Douglas et al., 2012). A formação das 

chamadas “rosetas” – fenômeno de adesão entre um eritrócito infectado e células vermelhas 

não infectadas – que há décadas tem sido associada à patogenia da malária por P. falciparum, 

parece ser frequente em infecções por P. vivax (Lee et al., 2014). De relevância, as rosetas 

parecem contribuir para o desenvolvimento da anemia nesses pacientes (Marín-Menéndez et 

al., 2013).  

Apesar de não se tratar de um critério para malária grave, a trombocitopenia tem se 

mostrado um importante marcador clínico para o diagnóstico de malária em indivíduos febris 

que retornaram de áreas tropicais (D’Acremont et al., 2002). Em uma revisão sistemática da 

literatura, níveis de plaquetas inferiores a 150.000/mm3 variaram de 24 a 94% em pacientes 

com malária aguda, sendo esta frequência similar para as duas principais espécies que afetam 

humanos (Lacerda et al., 2011). Em contrapartida, dados provenientes da Índia mostraram 

que a trombocitopenia apresentou-se mais frequente e com maior gravidade em pacientes 

infectados por P. vivax (Kochar et al., 2010). Em um grupo de 17 pacientes de Manaus 

infectados apenas por P. vivax, com pelo menos um dos critérios de gravidade estabelecidos 

pela OMS, 14 apresentaram trombocitopenia (Alexandre et al., 2010). Esta complicação 

hematológica apresenta-se logo no início da infecção, sendo que os níveis plaquetários 
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tendem a retornar à normalidade após tratamento eficaz com antimaláricos. Os mecanismos 

determinantes da trombocitopenia associada à malária vivax ainda não são claros; no entanto, 

podem estar relacionados a distúrbios de coagulação, sequestro de plaquetas no baço, 

alterações na medula óssea, destruição de plaquetas mediada por anticorpos, agregação 

plaquetária e estresse oxidativo (Lacerda et al., 2011). Achados recentes demonstraram que a 

fagocitose de plaquetas também pode estar associada ao desenvolvimento da trombocitopenia 

na infecção por P. vivax (Coelho et al., 2013).  

1.4 Plaquetas e malária por P. vivax: contribuição para a patogenia   

Além do seu papel central na hemostasia, as plaquetas desempenham funções 

relacionadas à modulação da resposta imune e à inflamação (Morrel et al., 2014). Um extenso 

número de trabalhos tem demonstrado que esses fragmentos celulares influenciam o curso de 

processos inflamatórios, e assim contribuem para a proteção ou desenvolvimento de diversas 

patologias (Srivastava et al., 2008; Smyth et al., 2009; Clemetson, 2011). Na malária murina, 

as plaquetas são ativadas precocemente durante o estágio eritrocítico do parasito e dão início à 

resposta de fase aguda do hospedeiro (Aggrey et al., 2013). 

Quando ativadas, as plaquetas liberam componentes que auxiliam na adesão, secretam 

mediadores inflamatórios e expressam diversas moléculas de superfície, responsáveis por 

recrutar e ativar células do sistema imune. Portanto, esses pequenos fragmentos de 

megacariócitos são capazes de interagir com outros diferentes tipos celulares de forma direta 

– por mecanismos dependentes de contato – e indiretamente, por meio da secreção de 

mediadores imunes (Morrel et al., 2014).  

As plaquetas são uma fonte abundante de micropartículas (MPs) (Boilard et al., 2010). 

Essas estruturas são vesículas de membrana liberadas por células ativadas em resposta a 

diversos estímulos, tais como, citocinas inflamatórias, indutores de estresse e apoptose. As 

MPs podem armazenar um grande número de moléculas bioativas, as quais podem ser 

disseminadas e transferidas entre as células. Estas microvesículas são consideradas potenciais 

biomarcadores de inflamação, sendo detectadas em níveis elevados no plasma de pacientes 

com doenças inflamatórias distintas (Doeuvre et al., 2009). Em 2010, Campos e 

colaboradores mostraram pela primeira vez que MPs de leucócitos, eritrócitos e plaquetas se 

encontravam em número elevado no plasma de pacientes infectados por P. vivax. Esta foi a 

primeira evidência de que os níveis de micropartículas derivadas de plaquetas (PMPs) 

estavam associados a manifestações clínicas da doença (Campos et al., 2010). Na malária 

causada por P. falciparum, as PMPs facilitam a adesão de eritrócitos infectados ao endotélio 
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cerebral (Faille et al., 2009). Dessa forma, especula-se que essas vesículas possam estar 

envolvidas com a citoadesão ao endotélio pulmonar na malária por P. vivax, sugerida por 

Anstey e colaboradores (2007). 

As várias funções desempenhadas pelas plaquetas também incluem seu papel protetor 

em infecções por diferentes patógenos (Morrel et al., 2014). No que diz respeito à malária, 

verificou-se que as plaquetas estão associadas à morte das formas intraeritrocíticas, sendo este 

fenômeno, a princípio, espécie independente (McMorran et al., 2009). Foi demonstrado, 

posteriormente, que a morte de P. falciparum mediada por plaquetas requeria contato entre as 

mesmas e os eritrócitos infectados, liberação do fator plaquetário quatro (PF4) – quimiocina 

liberada por plaquetas ativadas – e ligação desse fator ao receptor DARC dos eritrócitos 

(McMorran et al., 2012). Além de seu papel clássico como quimiocina, PF4 também 

apresenta atividade antimicrobiana e pode desencadear diretamente a morte de bactérias 

patogênicas e fungos (Tang et al., 2002; Yeaman et al., 2007). Esses achados endossam a 

hipótese de que o próprio fator plaquetário seja a molécula efetora responsável pela morte 

mediada por plaquetas, principalmente das formas intraeritrocíticas mais maduras. Estudos 

sugerem, ainda, que PF4 leva à morte do parasito nos eritrócitos, por meio da lise de seu 

vacúolo digestivo (Love et al., 2012). Compreender os diversos componentes e funções das 

plaquetas, portanto, demonstra ser de grande importância para o entendimento da proteção e 

susceptibilidade na malária por P. vivax.  

 1.4.1 Variabilidade genética de receptores plaquetários 

 As plaquetas possuem glicoproteínas de membrana, há muito estudadas, as quais 

consistem em receptores de superfície responsáveis por importantes funções, tais como 

adesão, ativação e agregação plaquetárias. Grande parte dos estudos acerca dessas 

glicoproteínas está restrita a doenças cardiovasculares. Entretanto, sabe-se que a variabilidade 

genética do hospedeiro pode afetar os receptores de superfície das plaquetas, de forma a 

modificar o desempenho das mesmas, bem como sua contribuição em diversas patologias 

(Jiménez et al., 2008).  

 Entre os principais receptores de plaquetas estão incluídas as glicoproteínas GPIa/IIa, 

GPIIb/IIIa e GPIbα (Figura 2). A GPIa/IIa, também conhecida como integrina α2β1, é o 

principal receptor plaquetário para colágeno, responsável pela ativação e adesão das plaquetas 

à parede vascular danificada. O polimorfismo C807T (rs1126643) do gene que codifica a 

subunidade α2 está relacionado à densidade de α2β1 e ao ganho de função na adesão 
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plaquetária, sendo que indivíduos carreadores do alelo T possuem maiores níveis desse 

receptor e elevado risco trombótico (Kunicki et al., 1997; Moshfegh et al., 1999). 

 De grande importância para a formação do trombo e controle de hemorragias, 

GPIIb/IIIa – ou αIIbβ3 – é capaz de se ligar ao fibrinogênio, que atua como substrato no 

recrutamento de novas plaquetas para o local da lesão. Um polimorfismo no gene que codifica 

a subunidade β3 (rs5918), localizado na posição 1565, parece estar relacionado a uma maior 

agregação plaquetária (Feng et al., 1999). Presente em cerca de 10% da população, o alelo 

mutado tem sido associado a doenças cardiovasculares prematuras e trombose (Goldschmidt-

Clermont et al., 1999; Walter et al., 1997). No entanto, para muitos autores, essa associação 

não está totalmente esclarecida (Floyd et al., 2014).  

  A interação inicial entre plaquetas e a parede vascular lesionada é mediada pelo 

complexo GPIb-IX-V, sendo a glicoproteína GPIbα o maior polipeptídeo dentre os que 

compõem esse complexo (Huizinga et al., 2002). GPIbα apresenta uma região capaz de se 

ligar a uma proteína encontrada no plasma e na matriz subendotelial, denominada fator de von 

Willebrand (vWF), sendo essa associação de extrema importância para a ativação plaquetária 

(López, 1994). Níveis elevados de vWF foram observados durante a infecção por P. vivax e 

associados a baixas contagens de plaquetas (Mast et al., 2009). Com relação aos níveis do 

receptor para vWF, foi proposto que o polimorfismo T-5C (rs2243093) de GPIbα determina a 

expressão dessa glicoproteína na superfície das plaquetas. Assim, portadores do alelo C – 

menos frequente nas populações – apresentam maiores níveis de GPIbα e maior risco no 

desenvolvimento de doenças coronarianas (Afshar-Kharghan et al., 1999). Todavia, o estudo 

de receptores plaquetários é pouco explorado na malária e, então, não se conhece a 

contribuição desse polimorfismo para a morbidade da doença. 
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Adaptado de Kraft et al., 2012 

Figura 2: Representação esquemática dos principais receptores de plaquetas e suas 

respectivas interações. A adesão plaquetária ao endotélio, mediada por GPIa/IIa e GPIb-IX-V, 

leva à ativação plaquetária e secreção de adenosina difosfato (ADP). A glicoproteína 

GPIIb/IIIa promove a agregação das plaquetas, por meio da ligação ao fibrinogênio 

 

1.5 Componentes do inflamossoma e variabilidade genética 

 Achados recentes demonstraram que as plaquetas são capazes de processar e secretar 

IL-1β em sua forma ativa (Hottz et al., 2013). De grande importância para a resposta imune 

inata, essa citocina é produzida em decorrência da formação de complexos moleculares 

denominados inflamossomas (Figura 3). Estes complexos consistem em plataformas 

moleculares que se tornam ativadas em resposta a uma variedade de estímulos provenientes 

de infecções, dano tecidual ou desequilíbrios metabólicos (Latz et al., 2013). 

