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RESUMO 

 

Os estudos sobre os mecanismos patogênicos que levam à malária grave foram durante 

muitos anos restritos basicamente ao Plasmodium falciparum. Entretanto, o número de casos 

de P. vivax vem aumentando em todo o mundo, incluindo aqueles de malária grave. 

Evidências recentes sugerem que a infecção pelo P. vivax induz uma resposta imune 

inflamatória mais intensa que aquela induzida pelo P. falciparum.  Diante disso, os objetivos 

deste trabalho foram: (i) investigar mediadores plasmáticos relacionados à inflamação que 

poderiam ser utilizados como marcadores de morbidade da malária por P. vivax; (ii) 

identificar indivíduos geneticamente susceptíveis e/ou resistentes à malária clínica. Na busca 

de biomarcadores, a hipótese investigada foi a de que as micropartículas (MPs) – vesículas 

resultantes da ativação e/ou apoptose celular – e os ácidos nucléicos circulantes (CNAs) 

estariam associados à infecção pelo P. vivax. Em pacientes bem caracterizados clinicamente 

foi possível demonstrar que as MPs, de diferentes origens, estavam significativamente 

aumentadas na malária por P. vivax, sendo as MPs de origem plaquetária associadas à 

sintomatologia da doença. Os níveis de CNAs plasmáticos estavam aumentados nos pacientes 

infectados pelo P. vivax sendo estes níveis associados ao espectro clínico da doença. Um 

achado interessante no presente trabalho foi que os níveis de CNAs também correlacionaram- 

se com a trombocitopenia. Um resultado de grande importância foi que os níveis de MPs e 

CNAs no plasma retornaram aos valores basais após o tratamento antimalárico específico, o 

que sugere que ambos os fatores podem ser bons marcadores de morbidade por P. vivax. 

Na segunda parte do estudo, buscou- se a associação entre os polimorfismos genéticos 

de citocinas (MIF, TNF-α, IL-10 e TGF-β) e de glicoproteínas plaquetárias (GPIa/IIa e 

GPIIb/IIIa) com as complicações clínicas e hematológicas da infecção pelo P. vivax. Os 

resultados obtidos evidenciaram associações entre os polimorfismos dos genes GPIa/IIa, 

TNF-α, MIF e IL-10 e alterações clínicas e hematológicas na malária causada pelo P. vivax. 

Em resumo, os dados apresentados reforçam a influência de múltiplos genes do hospedeiro 

vertebrado na malária por P. vivax. Espera-se que os resultados observados no presente 

trabalho possam contribuir no esclarecimento dos mecanismos envolvidos na patogenia do P. 

vivax . 
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ABSTRACT 

 

 Study of the mechanisms involved in the pathogenesis of severe malaria has been 

widely concentrated in malaria caused by P. falciparum.  However, the number of severe 

cases of P. vivax has been increasing, placing P. vivax infection in a higher status of global 

health concern.  The few studies that had addressed the pathogenesis of vivax malaria had 

shown that P. vivax infection induces greater host inflammatory responses compared to P. 

falciparum malaria. Here, the main objectives of the study were: (i) to investigate plasma-

derived mediators of inflammation that could be a potential marker of P. vivax clinical 

disease, (ii) to identify individuals who are genetically susceptible and/or resistant to vivax 

malaria. Searching for biomarkers, the hypothesis investigated was that cellular microparticles 

(MPs) – submicron membrane vesicles released upon cellular activation or apoptosis– and 

circulating nucleic acids (CNAs) are involved in P.vivax infection. In patients clinically well 

characterized, it was possible to demonstrate that MPs from different cellular origins were 

significantly increased in P. vivax infection, and those platelet-derived were associated with 

acute malaria symptoms. Also, the levels of CNAs were increased in plasma of P. vivax 

patients, with their levels associated with the clinical spectrum of vivax malaria. An 

interesting finding was that the levels of CNAs were correlated with thrombocytopenia. Of 

importance, the levels of MPs and CNAs in plasma returned to basal values after specific 

antimalarial treatment, which suggested they may have potential as biomarkers of vivax 

morbidity. Further, we sought to investigate the association between genetic polymorphisms 

in cytokines (MIF, TNF-α, IL-10 and TGF-β) and platelet surface glycoproteins (GPIa/IIa and 

GPIIb/IIIa) with clinical complications of P. vivax infection. The results showed associations 

between genetic polymorphisms of several genes – GPIa/IIa, TNF-α, MIF and IL-10 –  with 

hematological and clinical parameters of P. vivax infection.  Taken together, the results 

presented here may shed light on the mechanism involved in the pathogenesis of P.vivax, and 

it might contribute to the current studies on P. vivax malaria. 
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1.1 ASPECTOS GERAIS DA MALÁRIA HUMANA 

 

A malária é uma das mais importantes doenças infecciosas nas regiões tropicais e 

subtropicais, sendo reconhecida como grave problema de saúde pública no mundo. Quarenta 

por cento da população mundial vive em áreas de transmissão estando, portanto, expostas ao 

risco de contrair a doença. A incidência da malária é de 300 a 500 milhões de casos e cerca de 

1 milhão de mortes por ano, das quais 90% acometem na África sub-Saariana em crianças 

com menos de 5 anos de idade (WHO, 2009). No Brasil, a doença é endêmica na Amazônia 

Legal, onde foram registrados cerca de 306.000 casos em 2009, correspondendo a 95% dos 

casos da doença registrados no país. Dos casos clínicos de malária notificados anualmente na 

região Amazônica, 83,7% são causados pelo Plasmodium vivax e cerca de 16,3% pelo 

Plasmodium falciparum (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Guerra e colaboradores (2010) 

mostraram que em 2009, cerca de 2,85 bilhões de pessoas estão em áreas de risco de 

transmissão da malária por P. vivax no mundo todo.  

A malária humana é causada por parasitos do gênero Plasmodium, que inclui mais de 

100 espécies conhecidas, das quais quatro são as principais que parasitam o homem: P. 

falciparum, P. vivax, P. malarie e P. ovale. Recentemente, a transmissão natural do P. 

knowlesi, parasito de símios, tem sido descrita em algumas regiões do sudeste asiático e da 

África (Bronner et al., 2009). Consequentemente, muitos autores tem considerado esta espécie 

como a quinta espécie de plasmódio causando malária humana (Babady et al., 2009). 