 Inicialmente, a produção de IL-1β via inflamossoma requer a ativação de receptores 

intracelulares do tipo NOD (NLRs). O inflamossoma mais bem caracterizado apresenta 

NLRP3 como sensor de patógeno ou dano e, uma vez sensibilizado, promove a ativação 

indireta da caspase-1, a fim de produzir IL-1β e IL-18 (Schroder & Tschopp, 2010). Ao 

contrário, o inflamossoma contendo NLRP1 é capaz de ativar caspase-1 diretamente (Faustin 

et al., 2007). 

 A inibição do processo inflamatório pelo próprio hospedeiro ou patógeno é uma 

estratégia utilizada para limitar o dano ou facilitar o progresso da infecção, respectivamente. 

Com relação aos mecanismos do hospedeiro, a autoinibição do inflamossoma é um elemento 

essencial para impedir que a resposta inflamatória se torne exacerbada (Davis et al., 2011). 
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Em um estudo pioneiro, foi mostrado que uma proteína contendo um domínio de 

recrutamento de caspase, denominada CARD8, interage por contato com a caspase-1 e regula 

negativamente sua ativação (Razmara et al., 2002). Por outro lado, Ito e colaboradores 

sugeriram que CARD8 interage diretamente com NLRP3, promovendo a diminuição de IL-1β 

(Ito et al., 2014). Outra molécula que parece estar associada ao controle da produção de IL-1β 

é a pirina, proteína codificada pelo gene da febre Mediterrânea (MEFV) (Hesker et al., 2012). 

 Polimorfismos em genes codificadores de componentes dos inflamossomas, bem como 

de suas moléculas reguladoras, parecem determinar a susceptibilidade ou proteção a diversas 

infecções, como pelo HIV-1 (Pontillo et al., 2012b). Um polimorfismo localizado no gene de 

NLRP1 (rs2670660), especialmente quando combinado a outro polimorfismo no mesmo gene 

(rs12150220), parece conferir um risco mais elevado ao desenvolvimento de lúpus 

eritematoso sistêmico (Pontillo et al., 2012a). Em um estudo prospectivo de pacientes com 

meningite pneumocócica, foi mostrado que um polimorfismo no gene de CARD8 (rs2043211) 

estava associado a um mau prognóstico da doença (Geldhoff et al., 2013). 

 No que diz respeito ao papel dos inflamossomas na malária, foi demonstrado que 

heme extracelular – indicador de hemólise e dano celular – promove a ativação de NLRP3 e 

posterior produção de IL-1β (Dutra et al., 2014). Estudos em modelos murinos reportaram 

que os cristais de hemozoína produzidos durante a infecção ativam NLRP3 e agravam os 

sintomas da malária cerebral (Dostert et al., 2009). Além disso, a hemozoína sintética foi 

capaz de ativar o inflamossoma in vivo, mesmo na ausência de infecção por Plasmodium sp. 

(Griffith et al., 2009). Não existem, todavia, trabalhos associando a variabilidade genética dos 

inflamossomas às manifestações clínicas observadas na malária, ou mesmo à inflamação 

característica dessa doença. 
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Adaptado de Henao-Mejia et al., 2012 

Figura 3: Ativação de inflamossoma na presença de patógeno ou dano celular. Este evento 

inicial leva à ativação de caspase-1 – com ou sem a participação de moléculas adaptadoras 

(ASC) – e liberação de IL-1β e IL-18. Em condições normais, a ativação dos inflamossomas 

culmina na resolução da infecção ou inflamação. Em contrapartida, a perpetuação da ativação 

pode levar a um quadro de inflamação crônica e agravamento da doença. Inibidores derivados 

de patógenos bloqueiam a ação do inflamossoma e assim a resolução da infecção, ao passo 

que inibidores próprios do hospedeiro previnem a exacerbação do processo inflamatório 
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2 Justificativa 
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 Em tempos que se vislumbra a eliminação da malária em algumas regiões do globo, 

faz-se necessário conhecer os mecanismos patogênicos da doença, bem como seus 

determinantes genéticos. Nas últimas décadas, o foco dos estudos esteve voltado para a 

espécie associada a uma maior letalidade, P. falciparum. Em contraste, a malária causada por 

P. vivax foi considerada “benigna” e, historicamente, recebeu menor importância por parte 

das pesquisas e políticas de controle (Price et al., 2007). É importante ressaltar, porém, que a 

malária vivax é uma ameaça para cerca de 3 bilhões de pessoas em todo o mundo (Guerra et 

al., 2010), além de ser responsável por internações e óbitos na Ásia e América latina (White et 

al., 2013; Lacerda et al., 2012). Portanto, trata-se de um grande desafio para o controle da 

malária como um todo. 

A infecção por P. vivax parece induzir uma resposta inflamatória mais intensa, se 

comparada à resposta frente à infecção por P. falciparum (Yeo et al., 2010). De fato, estudos 

de pesquisadores brasileiros demonstraram que a elevada produção de citocinas pró-

inflamatórias está relacionada à gravidade da malária vivax (Andrade et al., 2010). Esse 

trabalho demonstrou, ainda, que, tanto os níveis de citocinas inflamatórias quanto os 

parâmetros laboratoriais de disfunção sistêmica apresentaram redução durante o tratamento 

com antimaláricos. Por outro lado, os mecanismos envolvidos com a malária vivax 

sintomática parecem ser bem mais complexos, envolvendo uma rede de interações 

moleculares (Mendonça et al., 2013).  

Em um estudo recente que incluiu apenas indivíduos adultos infectados por P. vivax, 

foram observados sintomas de gravidade, tais como dificuldade respiratória, malária cerebral 

e insuficiência renal (Muley et al., 2014). Essas complicações foram significativamente mais 

comuns entre os pacientes com baixos níveis de plaquetas. Apesar da trombocitopenia não 

estar associada à mortalidade por si só, essa manifestação clínica demonstrou ser um bom 

marcador para o aumento da gravidade e alerta para a necessidade de manejo especial dos 

pacientes (Muley et al., 2014). De interesse, um dos mecanismos que podem explicar a 

trombocitopenia nos pacientes infectados por P. vivax é a adesão de plaquetas em órgãos 

como o baço (Leal-Santos et al., 2013). 

De grande importância para a manutenção da hemostasia, as plaquetas também 

desempenham funções relacionadas à modulação da resposta imune e à inflamação (Morrel et 

al., 2014). Achados recentes sugerem que esses fragmentos de megacariócitos são essenciais 

para o início da resposta de fase aguda em modelos murinos de malária cerebral. Entretanto, a 

ativação contínua das plaquetas no decorrer da infecção parece contribuir para a inflamação 
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associada a esse quadro da doença (Aggrey et al., 2013). Nesse contexto, nosso grupo de 

pesquisa demonstrou que microvesículas liberadas em resposta à ativação plaquetária se 

encontram em número elevado no plasma de pacientes infectados por P. vivax (Campos et al., 

2010). De fato, as micropartículas derivadas de plaquetas (PMPs) foram associadas a 

manifestações clínicas da malária vivax, e têm sido bastante estudadas em modelos de malária 

cerebral (El-Assaad et al., 2014). 

Os inflamossomas – plataformas moleculares que são ativadas em resposta a 

infecções, dano tecidual ou desequilíbrios metabólicos – promovem a liberação de citocinas 

inflamatórias, como IL-1β e IL-18 (Latz et al., 2013). Apesar de poucos trabalhos explorarem 

o papel dessas plataformas na patogênese da malária, sabe-se que o heme extracelular e a 

hemozoína são capazes de ativar o inflamossoma in vivo (Dutra et al., 2014; Dostert et al., 

2009), o que contribui para o processo inflamatório característico da malária.  

Tendo em vista a importância da inflamação para a patogenia da malária causada por 

P. vivax e o envolvimento das plaquetas e do inflamossoma com a infecção malárica (Ataide 

et al., 2014; Dutra et al., 2014), acredita-se que a variabilidade genética em componentes 

plaquetários e do inflamossoma possa exercer influência sobre as manifestações clínicas 

observadas na doença. Para o presente trabalho, foram escolhidos polimorfismos nos genes de 

α2β1, que é o principal receptor para colágeno em plaquetas; αIIbβ3, que promove a 

agregação plaquetária; e GPIbα, receptor para o fator de von Willebrand (vWF). Além disso, 

polimorfismos em genes de componentes do inflamossoma foram selecionados para estudo, 

tais como NLRP1, NLRP3, CARD8, IL-1β e MEFV.  
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3 Objetivos 
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3.1 Objetivo geral 

Estudar polimorfismos em genes do hospedeiro vertebrado, particularmente os 

relacionados à função plaquetária e ao inflamossoma, e verificar a associação dos mesmos 

com a morbidade causada por P. vivax.  

3.2 Objetivos específicos 

(i) Padronizar as reações de PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism) 

para o estudo de polimorfismos de receptores plaquetários, tais como integrina α2β1, 

integrina αIIbβ3 e glicoproteína GPIbα; 

(ii) Genotipar os polimorfismos de receptores plaquetários selecionados e verificar associação 

entre esses polimorfismos e a presença de alterações clínicas e hematológicas em pacientes 

infectados por P. vivax; 

(iii) Genotipar polimorfismos em genes de componentes do inflamossoma, tais como NLRP1, 

NLRP3, CARD8, IL-1β e MEFV, e verificar a associação dos mesmos com a presença de 

alterações clínicas e hematológicas em pacientes infectados por P. vivax. 
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4 Metodologia 
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4.1 Áreas e indivíduos estudados 

 Este estudo foi conduzido utilizando amostras previamente congeladas de pacientes 

infectados por P. vivax provenientes dos estados do Mato Grosso (MT), Amazonas (AM) e 

Rondônia (RO). Nessas regiões, a malária é considerada de transmissão instável e a infecção 

aguda atinge tanto crianças como adultos que, em geral, apresentam a sintomatologia clínica 

de intensidade variada.  

 As amostras foram obtidas entre os anos de 2010 e 2014, totalizando 202 voluntários. 

Os critérios de inclusão no estudo foram: (i) indivíduos de ambos os sexos com idade igual ou 

superior a 2 anos; (ii) em caso de sexo feminino, indicativo de ausência de gravidez; (iii) 

diagnóstico comprovado para P. vivax (gota espessa positiva) em Cuiabá (Hospital Julio 

Muller), Manaus (Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado) ou Porto Velho 

(Centro de Medicina Tropical de Porto Velho); (iv) ausência de infecção por outra espécie de 

plasmódio confirmada por PCR espécie-específica (item 4.4). Os dados demográficos e 

clínicos foram obtidos utilizando-se protocolos já padronizados pelo grupo de pesquisa 

(Ceravolo et al., 2008; Kano et al., 2012) e o perfil hematológico avaliado por meio de 

hemograma completo automatizado, realizado nos laboratórios de referência sob a supervisão 

do Dr. Cor Fontes (MT e RO) ou do Dr. Marcus Lacerda (AM). Todos os voluntários 

selecionados assinaram o termo de consentimento livre esclarecido, de acordo com as 

diretrizes para pesquisa em seres humanos especificadas pelo Conselho Nacional de Saúde. 

Em adição ao termo de consentimento, termos de assentimento foram obtidos dos menores 

envolvidos. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos 

do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ (Parecer n. 03/2008 e 29/2010).  

 A tabela 1 resume os dados demográficos, clínico-epidemiológicos e hematológicos 

dos indivíduos infectados por P. vivax envolvidos no estudo. A idade dos indivíduos variou 

entre 2 e 80 anos, sendo 78% do sexo masculino. Tendo em vista que grande parte dos 

voluntários era emigrante de áreas livres de transmissão, a idade não refletiu o tempo de 

exposição à malária. Dessa forma, a exposição cumulativa à malária foi avaliada como o 

número de episódios da doença informado pelo paciente (Tabela 1). Indivíduos que 

apresentaram contagem de plaquetas inferior a 150.000/mm3 foram categorizados como 

trombocitopênicos. Ademais, níveis de plaquetas inferiores a 50.000/mm3 configuraram 

trombocitopenia grave (Lacerda et al., 2011). 
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Tabela 1: Dados demográficos, clínico-epidemiológicos e hematológicos dos 202 indivíduos 

infectados por P. vivax envolvidos no estudo 

 

   

4.2 Diagnóstico de malária por P. vivax 

 O diagnóstico da infecção por P. vivax foi realizado por técnicos treinados das 

unidades de saúde locais, a partir do exame microscópico de gota espessa corada por Giemsa. 

A infecção exclusiva por P. vivax foi posteriormente confirmada por PCR (item 4.4). A 

condução clínica e o tratamento antimalárico foram realizados sob a supervisão do Dr. Cor 

Fontes ou do Dr. Marcus Lacerda, seguindo as recomendações preconizadas do Programa 

Nacional de Controle da Malária (SVS, 2010).  

4.3 Escore para avaliação de malária aguda por P. vivax 

 Diante da inexistência de critérios que definem a gravidade da malária causada por P. 

vivax, utilizou-se a classificação feita pela OMS para malária grave por P. falciparum (WHO, 

2009). Dessa forma, apenas um indivíduo infectado por P. vivax, proveniente do estado do 

Amazonas, demonstrou sinais clínicos de malária grave. Esse paciente apresentou 

Parâmetros Valores
Sexo masculino:feminino 3,5:1

Idade 36 (2-80) 1

Episódios de malária 2 (0-60) 1

Parasitos/μL 2.792,5 (25-30.000)1 

Hematócrito, % 39 (15-68) 1

Hemoglobina, g/dL 13 (5-21) 1

Leucócitos/mm3 (x103) 5,2 (1,8-14,6) 1

Plaquetas/mm3 (x103) 88 (13-260) 1

Trombocitopenia, n. (%) ¤ 168 (84)

Trombocitopenia grave, n. (%) ¥ 34 (17)

Dias com sintomas 5 (1-50) 1

Febre, n. (%) 156 (88)
Calafrio, n. (%) 160 (90)
Cefaleia, n. (%) 156 (88)
Mialgia, n. (%) 148 (86)

1 Mediana (variação)
¤ Contagem de plaquetas ≤150.000/mm3

¥ Contagem de plaquetas ≤50.000/mm3
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hiperbilirrubinemia (bilirrubina total = 4,3 mg/dL) e insuficiência renal aguda (creatinina = 

2,3 mg/dL); outras doenças infecciosas comuns foram descartadas durante a sua 

hospitalização. Consequentemente, visando categorizar os indivíduos estudados para fins de 

análise estatística, optou-se por construir um escore clínico que pudesse definir “diferentes 

graus de morbidade” para os demais indivíduos sintomáticos. Neste contexto, foram 

adaptados os critérios utilizados por Franklin et al., 2011. Resumidamente, o escore clínico 

levou em conta a ocorrência ou não de febre, além de parâmetros hematológicos – 

hemoglobina, hematócrito, leucócitos e plaquetas (Tabela 2). Pontuações de “zero” ou “um” 

foram atribuídas aos parâmetros quando estes se mostravam ausentes – ou dentro dos valores 

de referência – ou presentes – fora da faixa de referência, respectivamente. No caso das 

plaquetas, porém, indivíduos com níveis acima de 150.000/mm3 receberam pontuação igual a 

“zero”; aqueles com níveis entre 150.000 e 100.000/mm3, pontuação igual a “um”; níveis 

entre 100.000 e 50.000/mm3, pontuação igual a “dois”; e aqueles que apresentaram 

trombocitopenia grave – contagem de plaquetas menor que 50.000/mm3 – receberam 

pontuação igual a “três”. Ao final, a soma dos pontos para todos os parâmetros analisados 

consistiu no escore total, que variou de zero a sete.  

Tabela 2: Parâmetros e sistema de pontuações utilizados para o cálculo do escore clínico 

 

 

4.4 Coleta de sangue, obtenção de DNA e diagnóstico molecular de malária 

 De cada indivíduo foram coletados cerca de 5 mL de sangue por punção venosa na 

presença de EDTA, com a utilização do sistema Vacuette® (Greiner Bio-One International 

GmbH, Austria). O DNA foi obtido utilizando-se kit de extração de DNA genômico (Gentra 

systems, USA), conforme as recomendações do fabricante, e armazenado a -20°C até o 

momento do uso. O diagnóstico molecular de malária foi baseado na sequência do gene 18S 

rRNA, utilizando-se um protocolo de nested-PCR já padronizado no laboratório (Costa et al., 

2014).  

Hemoglobina

Hematócrito

3 se <50.000

0 se ≥12 (mulher) 1 se <12 (mulher)
0 se ≥13 (homem) 1 se <13 (homem)

Plaquetas 2 se <100.000

1 se <37 

0 se ≥150.000

0 se ≥37

1 se <150.000
Leucócitos 0 se ≥4.000 1 se <4.000

Pontuação Atribuída
Febre 0 se ausente 1 se presente 

Parâmetros
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4.5 Genotipagem dos polimorfismos em genes de glicoproteínas plaquetárias por PCR-

RFLP 

 A técnica de PCR foi utilizada para a amplificação de regiões de interesse dos genes 

estudados, a partir de molde de DNA fita dupla. As reações foram realizadas em volumes 

finais de 20 μL, contendo 100 a 200 ng da amostra de DNA, 0,5 μM de cada iniciador e 10 µL 

de PCR Master Mix (Promega, USA), que contém a enzima Taq DNA polimerase, dNTPs, 

MgCl2 e tampões em concentrações pré-estabelecidas. As amplificações foram conduzidas 

nos termocicladores automáticos Mastercycler Gradient (Eppendorf, Germany) e Veriti® 

Thermal Cycler (Life Technologies, USA). Na tabela 3 estão listadas as sequências dos 

iniciadores e as condições de reação para cada região de interesse. Os produtos amplificados 

foram visualizados em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etídeo (10 mg/mL). 