Apesar da malária causada por P. vivax ser a principal encontrada nas Américas e na Ásia, é 

ainda pouco estudada, possivelmente por ser esta espécie menos virulenta que o P. falciparum 

e também devido às dificuldades de sua manutenção em cultivo contínuo. Entretanto, achados 

recentes tem questionado o paradigma de que a infecção por P. vivax não seja benigna. Em 

um estudo clínico em Papua Nova Guiné (Oceania) foi mostrado que em crianças menores de 

cinco anos, 23% dos casos de P. vivax foram considerados graves, dos quais 80% 

apresentavam um quadro de anemia grave (hemoglobina menor que 5g/dL) (Tjitra et al., 

2008).  Genton e colaboradores (2008) mostraram que na Papua Nova Guiné 9% das crianças 

com idade inferior a 5 anos diagnosticadas com P. vivax evoluíram para o quadro clínico de 

malária grave. No Brasil, vários estudos relataram um aumento no número de casos graves em 

pacientes infectados pelo P. vivax (Araujo et al., 2008). Estes estudos mostraram que no 

período de 1998 a 2008, cerca de 230 mortes relacionadas à infecção pelo P. vivax foram 

registradas na Amazônia (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Entretanto, é importante ressaltar a 

importância da confirmação da espécie P. vivax por técnicas mais sensíveis (como o PCR, por 
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exemplo) em um caso de morte, uma vez que deve ser descartada a possibilidade de co-

infecção com o P. falciparum. Além disso, a presença de outras doenças infecciosas agudas 

como febre amarela, leptospirose e dengue também deve ser considerada (Santana et al., 

2010). 

Nos estudos que mostraram que houve um aumento no número de internações por 

malária P. vivax no Brasil, as principais complicações clínicas encontradas foram anemia 

grave, icterícia e trombocitopenia (Alexandre et al., 2010). A trombocitopenia foi encontrada 

em cerca de 20% dos pacientes internados com malária vivax, muitos deles apresentando 

também trombocitopenia grave (plaquetas < 50.000/mm
3
) não relacionada aos distúrbios de 

coagulação. Infecções por P. vivax associadas à trombocitopenia também tem sido descritas 

em outros países, tais como a Índia, onde 18% dos infectados pelo P. vivax desenvolveram 

trombocitopenia grave (Kochar et al., 2009). Entretanto,  a importância clínica desta 

complicação hematológica é ainda pouco compreendida tanto para a infecção pelo P. vivax 

quanto pelo P. falciparum. Estes achados demonstram a grande necessidade de novos estudos 

visando o esclarecimento dos mecanismos patogênicos envolvidos na infecção por P. vivax 

(Anstey et al., 2009). 

 

1.2 PRINCIPAIS DIFERENÇAS ENTRE P. vivax E P. falciparum QUE PODEM SER 

RELACIONADAS À PATOGENIA 

  

Na sua forma mais freqüente, a não-grave, a malária traduz-se clinicamente em uma 

síndrome febril aguda indiferenciada. O paroxismo febril se justifica pela ruptura das 

hemácias pelos esquizontes. Este paroxismo acontece principalmente em conseqüência da 

liberação de citocinas inflamatórias, tais como IL-6, IL-1, TNF-α e IFN-γ, que produzem, em 

seu conjunto, a febre e os calafrios característicos da doença (Anstey et al., 2009). 

A malária grave, por ser responsável pelo grande número de mortes em regiões 

tropicais, tem sido o alvo da maior parte dos estudos sobre a doença, principalmente no que 

diz respeito ao P. falciparum, espécie mais patogênica e melhor estudada. Entretanto, 

diferenças nas manifestações da doença podem ser observadas, com uma parcela dos 

indivíduos desenvolvendo complicações graves, enquanto outros não, sendo as razões para 

isso pouco esclarecidas (Clark et al., 2010). Alguns estudos têm demonstrado que fatores do 

parasito, como a virulência da cepa, por exemplo, bem como a idade e características 

genéticas do hospedeiro, podem estar envolvidos no aumento da susceptibilidade e/ou 
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resistência ao desenvolvimento de complicações clínicas e hematológicas na infecção 

malárica (Randall et al., 2010). 

  No que diz respeito ao parasito, podemos destacar sua capacidade de multiplicação 

dentro do hospedeiro vertebrado, uma vez que para cada esporozoíto de P. falciparum que 

penetra em um hepatócito, formam-se cerca de 40.000 novos merozoítos, enquanto na 

infecção por P. vivax, formam-se apenas 10.000 novos merozoítos (revisto por Anstey et al., 

2009). É importante destacar ainda os mecanismos de invasão utilizados pelos plasmódios 

para infectar as células sanguíneas. Nesta etapa de invasão, diferenças importantes são 

observadas entre a infecção causada pelo P. vivax e por P. falciparum, quanto ao tipo de 

célula hospedeira infectada e às interações ligante-receptor necessárias para a invasão.  

O P. vivax parece invadir exclusivamente reticulócitos (eritrócitos jovens), o que pode 

contribuir para as cargas parasitárias menores observadas na infecção por essa espécie de 

parasito (revisto por Anstey et al., 2009) e requer, principalmente, a interação de uma proteína 

micronemal, a Duffy binding protein (DBP), com o seu receptor na superfície do eritrócito, o 

antígeno Duffy/receptor para quimiocinas (DARC) (Miller et al., 1976; Chaudhuri et al., 

1989; Horuk et al., 1993). Por outro lado, o P. falciparum invade tanto os reticulócitos quanto 

os eritrócitos maduros (Pasvol, et al., 1980) e é capaz de invadir estas células através, de pelo 

menos, cinco vias diferentes de invasão (revisado por Haldar e Mohandas, 2009). Por fim, 

destaca-se a capacidade do parasito de causar citoaderência, mecanismo patognomônico da 

infecção pelo P. falciparum, que pode levar às manifestações mais graves da doença, como a 

malária cerebral. Este complexo mecanismo de citoaderência ocorre devido à formação de 

protuberâncias (knobs) na superfície das hemácias, a partir de antígenos variantes do parasito 

tais como a proteína PfEMP1. O sequestramento só é possível quando acontece a interação 

entre a PfEMP1 e proteínas de adesão celular presentes na superfície das células endoteliais 

humanas, tais como ICAM-1 e CD36. O resultado final é a obstrução de capilares de 

importantes órgãos como cérebro, pulmão, fígado e rins, cuja anóxia contribui para a 

fisiopatologia da malária grave (Clark et al., 2006; Van der Heyde et al., 2006). Entretanto, os 

eventos que levam às complicações e à morte por P. falciparum são multifatoriais, 

envolvendo ainda alteração da homeostase, inflamação sistêmica e lesão neuronal (Rao et al., 

2010).  

Pouco se conhece sobre os mecanismos envolvidos na doença grave causada pelo P. 

vivax (Mueller et al., 2009). Sabe- se que, no caso da infecção por esse parasito, a formação 

de Knobs não ocorre, o que sugere a princípio, a sua incapacidade de se aderir ao endotélio 

microvascular. Entretanto, Kim e colaboradores (2006) mostraram que os eritrócitos 
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infectados por P. vivax são capazes de se aderirem in vitro ao receptor CSA (condroitina 

sulfato A), expresso em células da placenta e do pulmão. Anstey e colaboradores (2007) 

mostraram através de evidências indiretas in vivo que a adesão em órgãos como o pulmão 

pode acontecer também nesta espécie. Recentemente, Carvalho e colaboradores (2010) 

mostraram que eritrócitos infectados pelo P. vivax são capazes de se aderirem in vitro às 

células endoteliais do hospedeiro vertebrado. Entretanto, a citoaderência e o sequestramento 

em P. vivax ainda permanecem pouco esclarecidos. 

Os poucos estudos que tem investigado a patogenia da malária causada pelo P. vivax 

tem mostrado que a infecção por este parasito induz uma resposta inflamatória mais intensa 

que aquela induzida pelo P. falciparum (Anstey et al., 2009; Yeo et al., 2010), com 

associação entre a produção de  citocinas pró-inflamatórias e a forma mais grave da doença 

(Andrade et al., 2010).  

Vários estudos têm demonstrado a capacidade de ácidos nucléicos complexados às 

proteínas em estimular a resposta imune inata (Parroche et al., 2007; Wu et al., 2010). Dentre 

os receptores especializados em reconhecer o complexo ácidos nucléicos-proteínas, estão os 

receptores do tipo Toll 9 (TLR9) e Toll 2 (TLR2) (Franklin et al., 2009). Em P. falciparum, 

moléculas de glicosilfosfatidilinositol (GPI) também podem estimular os TLRs e levar ao 

paroxismo malárico (Boutlis et al., 2005).  Entretanto, estudos desta natureza ainda não foram 

conduzidos em P. vivax.  

Vários autores têm especulado os fatores que podem contribuir para uma resposta mais 

inflamatória na infecção pelo P. vivax. Carlton e colaboradores (2008) mostraram que o DNA 

de P. vivax apresenta um alto conteúdo de motivos CpG, maior do que o P. falciparum.  Os 

motivos CpG são sequências de DNA contendo o di-nucleotídeo citosina-guanina não 

metilado. Essas sequências são encontradas no genoma de vários protozoários, bactérias e 

fungos (Leichtle et al., 2011).  Hemmer e colaboradores (2006) mostraram que as 

concentrações do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), uma citocina pró-inflamatória 

envolvida na gravidade da malária, foram maiores durante o paroxismo na malária vivax 

quando comparado a malária falciparum. Diante disso, uma maior resposta inflamatória 

durante a infecção pelo P. vivax em comparação com P. falciparum pode desencadeada por 

inúmeros fatores diferentes (Karunaweera et al., 2007).  

Várias investigações têm proposto que uma desregulação na resposta imunológica do 

hospedeiro contribui para a supressão da eritropoiese durante a malaria (Hunt and Grau, 

2003). Por outro lado, a deficiência na produção de eritropoietina (EPO) não parece ser 

responsável pela anemia grave (Chang and Stevenson, 2004). Lamikanra e colaboradores 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leichtle%20A%22%5BAuthor%5D
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(2007) observaram que a supressão da eritropoiese foi provocada tanto pela presença de 

fatores do hospedeiro, tais como citocinas pró- inflamatórias, quanto por fatores do parasito, 

como a hemozoína, indicando que a supressão da eritropoiese é um fenômeno multifatorial. 

Além disso, estudos de malarioterapia mostraram que para cada eritrócito infectado destruído 

durante a infecção por P. vivax, 32 eritrócitos não infectados são também removidos da 

circulação sanguínea. Em P. falciparum essa destruição é menos acentuada (1 eritrócito 

infectado para cada 8 eritrócitos não infectados) (Anstey et al., 2009). 

  

1.3 O PAPEL DAS MICROPARTÍCULAS (MPs) E DOS ÁCIDOS NUCLÉICOS 

CIRCULANTES (CNAs) NA PATOGÊNESE DA MALÁRIA HUMANA 

  

Uma característica de muitas doenças inflamatórias e infecciosas é a ativação de 

células sanguíneas e do sistema vascular. Esta ativação leva a um processo de vesiculação, 

formando as micropartículas ( 

), que são fragmentos da membrana plasmática de algumas células, formados em 

condições fisiológicas ou quando a homeostase do tecido é perturbada (Mause e Veber, 2010). 

As MPs formam uma população heterogênea, mas em geral, são definidas pelo seu tamanho 

(menor que 1 micrômetro) e pela presença de fosfatidilserina (PS) na sua superfície externa 

(Couper et al., 2010). As MPs possuem diferentes características de acordo com as células 

que as originam, ou seja, quando as MPs são formadas, elas se deslocam levando consigo as 

proteínas de membrana da sua célula de origem (van der Heyde et al., 2011). As mais comuns 

são derivadas de plaquetas (George et al., 1982), mas existem também as que se originam de 

eritrócitos (Scott, Pendlebury and Green, 1984), leucócitos (Satta et al., 1994) e células 

endoteliais (Combes et al., 2004). As MPs têm um importante papel na inflamação, 

coagulação e homeostase vascular, possuindo várias funções fisiológicas, incluindo o 

transporte de componentes da membrana da sua célula de origem para outras células ativando 

direta ou indiretamente a inflamação e a coagulação. Uma grande variedade de patologias 

gera MPs, como doenças cardiovasculares, trombocitopenia idiopática púrpura (Jy et al., 

1992) e talassemias (Pattanapanyasat et al., 2004; Pattanapanyasat et al., 2007). As MPs 

parecem ter ainda um importante papel na infecção por HIV, arteriosclerose e metástase de 

tumores (Shah et al., 2008).  