 Os fragmentos de DNA amplificados foram, em seguida, digeridos com enzimas de 

restrição específicas (Tabela 3). A digestão para o polimorfismo de α2β1 ocorreu à 

temperatura de 65°C por 2 horas; para αIIbβ3 foi feita a 37°C por 16 horas; e finalmente para 

o polimorfismo de GPIbα, a digestão foi realizada a 37°C por 3 horas. Os produtos gerados 

durante a digestão foram visualizados em gel de poliacrilamida corado com prata, a fim de 

melhor distinguir os genótipos. Para os polimorfismos de α2β1 e αIIbβ3, foi feito gel de 

poliacrilamida a 15%, ao passo que para o polimorfismo de GPIbα foi feito gel de 

poliacrilamida a 8%.   

Tabela 3: Sequência dos iniciadores, condições de amplificação, enzimas de restrição 

utilizadas e genótipos associados aos diferentes perfis de fragmentos obtidos 

 

 

40 ciclos; 53°C por 60 s  

40 ciclos; 58°C por 60 s

α2β1 (rs1126643) Jiménez et al ., 2008

F: GTGTTTAACTTGAAGACATAT
R: ACCTTGCATATTGAATTGCTT

αIIbβ3 (rs5918) Jiménez et al ., 2008

F: AGAAGAGAGAAGGACGGAGTCGAG
R: AGGATGGTTGTGTCTTTCGGC

F: TTCTGATTGCTGGACTTCTCTT
R: TCTCTCCCCATGGCAAAGAGT

GPIbα (rs2243093) Ishida et al ., 2000

Msp I

Ava II

C: 23, 92
T: 115

C: 45, 50, 177     
T: 45, 221

C: 131, 336
T: 131, 161, 175 

Sequência do iniciador 5'-3'
Protocolo da PCR (n. de ciclos; 
temperatura de anelamento dos 

primers

Enzima de 
restrição

Alelo (tamanho 
em pb)

Taq I40 ciclos; 50°C por 45 s
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4.6 Genotipagem dos polimorfismos em genes de componentes do inflamossoma 

utilizando o sistema TaqMan® 

 As genotipagens dos polimorfismos em genes de componentes do inflamossoma foram 

realizadas por meio do Sistema TaqMan® (Applied Biosystems, Life Technologies, USA). 

TaqMan® é uma sonda que possui um componente fluorescente capaz de detectar sequências 

específicas nos fragmentos de DNA amplificados durante a PCR. Neste estudo, 

especificamente, foram utilizados os compostos fluorescentes VIC e FAM. As reações 

utilizando esse sistema foram feitas de acordo com o protocolo do fabricante e as amostras 

lidas através do equipamento de PCR em tempo real ABI 7300 (Applied Biosystems, USA). A 

discriminação alélica também foi realizada conforme orientações do fabricante e analisada 

utilizando-se o software SDS (v. 2.3) (Applied Biosystems, USA).  

 Esta parte do estudo foi feita em colaboração com a Dra. Alessandra Pontillo (Instituto 

de Ciências Biomédicas – Universidade de São Paulo), especialista em estudos de associação 

entre polimorfismos genéticos em componentes do inflamossoma e doenças infecciosas. As 

sondas utilizadas para cada polimorfismo se encontram descritas na tabela 4.  

Tabela 4: Sondas utilizadas para a genotipagem de polimorfismos em genes do inflamossoma 

 

 

4.7 Análise dos dados 

 Neste estudo, verificou-se o efeito dos diferentes alelos, genótipos e haplótipos sobre 

parâmetros clínicos e hematológicos dos pacientes, tais como níveis de hemoglobina, 

hematócrito, contagem de plaquetas, ocorrência de trombocitopenia grave e valores de escore 

clínico. A princípio, foram feitas análises univariadas para comparação de medianas, 

IL-1β

MEFV

Sequência da Sonda [VIC/FAM]

rs1143634

rs224204

rs35829419
rs10754558

CATAAGCCTCGTTATCCCATGTGTC[G/A]AAGAAGATAGGTTCTGAAATGTGGA

GGAGTCTGGAATCACAGACCCCGGG[A/G]TTGGGAACATCTCCCTCCCAGGTCC

GGAGCTTGGAAGAGCTTGGTAGAGG[A/T]GTGAGGCAGAGATTTCTGGGGGGAA
ACAAGTGATCTACCAGTCTTTTAAA[A/G]TTCTATTATTAAAACCCAAACATGC
CATCTCTCCCGTATCCAGGCCCTCA[A/G]TAGGGGTCATCACACTTGGTTTCCT

GGAAGGCCGACACCTTGATATGGTG[A/C]AGTGTGTCCTCCCAAGCTCCTCTCA
GACAATGACAGCATCGGGTGTTGTT[C/G]TCATCACAGCGCCTCAGTTAGAGGA

AGTTGACACTCAGGAACAGCACGGA[A/T]CAATAATGGCTCTGCCTCTGTCTCA
TTCATTTTCTACAAATGAGACATAA[A/G]CCTGGTGCTGATGAGGAGCCACTGA

NLRP3

rs2043211
rs6509365

CARD8

Gene - polimorfismo
rs12150220
rs2670660
rs34733791

NLRP1
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utilizando-se os testes não-paramétricos de Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney, uma vez que 

os grupos não apresentaram distribuição normal. A fim de comparar proporções, realizou-se o 

teste Qui-Quadrado ou, quando necessário, o teste Exato de Fisher.  

 Posteriormente, para verificar a influência dos polimorfismos sobre os parâmetros 

clínicos e hematológicos estudados – controlando pelos possíveis fatores de confusão, como 

sexo, idade e exposição prévia à malária – foram feitas análises de regressão. O método 

Stepwise foi utilizado para selecionar as variáveis a serem analisadas, sendo que para o 

método Forward – critério de entrada das variáveis no modelo de regressão – foram utilizadas 

as análises univariadas, adotando um nível de significância de 25%. As variáveis selecionadas 

entraram na regressão múltipla, tendo sido aplicado a partir dessa etapa o método Backward. 

Este procedimento consiste em retirar, por vez, a variável de maior valor-p, até que restem no 

modelo somente variáveis significativas. Para o método Backward foi adotado um nível de 

5% de significância. Denominamos a regressão final, após os procedimentos Backward e 

Forward, como regressão Stepwise.  

 Com exceção do critério de entrada das variáveis na análise de regressão, todos os 

outros testes consideraram nível de significância de 5%. Os softwares utilizados nas análises 

estatísticas foram o R (3.0.3), GraphPad (InStat 4.0; Prism 6) e Minitab® 17. A inferência 

dos haplótipos formados por polimorfismos nos genes de αIIbβ3 e GPIbα; NLRP1; NLRP3; 

CARD8, bem como as análises de desequilíbrio de ligação, foram realizadas no programa 

Arlequin (3.1).  

As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do consultor estatístico André 

Gabriel da Costa e da Dra. Taís Nóbrega de Sousa (CPqRR/FIOCRUZ-MG).  

 

  

   

 

 

 

 

 



41 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

5 Resultados 
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Os resultados serão apresentados em duas partes, sendo a primeira relacionada ao artigo 

publicado e a segunda referente aos dados ainda não publicados.  

 

PARTE I: Variabilidade genética de α2β1 – receptor para colágeno – e αIIbβ3 – 

receptor para fibrinogênio  

5.1 Artigo publicado intitulado “Genetic variability in platelet integrin α2β1 density: 

possible contributor to Plasmodium vivax-induced severe thrombocytopenia” 

Fernanda M. F. Campos+, Marina L. S. Santos+, Flora S. Kano, Cor J. F. Fontes, Marcus V. 

G. Lacerda, Cristiana F. A. Brito e Luzia H. Carvalho 

+Essas autoras contribuíram igualmente para o artigo 

Resumo. O entendimento da patogênese associada à malária por Plasmodium vivax tem sido 

um desafio nos últimos anos. Neste trabalho, procurou-se investigar se a susceptibilidade à 

trombocitopenia induzida por P. vivax poderia estar associada a polimorfismos de integrinas 

de membrana plaquetária: integrina α2 (C807T) e integrina β3 (T1565C). Apesar de não ter 

sido observada associação entre o polimorfismo de β3 e complicações na malária vivax, 

carreadores de α2 807T, os quais possuem maiores níveis da integrina α2β1, apresentaram 

uma maior chance de desenvolver trombocitopenia grave quando comparados aos indivíduos 

não mutados. Essa primeira evidência da associação entre o polimorfismo de α2 e a 

morbidade ocasionada por P. vivax foi posteriormente demonstrada por meio de uma 

correlação significativa entre a doença clínica e níveis da integrina α2β1.  
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PARTE II: Resultados não publicados 

5.2 Variabilidade genética da glicoproteína GPIbα, receptor plaquetário para fator de 

von Willebrand (vWF) 

5.2.1 Padronização da reação de PCR-RFLP para a genotipagem do 

polimorfismo na glicoproteína GPIbα (rs2243093) 

A reação de PCR-RFLP foi padronizada com sucesso de acordo com o protocolo 

descrito por Ishida et al., 2000, apresentando pequenas modificações, conforme especificado 

na Metodologia. A figura 4 ilustra o perfil eletroforético do polimorfismo T/C de GPIbα para 

amostras de 3 pacientes. 