  Recentemente, tem sido sugerido que a vesiculação celular pode estar envolvida 

também na imunopatologia da malária cerebral por P. falciparum (Coltel et al., 2006; Faille et 

al., 2009), uma vez que em indivíduos com malária cerebral foram observadas altos níveis de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22van%20der%20Heyde%20HC%22%5BAuthor%5D
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MPs endoteliais. Uma hipótese que pode explicar o papel das MPs na patogênese da malária 

cerebral é que elas auxiliam em uma maior adesão de eritrócitos infectados (Faille et al., 

2009). Já em modelo murino, as MPs de plaquetas foram encontradas em maior quantidade, 

principalmente em camundongos que apresentavam trombocitopenia (Combes et al., 2004). 

Recentemente, Couper e colaboradores (2009) mostraram que as MPs podem contribuir para a 

ativação potente de macrófagos, o que levaria ao desenvolvimento de um processo 

inflamatório na malária por P. berghei. Por outro lado, na infecção por P. vivax, as MPs ainda 

não foram estudadas. 

Outro aspecto investigado neste trabalho foi a contribuição de ácidos nucléicos 

circulantes (CNAs) na inflamação induzida pelo P.vivax.  A maior parte do DNA e RNA no 

organismo está localizada dentro das células. Entretanto, uma pequena porção destas 

sequências (1,8 - 3 ng/mL) pode ser encontrada circulando livremente no sangue de 

indivíduos saudáveis. O termo “ácidos nucléicos circulantes (CNAs)” se refere a segmentos 

de DNA ou RNA extracelulares encontrados na circulação sanguínea. A presença de níveis 

aumentados de CNAs no plasma de pacientes com lesão tecidual (Lam et al.,2009), acidente 

vascular cerebral (AVC) (Rainer et al., 2003), diabetes (Gahan et al., 2008) e vários tipos de 

cânceres tem sido demonstrada (Sozzi et al., 2003).  Em vários destes modelos, os níveis de 

CNAs foram diretamente associados à gravidade da doença.  Assim, para várias destas 

doenças, tais como câncer, os CNAs constituem um biomarcador e uma poderosa ferramenta 

prognóstica pouco-invasiva. Apesar da importância, o papel destes CNAs nunca foi estudado 

na malária.  

 

1.4 VARIAÇÕES GENÉTICAS DO HOSPEDEIRO VERTEBRADO E PATOGENIA NA 

MALÁRIA 

1.4.1 ALGUMAS CITOCINAS ENVOLVIDAS NA PATOGENIA DA MALÁRIA E 

SUAS VARIAÇÕES GENÉTICAS  

Nos últimos anos tem havido certo consenso que grande parte da patologia na malária 

pode ser resultado da ativação de vias inflamatórias, resultando em uma produção excessiva 

de citocinas pró-inflamatórias, fazendo-se necessário um controle nesta produção para que 

haja um equilíbrio na resposta imunológica (Clark et al., 2006). Assim, grande atenção tem 

sido dada aos genes do hospedeiro vertebrado que podem estar envolvidos em uma resposta 

inflamatória exacerbada. Dentre estes, vários genes codificadores de citocinas tem sido 

estudados na infecção por P. falciparum, como por exemplo, o fator de inibição da migração 

de macrófagos (MIF), fator de necrose tumoral (TNF-α) e interferon- gama (IFN-γ). A tabela 
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1 resume os principais achados da literatura envolvendo polimorfismos nos genes estudados 

neste projeto e suas relações com as doenças e/ou processos patológicos. 

O MIF foi originalmente descrito como um fator de inibição da migração de 

macrófagos derivados de linfócitos T (David, 1966). Atualmente sabe-se que além dos 

macrófagos, outros tipos de células também são importantes produtoras de MIF. O MIF é uma 

citocina multifuncional envolvida na patogenia de várias doenças humanas, incluindo sepse e 

choque séptico (Bernhagen et al., 1993; Calandra et al., 1998; Calandra et al., 2000), 

síndrome do desconforto respiratório agudo (Donnelly et al., 1997) e doenças inflamatórias e 

auto-imunes como a artrite reumatóide (Gregersen et al., 2003; Hoi et al., 2003), 

glomerulonefrite (Lan et al., 2000) e doenças inflamatórias intestinais (de Jong et al., 2001). 

 

Tabela 1- Polimorfismos estudados e associação com susceptibilidade/resistência a doenças e/ou 

processos inflamatórios 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O gene MIF foi clonado pela primeira vez em 1994 (Paralkar et al., 1994) e mapeado 

em 1997 por Budarf e colaboradores. Esses autores mostraram que o MIF é um gene de cópia 

única que está localizado no cromossomo 22q11.2, composto por 3 exons de 205, 183 e 173  

pb e 2 íntrons de 185 e 95 pb. O gene MIF é altamente conservado em diferentes espécies 

animais, o que sugere que essa citocina possui importantes funções biológicas. A região 

promotora do gene MIF apresenta várias sequências prováveis de ligação para fatores de 

transcrição, incluindo AP-1, fator nuclear NF-B e GATA. Entretanto, o papel dessas 

sequências no controle da expressão do gene MIF humano ainda não é conhecido (Renner et 

al., 2005).  

Quatro polimorfismos do gene MIF humano tem sido mais frequentemente descritos 

na literatura: uma repetição do tetranucleotídeo - CATT- localizado na posição -794 do 

promotor [-794(CATT)5-8] e três polimorfismos de base única (SNPs), um na região do 
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promotor (G-173C) e outros dois (T254C e C656G) em íntrons do gene (Donn et al., 2001; 

Donn et al., 2002 e Baugh et al., 2002) (Figura 1). Como os dois últimos polimorfismos estão 

localizados em sequências não codificantes, a maioria dos estudos realizados com esse gene 

foram direcionados para os polimorfismos -794(CATT)5-8 e G-173C, encontrados no 

promotor. 

 O polimorfismo -794(CATT)5-8 foi identificado por  Baugh e colaboradores em 2002. 

Neste estudo, os autores avaliaram pacientes com artrite reumatóide e indivíduos não-

portadores da doença, e observou-se uma associação significante entre pacientes homozigotos 

que apresentavam cinco repetições do CATT (5-CATT) e menor agressividade da doença 

reumatóide, quando comparados aos outros pacientes com maior número de repetições do 

tetranucleotídeo (6, 7 ou 8-CATT). Além disso, dados experimentais demonstram que 

indivíduos com o alelo 5-CATT (low repeat) apresentam baixos níveis de expressão de MIF e 

aqueles apresentando 6-CATT, 7-CATT ou 8-CATT apresentam uma elevada expressão desta 

citocina (Renner et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Desenho esquemático do gene MIF humano mostrando os principais polimorfismos 

estudados. As caixas pretas representam os três exons, as caixas brancas os dois íntrons e as 

caixas cinzas, os prováveis locais para ligação de fatores de transcrição (GATA, AP-1, ETs 

etc). As setas indicam as posições dos polimorfismos do gene (Adaptado de Renner et al., 

2005). 
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Barton e colaboradores (2003) estudaram o papel dos polimorfismos MIF G-173C e -

794 CATT5-8 na patogenia da artrite reumatóide. Estes autores mostraram que os indivíduos 

carreadores do alelo 5-CATT tiveram uma redução no risco de desenvolver a artrite e que 

indivíduos portadores do alelo -173C apresentaram um aumento na chance de desenvolver 

essa patologia.  

Na malária, McDevitt e colaboradores (2006) observaram que em cultura de 

monócitos estimulada com hemozoína, um resíduo da digestão da hemoglobina pelo 

Plasmodium e forte indutor da resposta imune do hospedeiro vertebrado, pacientes portadores 

de dois alelos 5-CATT (homozigoto) secretam menores níveis de MIF que os monócitos de 

pacientes portadores dos alelos 6-CATT ou 7-CATT (homozigoto ou heterozigoto). Estes 

dados experimentais obtidos in vitro sugerem que polimorfismos no promotor do gene desta 

citocina podem influenciar na resposta imune contra a infecção malárica, uma vez que 

indivíduos carreadores de alelos com mais de 5 repetições, são alto produtores de MIF.   

O polimorfismo de base única MIF G-173C se caracteriza por uma substituição de 

uma guanina por uma citosina na posição -173 do gene. Assim como o microssatélite, esse 

SNP parece estar associado a uma maior produção de MIF, levando a um aumento da 

susceptibilidade a inúmeras doenças inflamatórias. Apenas mais recentemente o papel dos 

SNPs do gene MIF na malária humana tem sido estudado. Jain e colaboradores (2009) 

mostraram que elevados níveis de MIF estão associados com a mortalidade de pacientes com 

malária cerebral na Índia. Além disso, o polimorfismo MIF-G173C foi associado com um 

maior risco de parasitemias elevadas em crianças com malária no Quênia. Awandare e 

colaboradores (2009) mostraram a associação dos polimorfismos de SNP (MIF G-173C) e 

microssatélite (-794 CATT5-8) com uma maior susceptibilidade a anemia grave na malária por 

P. falciparum. O forte desequilíbrio de ligação entre estes loci tem mostrado que a associação 

entre eles é capaz de gerar associações à susceptibilidade a diferentes doenças mais fortes do 

que utilizando os locus individuais (Donn et al. 2002; Barton et al. 2003;  Hizawa et al. 

2004).  Além disto, alguns autores tem mostrado a associação de haplótipos deste gene 

envolvendo as regiões -794/-173 com um aumento da susceptibilidade a várias doenças, tais 

como sepse e choque séptico (Lehmann et al., 2009). A associação dos haplótipos MIF -794/-

173 com uma maior susceptibilidade a anemia foi vista em pacientes com malária por P. 

falciparum (Awandare et al., 2009). 

 O Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) foi descoberto como uma das principais 

citocinas relacionadas aos processos inflamatórios e respostas imunes (Carswell et al., 1975). 

A identificação desta citocina pleiotrópica levou a descoberta da superfamília de TNFs e de 



 Introdução 

 

29 

 

seus receptores (Revisado por Parameswaran e Patial, 2010). O TNF-α participa na defesa do 

hospedeiro contra infecções, causando o aumento da expressão das moléculas de adesão, 

aumentando a circulação de células no sítio de infecção, estimulando macrófagos e neutrófilos 

à fagocitose, assim como a liberação de outras citocinas e mediadores inflamatórios. A 

produção exacerbada de TNF-α tem sido associada com a patogenia de várias doenças, como 

artrite reumatóide, doença de Crohn, arterioesclerose e sepse (Revisado por Parameswaran e 

Patial, 2010). Em malária, TNF-α foi a primeira citocina demonstrada estar presente em níveis 

elevados no plasma de pacientes com malária grave por P. falciparum (Grau et al., 1989). 

Os macrófagos são os principais tipos celulares produtores de TNF-α. Além deles, 

células T e B, monócitos e fibroblastos também podem produzir esta citocina. A expressão do 

gene TNF-α acontece através de inúmeras vias de sinalização celular e na grande maioria das 

células, ele não é expresso sem que haja uma estimulação prévia. É necessário que a célula 

seja exposta a estímulos tais como lipopolissacarídeos bacterianos (LPS) para que haja a 

produção de TNF-α (Falvo et al., 2000; Tsai et al., 2000). Estudos visando à identificação de 

fatores importantes para a transcrição do gene TNF- α mostraram que a via de transdução de 

sinal do TNF-α se dá através de dois receptores de membrana- TNFR1 e TNFR2- fazendo 

com que esta citocina exerça um número variado de importantes funções celulares incluindo 

proliferação, diferenciação e apoptose.  

Mais recentemente, tem sido proposto que o TNF-α, cujo gene codificador foi 

mapeado no cromossomo 6p21.3 está envolvido na regulação do metabolismo de ferro e no 

desenvolvimento da anemia grave na malária por P. vivax (Jain et al., 2009). De fato, essa 

citocina pode bloquear a diferenciação e proliferação de células progenitoras eritróides, 

causando uma deficiência de glóbulos vermelhos maduros no sangue (Roodman et al., 1987).  