 

Figura 4: Perfil eletroforético do polimorfismo T/C (rs2243093) de GPIbα, para amostras de 

3 indivíduos infectados por P. vivax. O indivíduo 1 possui genótipo TT; indivíduo 2, genótipo 

CT e o indivíduo 3 apresenta o genótipo mutado CC. Gel de poliacrilamida 8% corado com 

prata. PM= padrão de peso molecular 

 

 5.2.2 Distribuição dos alelos e genótipos do polimorfismo de GPIbα na população 

estudada e associação com a morbidade na malária por P. vivax 

 Ao todo, 182 indivíduos foram genotipados para o polimorfismo de GPIbα. A tabela 5 

exibe as frequências alélicas e genotípicas encontradas na população de estudo. O alelo 

selvagem T foi o mais frequente (85%), bem como o genótipo selvagem TT, presente em 73% 

dos indivíduos. O alelo C mutado apresentou frequência relativa igual a 15% e os genótipos 

CT e CC tiveram frequências iguais a 25% e 2%, respectivamente.  
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Tabela 5: Frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo de GPIbα estudado 

 

  

 A fim de verificar uma associação entre o polimorfismo de GPIbα e a morbidade 

ocasionada por P. vivax, analisou-se o efeito dos alelos e genótipos sobre os níveis de 

hemoglobina, hematócrito, plaquetas, ocorrência de trombocitopenia grave e escore clínico.  

 A partir da análise univariada, verificou-se uma associação entre níveis de 

hemoglobina (Hb) e os alelos de GPIbα (Figura 5a). Portadores do alelo T selvagem 

apresentaram mediana de Hb igual a 13,2 g/dL, enquanto a mediana para portadores do alelo 

mutado C foi de 12,3 g/dL, sendo essa diferença estatisticamente significativa (Teste de 

Mann-Whitney; p= 0,0016). Na análise de regressão, quando foram controladas as possíveis 

variáveis de confusão, tais como sexo, idade e exposição prévia à malária, observou-se que, 

em carreadores do alelo C, o valor médio de Hb foi 0,81 g/dL menor que em portadores do 

alelo T (IC 95%: 0,232 – 1,38; p= 0,006). 

 De forma semelhante, verificou-se uma associação entre níveis de Hb e os genótipos 

de GPIbα (Figura 5b). Portadores do genótipo TT apresentaram o maior valor mediano (13,2 

g/dL), ao passo que carreadores do genótipo CC apresentaram a menor mediana (10,05 g/dL), 

sendo essa diferença estatisticamente significativa (Teste de Kruskal-Wallis; p= 0,004). 

Considerando as variáveis de confusão, o valor médio de Hb na presença do genótipo CC foi 

3,071 g/dL menor que em portadores do genótipo TT (IC 95%: 0,52 – 5,62; p= 0,019). No 

entanto, não houve diferença significativa entre TT e CT (p= 0,191). 

 

 

 

 

Gene Polimorfismo Alelo Frequência, n. (%)
T 310 (85)
C 54 (15)

Genótipo
TT 132 (73)
CT 46 (25)
CC 4 (2)

GPIbα rs2243093
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a)                                            b) 

  

Figura 5: Associação entre níveis de hemoglobina e o polimorfismo T/C de GPIbα. a) Efeito 

dos alelos de GPIbα sobre níveis de hemoglobina, sendo T o alelo selvagem e C o alelo 

mutado. b) Efeito dos genótipos de GPIbα sobre níveis de hemoglobina, sendo TT o genótipo 

homozigoto selvagem, CT o heterozigoto e CC o genótipo homozigoto mutado 

 

 O polimorfismo do gene de GPIbα também influenciou as taxas de hematócrito (HTC) 

dos pacientes (Figura 6). Portadores do alelo T apresentaram mediana de HTC igual a 39,4%, 

enquanto a mediana para portadores do alelo C foi de 37,5%, sendo essa diferença 

estatisticamente significativa (Teste de Mann-Whitney; p= 0,0068). Os resultados da análise 

de regressão confirmaram a associação entre HTC e os alelos de GPIbα. Em carreadores do 

alelo C, a taxa média de HTC foi 2,79% menor que em portadores do alelo T (IC 95%: 0,92 – 

4,67; p= 0,004). 

Além da associação entre os alelos e valores de HTC, observou-se que portadores do 

genótipo TT apresentaram o maior valor mediano (39,6%) de HTC, ao passo que carreadores 

do genótipo CC apresentaram a menor mediana (31,4%), sendo essa diferença 

estatisticamente significativa (Teste de Kruskal-Wallis; p= 0,01). Considerando as variáveis 

de confusão, a taxa média de HTC em carreadores do genótipo CC foi 8,86% menor que em 

carreadores de TT (IC 95%: 1,85 – 15,87; p= 0,015). Todavia, não houve diferença 

significativa entre TT e CT (p= 0,514). 
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Em resumo, os resultados sugerem uma forte associação entre o polimorfismo T/C no 

gene de GPIbα e alterações nos níveis de Hb e HTC. Logo, pacientes carreadores do alelo C 

podem apresentar uma predisposição ao desenvolvimento de anemia na malária por P. vivax. 

No entanto, não foi observada influência do polimorfismo nos níveis plaquetários, ocorrência 

de trombocitopenia grave, ou valores do escore clínico (dados não mostrados). 

a)                                                                   b) 

   

Figura 6: Associação entre hematócrito e o polimorfismo T/C de GPIbα. a) Efeito dos alelos 

de GPIbα sobre as taxas de hematócrito, sendo T o alelo selvagem e C o alelo mutado. b) 

Efeito dos genótipos de GPIbα sobre as taxas de hematócrito, sendo TT o genótipo 

homozigoto selvagem, CT o heterozigoto e CC o genótipo homozigoto mutado 

 

5.2.3 Haplótipos formados por polimorfismos em genes de receptores 

plaquetários 

 Os genes que codificam GPIbα e a subunidade β3 da integrina αIIbβ3 (Parte I dos 

Resultados) estão ambos localizados no cromossomo 17, com os polimorfismos estudados 

nesses genes, rs2243093 e rs5918, em desequilíbrio de ligação (DL) (p= 0,00149). Sendo 

assim, a partir da inferência dos haplótipos formados pelos polimorfismos nesses dois genes, 

foi possível analisar a influência dos mesmos na morbidade causada por P. vivax. O haplótipo 

T,T – que corresponde à combinação das variantes selvagens T em GPIbα e β3 – foi o mais 

frequente entre os demais (79%). Em contrapartida, o haplótipo C,C foi o de menor 

frequência (2%). A tabela 6 mostra os possíveis haplótipos e suas respectivas frequências na 

população estudada. 
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 A partir das análises estatísticas realizadas, porém, não foi verificada associação 

significativa entre os haplótipos formados por polimorfismos em genes de receptores 

plaquetários e os parâmetros clínicos ou hematológicos avaliados (dados não mostrados). 

Tabela 6: Haplótipos para os polimorfismos de GPIbα e β3  

 

 

5.3 Variabilidade genética de componentes do inflamossoma 

 As genotipagens de 9 polimorfismos em 5 genes de componentes do inflamossoma 

(NLRP1, NLRP3, CARD8, IL-1β e MEFV) foram feitas utilizando-se o Sistema TaqMan®, 

em colaboração com a Dra. Alessandra Pontillo (ICB-USP) – conforme especificado na 

Metodologia.  

 A fim de verificar uma associação entre os polimorfismos de componentes do 

inflamossoma e a morbidade ocasionada por P. vivax, analisou-se o efeito dos alelos, 

genótipos e haplótipos sobre os níveis de hemoglobina, hematócrito, plaquetas, ocorrência de 

trombocitopenia grave e escore clínico. 

 5.3.1 Distribuição dos alelos e genótipos para os polimorfismos de NLRP1 e 

associação com a morbidade na malária por P. vivax 

 Ao todo, foram genotipadas aproximadamente 154 amostras para os polimorfismos de 

NLRP1 (rs12150220, rs2670660, rs34733791). A tabela 7 apresenta as frequências alélicas e 

genotípicas obtidas para os polimorfismos estudados no gene de NLRP1. 

 

 

 

 

 

Genes Polimorfismos Haplótipos Frequência, n. (%)
T,T 207 (79)

GPIbα, rs2243093, C,T 32 (12)
β3 rs5918 T,C 19 (7)

C,C 6 (2)
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Tabela 7: Frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos de NLRP1  

 

 

 Com relação ao polimorfismo de NLRP1 A/T (rs12150220), o alelo A e o genótipo 

AT foram os mais frequentes (59% e 43%, respectivamente). Quando avaliado o efeito desse 

polimorfismo sobre os níveis de plaquetas, verificou-se que carreadores do alelo A 

apresentaram mediana equivalente a 98.000 plaquetas/mm3, ao passo que portadores do alelo 

T apresentaram mediana igual a 90.000/mm3 (Figura 7a). Essa diferença entre os alelos foi 

estatisticamente significativa (Teste de Mann-Whitney; p= 0,045). Observou-se, também, que 

portadores do genótipo AA apresentaram o maior valor mediano de plaquetas (106.000/mm3), 

enquanto carreadores do genótipo AT apresentaram a menor mediana (81.000/mm3), sendo 

essa diferença significativa (Teste de Kruskal-Wallis; p= 0,024) (Figura 7b). A análise de 

regressão confirmou a associação entre o polimorfismo A/T e menores níveis de plaquetas. 

Verificou-se, então, que o valor médio das plaquetas na presença do genótipo AT foi 22,7% 

menor que na presença de AA (IC 95%: 8 – 35; p= 0,005). No entanto, não houve diferença 

significativa entre AA e TT (p= 0,075). 