Vários estudos têm sido feitos na tentativa de entender os mecanismos envolvidos na 

regulação da transcrição do gene do TNF-α (Pociot et al., 1993), dentre eles estudos de 

polimorfismos na região promotora. Os polimorfismos mais estudados são os SNPs 

localizados na posição G-308A e T-1031C do promotor do gene (Sohail et al., 2008), por 

estarem relacionados com diferença na expressão deste importante gene associado com a 

resposta inflamatória em várias doenças. Além disso, esses polimorfismos estão associados 

com as complicações cerebrais da malária causada por P. falciparum (Sinha et al., 2008) e 

com o aumento no risco de desenvolver anemia grave em crianças recém-nascidas do Quênia 

(Aidoo et al., 2001). 

 O primeiro polimorfismo na posição -308 corresponde à substituição do nucleotídeo 

guanidina (G) por uma adenina (A). Esta alteração está relacionada com um aumento na 
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produção de TNF-α (Hajeer and Hutchinson, 2001). O mesmo ocorre para o polimorfismo na 

posição -1031, que corresponde à substituição de uma timina (T) por uma citosina (C). Os 

dados de associação de TNF-α e malária vivax são escassos. Em um dos poucos estudos 

descritos, Sohail e colaboradores (2008) mostraram a associação dos polimorfismos G-308A e 

T-1031C com sintomas clínicos em cerca de 40 pacientes com malária P. vivax na Índia. Mais 

recentemente, estudos buscando a associação dos haplótipos do gene TNF-α com 

suscetibilidade à malária também tem sido feitos (Kuesap et al., 2010).  Entretanto, o papel 

dos polimorfismos no gene do TNF-α e a malária por P. vivax permanece pobremente 

compreendido. 

A Interleucina 10 (IL10) foi descrita pela primeira vez em 1990 (Moore et al., 1990) e 

constitui um membro da família das chamadas IL-10. A IL-10 propriamente dita é uma 

citocina antiinflamatória produzida por monócitos e linfócitos e que possui efeitos 

pleiotrópicos (Ouyang et al., 2010). Esta citocina tem um importante papel na regulação da 

produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-12, auxiliando na 

diminuição da resposta inflamatória provocada por essas citocinas (Buruiana et al., 2010).  

O gene codificador da IL-10 está localizado no cromossomo 1q31-32 e possui uma 

região promotora contendo mais de 27 sítios polimórficos (Giordani et al., 2003). Três 

principais polimorfismos já foram descritos na região promotora do gene IL-10 (G-1082A, 

C819T e C592A) (Gibson et al., 2001). Huebinger e colaboradores (2010) estudando 

pacientes que sofreram queimadura mostraram que indivíduos com a mutação C819T tiveram 

um menor risco de morte. O mesmo polimorfismo está ainda associado à resposta imune em 

doenças auto-imunes e/ou inflamatórias. Alguns estudos mostraram que o genótipo GG, 

relacionado ao polimorfismo na posição -1082 do gene Il-10 e associado à alta produção da 

citocina, parece proteger contra o câncer do trato gastrointestinal (Sun et al., 2010).  

Souza e colaboradores (2004) mostraram que a alta expressão de IL-10 foi observada 

em pacientes com a forma indeterminada da doença de Chagas, enquanto que indivíduos 

portadores da forma cardíaca da doença apresentaram baixos níveis desta citocina. Os autores 

sugerem que há uma perda do controle imunológico em pacientes com a forma cardíaca da 

doença, tendo a IL-10 papel fundamental neste controle. Entretanto, Costa et al. (2009) 

mostraram que a presença do alelo A na posição 1082 do gene IL-10 está relacionado à 

proteção na doença de Chagas, uma vez que indivíduos que apresentaram esse alelo são 

portadores da forma indeterminada da doença. 

Apesar das bases fisiopatológicas da anemia grave em pacientes com malária ainda 

permanecerem obscuras, diferentes níveis de produção de IL-10 parecem estar relacionados 
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com a determinação da resposta à doença. Ouma e colaboradores (2008) mostraram a 

associação do haplótipo -1082G/-819C/-592C no gene IL-10 com a proteção contra a anemia 

grave em crianças com malária por P. falciparum.  Além disso, esses autores mostraram que 

crianças com este haplótipo também possuem altos níveis plasmáticos de IL-10.  

O fator de crescimento tumoral beta (TGF-) constitui uma superfamília de citocinas 

com mais de 40 membros. O TGF-é uma citocina pleiotrópica que pode ter efeito anti e 

pró-inflamatório dependendo do ambiente e da sua concentração (Andrade et al., 2010). Esta 

citocina tem como papel regular diferentes funções celulares, como proliferação, apoptose, 

diferenciação, migração, entre outros (Arosio et al., 2007). O TGF- está envolvido em 

várias patologias humanas, incluindo doenças auto-imunes, doenças vasculares e tumores. 

Além disso, esta citocina tem um efeito imunossupressor, por inibir a produção de citocinas 

pró- inflamatórias como TNF-α e interleucina 1 (IL-1) (Suzumura et al., 1993) e de moléculas 

de adesão como ICAM-1 e VCAM-1  (Shrikant et al., 1996). Existem vários polimorfismos 

descritos no gene codificador do TGF-β 1, tanto na região do promotor, quanto na sua região 

codificadora, mas os principais e melhores estudados são dois SNPs, T869C, e G915C. Esses 

polimorfismos estão associados com variações na expressão da citocina TGF-β 1 (Cambien et 

al., 1996). A atividade anti-inflamatória do TGF-β 1 parece estar associada a uma redução dos 

sintomas clínicos em crianças infectadas com P. falciparum. Recentemente, Sambo e 

colaboradores (2010) mostraram que polimorfismos no gene do TGF-β 2 contribuem para o 

aumento do risco de desenvolvimento da malária cerebral por P. falciparum em crianças 

angolanas. De particular interesse para o estudo da malária, podemos destacar que as 

plaquetas ativadas liberam TGF-β 1 que podem estimular a apoptose no endotélio, levando a 

graves complicações na malária cerebral (Wassmer et al., 2006). Ainda não foram feitos 

estudos associando-se polimorfismos no gene TGF-β 1 em P. vivax.  