Gene Polimorfismo Alelo Frequência, n. (%)
A 183 (59)
T 125 (41)

Genótipo 
AA 58 (38)
AT 67 (43)
TT 29 (19)

Alelo
A 164 (54)
G 140 (46)

Genótipo 
AA 43 (28)
AG 78 (51)
GG 31 (21)

Alelo
G 288 (94)
A 20 (6)

Genótipo 
GG 134 (87)
AG 20 (13)
AA 0

rs12150220

rs2670660

rs34733791

NLRP1
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 Ainda para o polimorfismo NLRP1 A/T, foi observada também uma influência sobre 

os valores do escore clínico. Controlando pelas variáveis de confusão, portadores do alelo T 

tiveram aumento de 16% no escore clínico (IC 95%: 3,3 – 28,8; p= 0,014). Além disso, a 

presença dos genótipos AT e TT aumenta o valor médio dessa variável em, respectivamente, 

21,9% (IC 95%: 1 – 46; p= 0,036) e 37,6% (IC 95% 9 – 73; p= 0,007), quando comparados ao 

genótipo AA. Em conjunto, os resultados demonstraram que o polimorfismo em questão está 

associado à baixa de plaquetas e a um aumento da morbidade, representado pelo aumento do 

escore clínico. Contudo, esse polimorfismo não apresentou influência significativa sobre os 

níveis de Hb, HTC ou sobre a ocorrência de trombocitopenia grave (dados não mostrados).  

  

a)                             b) 

  

Figura 7: Associação entre níveis de plaquetas e o polimorfismo A/T de NLRP1 

(rs12150220). a) Efeito dos alelos sobre níveis plaquetários, sendo T o alelo associado a 

menores níveis. b) Efeito dos genótipos sobre níveis de plaquetas, sendo AT o genótipo 

associado a menores níveis 

 

 Com relação ao segundo polimorfismo estudado de NLRP1 (rs2670660), o alelo A e o 

genótipo AG foram os mais frequentes na população (54% e 51%, respectivamente) (Tabela 

7). Entre os parâmetros clínicos e hematológicos avaliados, observou-se que esse 

polimorfismo exerce influência sobre os níveis de Hb, sendo que em portadores do alelo G o 

valor médio foi 0,5 g/dL menor que em portadores do alelo A (IC 95%: 0,06 – 0,86; p= 

0,026).  
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 O polimorfismo de NLRP1 A/G (rs2670660) também apresentou associação com a 

trombocitopenia grave, sendo o genótipo AG um fator de risco para a ocorrência dessa 

manifestação (Figura 8). Controlando pelas variáveis de confusão, a chance de ocorrer 

trombocitopenia grave em carreadores do genótipo AG foi 6 vezes maior que em portadores 

do genótipo AA (IC 95%: 1,27 – 28,44; p= 0,024). Entretanto, não foi verificada diferença 

entre os genótipos AA e GG (p= 0,448). Em resumo, o polimorfismo de NLRP1 A/G 

demonstra estar associado a menores níveis de Hb e à ocorrência de trombocitopenia grave 

nos pacientes incluídos nesse estudo. Todavia, não foi observada influência desse 

polimorfismo sobre a taxa de HTC, níveis quantitativos de plaquetas e valores de escore 

clínico (dados não mostrados). 

 

Figura 8: Efeito do polimorfismo de NLRP1 A/G sobre a ocorrência de trombocitopenia 

grave. O genótipo AG demonstra ser um fator de risco para a ocorrência de plaquetas menores 

ou iguais a 50.000/mm3 (trombocitopenia grave) 

 

 No que diz respeito ao terceiro polimorfismo de NLRP1 estudado (G/A, rs34733791), 

o alelo G e o genótipo GG foram os mais frequentes na população (94% e 87%, 

respectivamente) (Tabela 7). No entanto, não foi verificada associação entre esse 

polimorfismo e os parâmetros clínicos ou hematológicos analisados; a baixa frequência do 

alelo A na população estudada (6%) pode ter contribuído para esses achados.  
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 5.3.2 Distribuição dos alelos e genótipos para os polimorfismos de NLRP3 e 

associação com a morbidade na malária por P. vivax 

 Ao todo, foram genotipadas aproximadamente 154 amostras para os polimorfismos de 

NLRP3 (rs10754558 e rs35829419). A tabela 8 apresenta as frequências alélicas e genotípicas 

obtidas para os polimorfismos estudados no gene de NLRP3. 

Tabela 8: Frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos de NLRP3 

 

 

 No que diz respeito ao polimorfismo de NLRP3 C/G (rs10754558), o alelo C e o 

genótipo CG foram os mais frequentes na população estudada (62% e 46%, respectivamente). 

Quando analisados os níveis de Hb, HTC, plaquetas e escore clínico em função desse 

polimorfismo, não foram vistos resultados significativos (dados não mostrados). Entretanto, o 

efeito dos alelos sobre a ocorrência de trombocitopenia grave, apesar de não ter sido 

estatisticamente significativo na análise univariada (p= 0,2422 – dados não mostrados), pôde 

ser observado na análise de regressão (Figura 9). Portanto, a chance de ocorrer 

trombocitopenia grave em carreadores do alelo G – alelo menos frequente – foi cerca de 2 

vezes menor que em carreadores do alelo C (p= 0,032). Esses achados sugerem, portanto, que 

o alelo G está relacionado à proteção no desenvolvimento de trombocitopenia grave associada 

à malária vivax.   

 Em se tratando do outro polimorfismo de NLRP3 estudado (rs35829419), o alelo C e o 

genótipo CC apresentaram as maiores frequências (98% e 97%, respectivamente) (Tabela 8). 

Devido à baixa frequência observada para o alelo A nessa população, não foi possível 

Gene Polimorfismo Alelo Frequência, n. (%)
C 187 (62)
G 115 (38)

Genótipo
CC 59 (39)
CG 69 (46)
GG 23 (15)

Alelo
C 299 (98)
A 5 (2)

Genótipo
CC 147 (97)
AC 5 (3)
AA 0

rs35829419

NLRP3

rs10754558
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verificar associação entre o polimorfismo C/A de NLRP3 e os parâmetros clínicos ou 

hematológicos analisados.  

 

Figura 9: Efeito do polimorfismo de NLRP3 C/G (rs10754558) sobre a ocorrência de 

trombocitopenia grave. O alelo G demonstra ter papel protetor sobre a ocorrência de plaquetas 

menores ou iguais a 50.000/mm3 (trombocitopenia grave)  

 

 5.3.3 Distribuição dos alelos e genótipos para os polimorfismos de CARD8 e 

associação com a morbidade na malária por P. vivax 

 Ao todo, foram genotipadas aproximadamente 154 amostras para os polimorfismos de 

CARD8 (rs2043211 e rs6509365). A tabela 9 apresenta as frequências alélicas e genotípicas 

obtidas para os polimorfismos estudados no gene de CARD8. 
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Tabela 9: Frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos de CARD8 

 

  

 Com relação ao polimorfismo A/T de CARD8 (rs2043211), o alelo A e o genótipo AA 

apresentaram as maiores frequências na população de estudo (69% e 49%, respectivamente). 

Quando foi analisada a influência desse polimorfismo sobre as variáveis hemoglobina (Hb), 

plaquetas, ocorrência de trombocitopenia grave e escore clínico, não foi observada associação 

significativa (dados não mostrados). No entanto, o efeito dos alelos sobre o hematócrito 

(HTC), apesar de não ter sido estatisticamente significativo na análise univariada (p= 0,1952 

– dados não mostrados), pôde ser observado na análise de regressão. Verificou-se então que, 

em portadores do alelo T, a taxa média de HTC foi cerca de 2% menor que em portadores do 

alelo A (IC 95%: 0,44 – 3,26; p= 0,01), demonstrando uma associação entre o alelo menos 

frequente (T) e baixo valor de HTC. Além disso, quando analisado o efeito dos genótipos 

sobre HTC, controlando pelas variáveis de confusão, observou-se que a taxa média desse 

parâmetro para carreadores do genótipo AT foi 2,15% menor que para portadores de AA (IC 

95%: 0,4 – 3,92; p= 0,018). Entretanto, não houve diferença significativa entre TT e AA (p= 

0,343). 

 No que diz respeito ao segundo polimorfismo de CARD8 estudado (A/G, rs6509365), 

o alelo mais frequente na população foi o A (63%), assim como o genótipo AG, cuja 

frequência foi igual a 51%. Todavia, não foi observada associação entre esse polimorfismo e 

os parâmetros avaliados.  

Gene Polimorfismo Alelo Frequência, n. (%)
A 180 (69)
T 82 (31)

Genótipo
AA 64 (49)
AT 52 (40)
TT 15 (11)

Alelo
A 194 (63)
G 114 (37)

Genótipo
AA 58 (38)
AG 78 (51)
GG 18 (11)

rs2043211

rs6509365

CARD8
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 Com base nos dados apresentados, apenas o polimorfismo A/T de CARD8 

(rs2043211) parece estar associado a menores taxas de HTC na malária por P. vivax. 

 5.3.4 Distribuição dos alelos e genótipos para os polimorfismos de IL-1β e MEFV 

e associação com a morbidade na malária por P. vivax 

 Ao todo, foram genotipadas 123 amostras para o polimorfismo de IL-1β (rs1143634) e 

129 para o polimorfismo de MEFV (rs224204). A tabela 10 apresenta as frequências alélicas e 

genotípicas obtidas para esses polimorfismos. 

Tabela 10: Frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos de IL-1β e MEFV 

 

 

 Com relação ao polimorfismo G/A de IL-1β (rs1143634), o alelo G foi o de maior 

frequência (85%), assim como o genótipo GG, que esteve presente em 72% dos indivíduos 

estudados. Quanto ao polimorfismo G/A de MEFV (rs224204), o alelo G foi o mais frequente 

(89%) e o genótipo GG esteve presente em cerca de 80% da população de estudo.  