 

 1.4.2 O PAPEL DAS PLAQUETAS E DOS POLIMORFISMOS EM GENES DE 

GLICOPROTEÍNAS DE PLAQUETAS NA PATOGENIA DA MALÁRIA 

 

Além do seu importante papel no controle da homeostase, as plaquetas podem 

contribuir em vários processos relacionados à modulação da resposta imune, inflamação e 

angiogênese (Smyth et al., 2009).   

As plaquetas possuem em sua superfície uma grande quantidade de integrinas, que 

consistem de heterodímeros de subunidades α e β, associados covalentemente. A principal 

integrina plaquetária é o complexo GPIIb/IIIa, única integrina expressa exclusivamente em 
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plaquetas. O receptor é formado pela associação de duas GP, a GPIIb e a GPIIIa, por isso é 

considerado um complexo. O GPIa/IIa é o principal receptor para o colágeno, enquanto o 

GPIIb/IIIa é um importante receptor para o fibrinogênio (de Lacerda, 2007). O receptor 

plaquetário GPIV (CD36) é o mesmo envolvido na citoaderência de hemácias parasitadas por 

P. falciparum a vários órgãos-alvos da malária grave. O CD36 não é expresso exclusivamente 

em plaquetas, sendo também encontrado em monócitos, macrófagos e em células endoteliais 

(Cserti-Gazdewich et al., 2011).  

Há algum tempo se especula a participação das plaquetas na fisiopatologia da malária 

grave por P. falciparum, uma vez que a proteína PfEMP1 do parasito pode se ligar as 

plaquetas expressando CD36, e essas por sua vez podem se ligar ao endotélio aumentando a 

adesão de eritrócitos infectados (Cox e McConkey, 2010). A diversidade de receptores 

encontrados nas plaquetas sugere a interação destas partículas com células do sangue, sistema 

imune, sistema endócrino e sistema nervoso. A ativação plaquetária pode ainda induzir a 

liberação de várias citocinas pró-inflamatórias, o que aumenta a resposta inflamatória durante 

a malária (Coppinger et al., 2004). Por outro lado, essa ativação pode levar a trombocitopenia, 

o que acaba reduzindo a adesão de eritrócitos infectados, uma vez que, com a diminuição de 

plaquetas no sangue passam a existir também poucos receptores disponíveis para que os 

eritrócitos se aderem (Cox e McConkey, 2010).  

Vários mecanismos imunológicos como estresse oxidativo por exemplo, tem sido 

sugeridos como causa da destruição de plaquetas. Entretanto, a patogênese da perda de 

plaquetas associada com a malária grave é muito pouco esclarecida, tendo sido estudada 

principalmente em modelos de malária murina (Piguet, Kan and Vesin, 2002). Nestes 

modelos, tem sido proposto que as plaquetas podem agravar a malária por contribuir para a 

adesão de leucócitos ou por permitir a ativação endotelial (Cserti-Gazdewich et al., 2011). 

Consequentemente, o papel das plaquetas na patogênese da malária, bem como em outras 

doenças inflamatórias e infecciosas, tem sido um assunto de grande interesse. 

A contagem de plaquetas tem sido associada à malária falciparum grave e, apesar do 

achado não ser consensual, a trombocitopenia não tem sido um critério para classificação de 

malária grave, de acordo com a OMS (Kochar et al., 2009). Mais recentemente, também nos 

casos de malária vivax com complicações, tem-se observado, sistematicamente, o 

aparecimento de plaquetopenia. Em estudo descritivo de 43 casos de malária vivax grave, em 

Manaus, a média da contagem de plaquetas em pacientes graves, no dia da admissão, foi 

significativamente menor do que a de pacientes não-graves (de Lacerda, 2007).  
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Variabilidades genéticas podem afetar os receptores de plaquetas, contribuindo para o 

aumento da adesão, podendo levar a trombose (Jimenez et al., 2008). Além disso, essa 

variabilidade pode levar à trombocitopenia grave, uma vez que as glicoproteínas de superfície 

plaquetária parecem ser alvos importantes para a destruição de plaquetas (Negrier et al., 

1998). Negrier e colaboradores (1998) identificaram vários polimorfismos na região do 

promotor e na região codificadora dos genes dos complexos GPIa/IIa e GPIIb/IIIa. O 

polimorfismo C807T na subunidade Ia (GPIa/IIa) tem sido relacionado com a maior 

expressão do receptor, contribuindo para uma maior adesão plaquetária. Por outro lado, o 

complexo IIb/IIIa possui inúmeros epítopos que podem ser alvo do reconhecimento de 

aloanticorpos, levando a destruição plaquetária e com isso à trombocitopenia. Newman e 

colaboradores (1989) identificaram um polimorfismo na posição 1565 do gene GPIIIa (do 

complexo GPIIb/IIIa), onde uma citosina foi substituída por uma timina. Esse polimorfismo 

levou a uma maior expressão da glicoproteína, levando ao aumento da apoptose de plaquetas. 

É importante ressaltar que até o momento, não há nenhum estudo associando os 

polimorfismos das glicoproteínas de plaquetas com a patogênese da malária humana.  
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A malária é uma doença parasitária que ocupa posição de destaque no panorama 

mundial. A incidência dessa doença no Brasil vem aumentando dramaticamente nas últimas 

décadas, sendo importante destacar que atualmente mais de 80% dos casos diagnosticados no 

Brasil são causados pelo P. vivax (WHO, 2009). 

O fato do P. vivax ter sido considerado por muito tempo como uma espécie causadora 

de uma malária benigna, fez com que os estudos sobre os aspectos patogênicos da malária 

humana fossem dirigidos principalmente para a infecção pelo P. falciparum, espécie mais 

letal para o homem. Recentemente casos graves de malária por P. vivax tem sido relatados e 

nos últimos anos, com a implementação das técnicas de biologia molecular, que tem 

permitido descartar/confirmar a presença de infecções mistas por Plasmodium, tornou-se mais 

evidente que o P. vivax - na ausência de P. falciparum - pode estar frequentemente envolvido 

com a malária severa (Anstey et al., 2009).  