 Assim como para todos os outros polimorfismos estudados, foi verificado o efeito dos 

alelos e genótipos sobre os níveis de hemoglobina, hematócrito, plaquetas, ocorrência de 

trombocitopenia grave e escore clínico. Entretanto, não foi observada associação entre os 

polimorfismos de IL-1β ou MEFV e os parâmetros considerados nesse estudo. 

  

Gene Polimorfismo Alelo Frequência, n. (%)
G 208 (85)
A 38 (15)

Genótipo
GG 88 (72)
AG 32 (26)
AA 3 (2)

Alelo
G 229 (89)
A 29 (11)

Genótipo
GG 100 (78)
AG 29 (22)
AA 0

rs1143634IL-1β

rs224204MEFV
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5.3.5 Haplótipos formados por polimorfismos em genes de componentes do 

inflamossoma 

 Também para os polimorfismos em genes de componentes do inflamossoma foi 

possível inferir os haplótipos e determinar suas frequências na população estudada. Foram 

definidos haplótipos para os genes de NLRP1, NLRP3 e CARD8. Com relação a NLRP1, os 

loci rs12150220 e rs2670660 estão em desequilíbrio de ligação (DL) (p= 0,000). No que diz 

respeito a CARD8, ambos os loci (rs2043211 e rs6509365) estão em DL (p= 0,000). 

Entretanto, não foi observado DL para os loci de NLRP3 estudados (p= 0,675). A tabela 11 

mostra os principais haplótipos para componentes do inflamossoma e suas respectivas 

frequências. 

Tabela 11: Haplótipos para os polimorfismos de NLRP1 (rs12150220, rs2670660 e 

rs34733791); NLRP3 (rs35829419 e rs10754558) e CARD8 (rs2043211 e rs6509365) 

 

  

 Os haplótipo de NLRP1 mais frequente foi A,A,G (41%), seguido por T,G,G (33%). O 

haplótipo C,C de NLRP3 apresentou maior frequência (60%), assim como o haplótipo A,A de 

CARD8 (59%).  

 Quando se avaliou o efeito dos haplótipos de NLRP1 sobre níveis de plaquetas, pela 

análise univariada, foi observada uma possível associação entre essas duas variáveis (p= 0,05 

– dados não mostrados). Com a análise de regressão realizada em seguida, verificou-se que o 

valor médio das plaquetas na presença do haplótipo A,A,G foi cerca de 20% maior do que na 

A,A,G 123 (41)
rs12150220, T,G,G 98 (33)
rs2670660, A,G,G 38 (13)
rs34733791 T,A,G 22 (7)

A,A,A 16 (5)
T,G,A 3 (1)

rs35829419, C,C 178 (60)
rs10754558 C,G 113 (38)

A,C 5 (2)
A,A 151 (59)

rs2043211, T,G 79 (30)
rs6509365 A,G 25 (10)

T,A 3 (1)

NLRP3

Principais 
haplótipos 

Frequência, n. (%)

NLRP1

CARD8

Gene Polimorfismos
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presença do haplótipo T,G,G (IC 95%: 4 – 38; p= 0,012). O mesmo percentual foi observado 

quando comparados os demais haplótipos à variante T,G,G (IC 95%: 2 – 39; p= 0,031), 

sugerindo uma associação entre o haplótipo T,G,G e menores níveis plaquetários.  

 Além desse achado, os haplótipos para o gene de NLRP1 apresentaram um efeito 

significativo sobre o escore clínico, sendo que o maior valor da mediana foi observado para o 

haplótipo T,G,G (Teste de Kruskal-Wallis; p= 0,017), conforme ilustrado na figura 10. 

Controlando pelas variáveis de confusão, a presença do haplótipo A,A,G e dos demais 

diminui o valor médio do escore em, respectivamente 20,4% (IC 95%: 9 – 30; p= 0,001) e 

18% (IC 95%: 5 – 29; p= 0,007), quando comparados ao haplótipo T,G,G. 

 Com base nos resultados expostos, o haplótipo T,G,G de NLRP1 parece estar 

relacionado a menores níveis plaquetários e a um aumento da morbidade na malária por P. 

vivax, representado pelo aumento do escore clínico. Todavia, não foi verificada associação 

entre os haplótipos de NLRP3, haplótipos de CARD8 e os parâmetros clínicos ou 

hematológicos avaliados (dados não mostrados). 

  

 

Figura 10: Efeito dos haplótipos para o gene de NLRP1 sobre o escore clínico 
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6 Discussão 
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 Casos de malária grave por P. vivax em várias regiões do globo (Genton et al., 2008; 

Tjitra et al., 2008; Lacerda et al., 2012) têm chamado a atenção da comunidade científica para 

os mecanismos patogênicos dessa doença, até o momento pouco conhecidos. Assim como as 

particularidades apresentadas pelo parasito, fatores próprios do hospedeiro podem influenciar 

o curso da infecção malárica e, portanto, as manifestações clínicas decorrentes da mesma 

(Andrade & Barral-Netto, 2011; De Mendonça et al., 2012). Neste contexto, o presente 

trabalho investigou a associação entre a variabilidade genética do hospedeiro vertebrado e a 

morbidade na malária por P. vivax; com ênfase nos polimorfismos em genes de receptores de 

plaquetas e de componentes do inflamossoma, visto que a cascata de coagulação-inflamação 

parece contribuir para a patogenia da malária (Francischetti et al., 2012).  

A primeira hipótese avaliada foi a de que polimorfismos em genes de receptores 

plaquetários – que resultam em um ganho de função na adesão e/ou agregação das plaquetas – 

estão envolvidos com as alterações clínicas e hematológicas na malária por P. vivax, como a 

trombocitopenia. Dessa forma, o receptor plaquetário para colágeno – integrina α2β1 – foi o 

primeiro a ser investigado, estando o polimorfismo C807T da subunidade α2 relacionado ao 

aumento da densidade da integrina na superfície das plaquetas. De fato, esse polimorfismo 

mostrou-se fortemente associado a baixos níveis plaquetários, visto que carreadores do 

genótipo TT apresentaram dez vezes mais chance de desenvolverem trombocitopenia grave 

(níveis de plaquetas iguais ou inferiores a 50.000/mm3). Apesar de não se conhecer o 

mecanismo que explique essa associação, diferentes achados sugerem que a malária vivax 

leva à intensa ativação do endotélio e inflamação (Yeo et al., 2010; Andrade et al., 2010). 

Sendo assim, especula-se que o endotélio vascular lesionado, característico da infecção, 

potencializa as interações entre plaquetas e colágeno, principalmente em carreadores do alelo 

807T, que apresentam maiores níveis do receptor α2β1 na superfície de suas plaquetas. 

Consequentemente, é possível que nesses indivíduos ocorra uma ativação plaquetária mais 

intensa, induzida pela interação com o colágeno, que pode contribuir para o processo 

inflamatório nesses pacientes e o aparecimento de alterações clínicas.  

Achados anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que micropartículas 

derivadas de plaquetas (PMPs) estão correlacionadas a manifestações clínicas em pacientes 

infectados por P. vivax (Campos et al., 2010). Tendo em vista que a ativação plaquetária leva 

à liberação de micropartículas no sangue e que essas microvesículas são mediadores 

inflamatórios em várias doenças (Boilard et al., 2010; Balvers et al., 2015), componentes 

relacionados a essa ativação, como a integrina de membrana α2β1, também poderiam modular 

indiretamente os níveis de plaquetas e micropartículas. Entretanto, os mecanismos envolvidos 
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com a trombocitopenia na malária por P. vivax são pouco conhecidos e, dessa forma, nossos 

resultados iniciais sugerem que o estudo de receptores plaquetários pode auxiliar a esclarecer 

aspectos importantes dessa complicação clínica. Outro aspecto a ser investigado é o possível 

envolvimento dos receptores plaquetários na citoadesão de P. vivax, fenômeno recém-descrito 

e ainda pouco estudado (revisto por Costa et al., 2011). De grande importância, trabalhos 

recentes sugerem que o acúmulo de P. vivax nos tecidos é um fenômeno mais expressivo em 

casos de malária vivax grave e está relacionado à inflamação sistêmica (Barber et al., 2015). 

Em paralelo ao estudo do polimorfismo na integrina α2, realizou-se a genotipagem do 

polimorfismo T1565C na integrina β3 que, quando complexada à subunidade αIIb, é capaz de 

se ligar ao fibrinogênio e promover a agregação plaquetária (Bennett et al., 2005). Todavia, 

não foi observada associação entre a variabilidade genética de β3 e os parâmetros clínicos ou 

hematológicos avaliados. A ausência de associação, porém, não exclui um possível papel 

dessa integrina na patogenia da malária vivax, visto que outros polimorfismos no gene de β3 

podem estar relacionados às complicações da doença. Nesse sentido, seria interessante 

investigar outros polimorfismos relevantes para as funções da integrina β3, em um grupo 

maior de pacientes.     

A terceira glicoproteína incluída no estudo é denominada GPIbα, sendo sua ligação ao 

fator de von Willebrand (vWF) essencial para a adesão e ativação das plaquetas (López, 

1994). O polimorfismo na sequência de Kozak do gene de GPIbα (T-5C) está relacionado à 

expressão desse receptor na membrana plaquetária e, consequentemente, a um ganho de 

função no fenômeno adesivo. Assim, tem sido sugerido que portadores do alelo C apresentam 

maiores níveis de GPIbα e são mais susceptíveis ao desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares (Afshar-Kharghan et al., 1999).  No presente trabalho, verificou-se que o 

polimorfismo em questão está associado a baixos níveis de hemoglobina (Hb) e hematócrito 

(HTC) em pacientes infectados por P. vivax. De grande relevância, nosso estudo é o primeiro 

a sugerir associação entre a variabilidade de um receptor plaquetário e a anemia na malária 

vivax.  

Neste momento, pode-se apenas especular os mecanismos pelos quais a maior 

expressão de GPIbα poderia influenciar na anemia causada por P. vivax. Trabalhos 

investigando mecanismos moleculares envolvidos na patogenia dessa doença demonstraram 

que os níveis de vWF em sua forma ativa (ligado a GPIbα) estão elevados em pacientes com 

malária vivax (Mast et al., 2009). Visto que níveis de vWF são conhecidos marcadores de 

perturbação endotelial, esses achados sugeriram mais uma vez que a perturbação do endotélio 



64 
 

não é um fenômeno restrito a P. falciparum (Mast et al., 2009). De interesse, formas ultra-

alongadas de vWF são altamente reativas com as plaquetas e, portanto, promovem intensa 

ativação e adesão plaquetária, principalmente em regiões de dano tecidual (Dong et al., 2003). 

Por outro lado, apesar dos mecanismos relacionados à anemia na malária vivax apresentarem 

questões em aberto, um trabalho recente em malária por P. falciparum demonstrou que a 

ativação do complemento está associada à hemofagocitose, podendo levar à anemia nos 

pacientes infectados (Dasari et al., 2014). Portanto, nossa hipótese é a de que a maior 

atividade de vWF nos portadores do alelo C para o polimorfismo de GPIbα (T-5C) poderia 

levar à anemia, em um mecanismo dependente do complemento. Isto porque achados recentes 

demonstraram que vWF é capaz de modular a ativação/desativação da cascata do 

complemento (Feng et al., 2015). No entanto, estudos futuros, inclusive com pacientes 

apresentando malária grave, são necessários para testar essa hipótese.  

Em conjunto, nossos dados sugerem que a variabilidade genética de receptores 

plaquetários está envolvida com as complicações clínicas mais frequentes em pacientes 

infectados por P. vivax, particularmente trombocitopenia grave e anemia. Devido à 

importância desses achados, são necessários estudos prospectivos incluindo um maior número 

de amostras. 

 Tendo em vista o caráter inflamatório da infecção malárica, a segunda hipótese 

investigada foi a de que polimorfismos em genes de componentes do inflamossoma, tais como 

NLRP1, NLRP3, CARD8, IL-1β e MEFV, estão associados à morbidade em pacientes 

infectados por P. vivax. Em resumo, os sensores moleculares que compõem os inflamossomas 

são capazes de detectar uma série de padrões relacionados a patógenos e dano tecidual. Esses 

sensores são reconhecidos pela capacidade de promover uma resposta inflamatória robusta, 

por meio da ativação de caspase (Latz et al., 2013).  

 No presente trabalho, verificou-se uma associação entre o polimorfismo de NLRP1 

(A/T, rs12150220) e os níveis plaquetários dos pacientes estudados, estando o alelo T 

relacionado a menores níveis de plaquetas e também ao aumento do escore clínico, indicador 

de morbidade. De fato, o alelo T foi recentemente associado ao desenvolvimento da pré-

eclampsia – doença multifatorial caracterizada, entre outros fatores, pela inflamação sistêmica 

– em gestantes (Pontillo et al., 2014). A partir de nossas análises, foi verificado, portanto, que 

o valor médio das plaquetas em carreadores do genótipo AT é significativamente menor que 

em portadores do genótipo AA. Todavia, não houve diferença significativa entre AA e TT. 

Como as análises estatísticas iniciais seguiram o modelo de herança codominante, se forem 
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combinados os genótipos AT e TT e comparados a AA, é possível que se observe diferença 

nos níveis plaquetários dos grupos. Tendo em vista que o polimorfismo A/T de NLRP1 está 

relacionado a um aumento na secreção de IL-1β (Levandowski et al., 2013), é possível 

especular que essa variação esteja de fato associada à função alterada de NLRP1, predispondo 

os carreadores do alelo T a um processo inflamatório mais intenso e à baixa de plaquetas.   

 No que diz respeito ao segundo polimorfismo estudado de NLRP1 (A/G, rs2670660), 

o mesmo mostrou-se associado a menores níveis de Hb e à ocorrência de trombocitopenia 

grave, confirmando a importância da variabilidade genética de NLRP1 nas manifestações 

clínicas de pacientes com malária vivax. De forma semelhante, um estudo acerca de doenças 

autoimunes da tireoide verificou que portadores do alelo G apresentam susceptibilidade ao 

desenvolvimento dessas patologias (Alkhateeb et al., 2013). O terceiro polimorfismo 

analisado para NLRP1 (G/A, rs34733791) não foi associado aos parâmetros clínicos e 

hematológicos avaliados. No entanto, quando analisados os haplótipos para os três 

polimorfismos de NLRP1, observou-se que o haplótipo T,G,G está relacionado a uma 

significativa redução do número de plaquetas e a um aumento do escore clínico. Esse achado 

não necessariamente inclui uma associação entre o polimorfismo rs34733791 e esses 

parâmetros, mas ressalta o efeito dos polimorfismos A/T e A/G sobre as manifestações 

clínicas decorrentes da infecção por P. vivax nos indivíduos estudados.  

 Com relação ao gene de NLRP3, verificou-se que a chance de ocorrer trombocitopenia 

grave em carreadores do alelo G para o polimorfismo C/G (rs10754558) foi cerca de duas 

vezes menor que em portadores do alelo C. De fato, um estudo bastante recente acerca da 

infecção por HTLV-1 mostrou que o genótipo GG para esse polimorfismo de NLRP3 estava 

associado a um perfil protetor (Kamada et al., 2014). Curiosamente, na infecção pelo vírus da 

dengue, foi observada a ativação de NLRP3 em plaquetas e posterior liberação de IL-1β por 

meio das micropartículas (Hottz et al., 2013). Tendo em vista a estreita relação entre 

plaquetas, micropartículas e a infecção por P. vivax, esses achados abrem novos caminhos 

para a investigação do papel do inflamossoma NLRP3 na morbidade associada à malária 

vivax (trabalho em andamento). 

 A proteína CARD8, que contem um domínio de recrutamento de caspase, apresenta 

uma função regulatória na liberação de IL-1β (Ito et al., 2014). Consequentemente, o 

polimorfismo A/T (rs2043211) no gene dessa proteína tem sido associado ao aumento do 

risco e da gravidade de inflamações crônicas (Kastbom et al., 2008). Nossos dados sugeriram 

uma relação entre esse polimorfismo e menores taxas de HTC em pacientes infectados por P. 
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vivax. De relevância, o polimorfismo A/T resulta em uma proteína truncada e, por 

conseguinte, na perda da inibição de caspase-1 mediada por CARD8 (Asfaw-Idosa et al., 

2014). O prejuízo na inibição, por sua vez, pode acarretar em maiores níveis de IL-1β e 

exacerbação do processo inflamatório, possibilitando o surgimento de alterações clínicas e 

hematológicas, como a baixa de HTC. 

 Finalmente, nas nossas condições, os polimorfismos estudados de IL-1β e MEFV não 

tiveram efeito significativo sobre os parâmetros avaliados. A baixa frequência de indivíduos 

homozigotos mutados na população de estudo pode ter contribuído para esses achados, o que 

não exclui a possibilidade de outros polimorfismos em ambos os genes estarem envolvidos 

com a susceptibilidade às manifestações clínicas da malária vivax. 

 Os resultados a respeito da variabilidade genética em componentes do inflamossoma 

aqui apresentados, apesar de iniciais, são bastante promissores e, dessa forma, seria 

interessante realizar um estudo mais aprofundado incluindo um maior número de amostras. 

Todavia, nossos achados sugerem a importância do estudo dessas plataformas moleculares na 

malária vivax, a fim de melhor compreender os mecanismos inflamatórios e patogênicos 

associados a essa doença. 
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7 Conclusões 
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 Os resultados obtidos ao final deste trabalho permitiram concluir que: 

1. Indivíduos carreadores do genótipo TT para o polimorfismo C807T da integrina α2 

apresentam maior susceptibilidade à trombocitopenia grave induzida por P. vivax; 

 

2. O polimorfismo da glicoproteína GPIbα (T-5C) mostrou-se fortemente associado a 

alterações nos níveis de hemoglobina e hematócrito. Logo, pacientes carreadores do 

alelo C podem apresentar uma predisposição ao desenvolvimento de anemia na 

malária por P. vivax; 

 

3. Os polimorfismos A/T (rs12150220) e A/G (rs2670660) de NLRP1 estão relacionados 

a alterações clínicas e hematológicas observadas em pacientes com malária vivax, 

especialmente a baixos níveis de plaquetas e hemoglobina; 

 

4. O haplótipo T,G,G de NLRP1 está relacionado a menores níveis plaquetários e a um 

aumento da morbidade na malária por P. vivax (representado pelo aumento do escore 

clínico), sugerindo a importância de NLRP1 para as complicações decorrentes dessa 

doença; 

 
5. Indivíduos carreadores do alelo G para o polimorfismo C/G (rs10754558) de NLRP3 

são menos susceptíveis ao desenvolvimento de trombocitopenia grave associada à 

malária vivax; 

 
6. O polimorfismo A/T (rs2043211) de CARD8 está associado a menores taxas de 

hematócrito em pacientes com malária vivax, sendo a presença do alelo T um fator de 

risco para a ocorrência dessa alteração hematológica. 
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