Casos de malária grave por P. vivax tem sido descritos em todo o mundo, incluindo os 

casos de infecção por parasitos multi-resistente às drogas (Gentron et al., 2008; Tjitra et al., 

2008). No Brasil a maioria das complicações clínicas relacionadas com a malária causada 

pelo P. vivax são complicações hematológicas, como anemia severa e trombocitopenia. Um 

estudo recente, realizado em Manaus (AM), a trombocitopenia foi observada em 65% dos 

pacientes com malária por P. vivax, sendo 19% portadores também de anemia severa (< 

50.000/mm
3
) (de Lacerda et al., 2007). Achados como este tem levado ao questionamento do 

paradigma de que o P. vivax é causador de uma malária “não-virulenta” (Picot, 2006). Outras 

complicações também descritas na infecção pelo P.vivax incluem complicações cerebrais, 

síndrome respiratória aguda severa (SARS), disfunção hepática e falha renal (Kochar et al., 

2005; Saleri et al, 2006). De grande relevância foi o achado recente de que eritrócitos 

infectados por P.vivax parecem ser seqüestrados nos capilares pulmonares, um fenômeno 

previamente atribuído exclusivamente ao P. falciparum (Anstey et al., 2007). 

Os poucos estudos que tem investigado a patogenia da malária causada pelo P.vivax 

tem mostrado que a infecção pelo P.vivax induz uma resposta inflamatória mais intensa que 

aquela induzida pelo P. falciparum (Yeo et al., 2010). No Brasil, um único estudo mostrou a 

associação entre a produção de citocinas pró-inflamatórias e a forma mais grave da doença 

(Andrade et al., 2010).  Visto que uma resposta imune exacerbada do hospedeiro parece ter 

um papel fundamental na patogenia da malária causada por P.vivax, a proposta deste trabalho 

foi estudar mediadores importantes da resposta imuno-inflamatória que poderiam estar 

envolvidos nas manifestações da infecção causada pelo P. vivax. Mais especificamente, um 
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dos pontos investigados foi se parte da resposta inflamatória induzida pelo P.vivax é mediada 

por um processo de vesiculação celular que culmina com a produção de micropartículas 

(MPs) na circulação. As micropartículas - microvesículas resultantes da ativação celular - 

estão frequentemente associadas a processos inflamatórios sistêmicos que levam a um 

distúrbio de coagulação (Piccin et al., 2007). Estudos sobre MPs ganharam destaque na última 

década, sendo muitos os trabalhos que descrevem as características moleculares e funcionais 

das MPs derivadas de várias células (Periard et al., 2007). Embora muitos aspectos da função 

de MPs ainda sejam desconhecidos, existem evidências crescentes que elas são fundamentais 

nos processos inflamatórios e de coagulação.  

Além das MPs, os CNAs vêm ganhando destaque como potenciais biomarcadores de 

morbidade em inúmeras doenças inflamatórias. A presença de níveis aumentados destes 

ácidos nucléicos circulantes foi observada no plasma de indivíduos com patologias tais como 

câncer, diabetes entre outras. Diante disso, acredita-se que os CNAs, juntamente com as MPs 

possam ser importantes biomarcadores prognósticos na malária por P. vivax e pretendeu-se no 

presente trabalho investigar o papel dos CNAs nesta doença. 

Vários trabalhos têm mostrado o envolvimento de polimorfismos em genes do 

hospedeiro vertebrado com a susceptibilidade e/ou resistência às doenças inflamatórias e à 

malária por P. falciparum. Diante disso, selecionou-se alguns polimorfismos nos seguintes 

genes: (i) Fator de inibição da migração de macrófagos (MIF); (ii) Fator de necrose 

tumoral-beta (TNF-alfa);(iii) interleucina 10 (IL-10) (iv) fator de transformação de 

crescimento beta 1(TGF-); (v) Glicoproteínas de membrana de plaquetas IIb/IIIa e Ia/IIa. 

Espera- se que o estudo dos polimorfismos nos genes descritos possam auxiliar no melhor 

entendimento dos mecanismos patogênicos na malária por P. vivax. 
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3.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar o potencial de micropartículas e ácidos nucléicos circulantes como 

biomarcadores de morbidade na malária por P. vivax, assim como o envolvimento de 

polimorfismos em genes do hospedeiro vertebrado com manifestações da infecção causada 

pelo P. vivax. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Determinar a presença das micropartículas na infecção pelo P. vivax e determinar sua origem 

celular; 

 

Identificar CNAs circulantes em pacientes infectados pelo P. vivax; 

 

Investigar a associação entre os níveis de CNAs e/ou de MPs com os parâmetros 

hematológicos e clínicos tais como febre, paroxismo, parasitemia, tempo de exposição à 

malária e dias com sintomas da doença aguda; 

 

Comparar os níveis de CNAs e de MPs antes e após a terapêutica antimalárica específica;  

 

Genotipar os polimorfismos selecionados nos genes codificadores das citocinas pró- (MIF, 

IFN-γ, TNF-α), anti- (TGFβ-1e IL-10) inflamatórias e em glicoproteínas da superfície de 

plaquetas em pacientes infectados pelo P. vivax; 

 

Associar estes polimorfismos com a presença de alterações laboratoriais, clínicas e 

hematológicas. 



39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 Materiais e Métodos



  Materiais e Métodos 

 

40 

 

4.1 ÁREAS E INDIVÍDUOS ESTUDADOS 
  

4.1.1 ÁREAS 

  

Nos últimos 10 anos o nosso grupo de pesquisa vem conduzido uma série de estudos 

imuno-epidemiológicos em áreas de transmissão da malária humana no Brasil, onde a 

colaboração com clínicos locais tem viabilizado os estudos (Carvalho et al., 1999; Ceravolo et 

al., 2005; Rezende et al., 2009). O presente estudo foi realizado entre os anos de 2007 e 2010, 

com amostras obtidas dos estados do Amazonas (Manaus), Rondônia (Porto Velho) e Mato 

Grosso (Cuiabá).  

Em 2009, 19.698 casos de malária foram registrados em Manaus com um grande 

predomínio de P. vivax (92,6%) sobre a malária falciparum (Oliveira-Ferreira et al., 2010). 

No estado de Rondônia a malária continua sendo uma doença relacionada com a atividade 

profissional exercida principalmente pelos homens adultos. As baixas taxas de transmissão 

ocorrem durante todo o ano, também com predomínio da infecção pelo P. vivax (Katsuragawa 

et al., 2010). O principal vetor no estado de Rondônia é o Anopheles darlingi e o número de 

picadas infectantes por habitante/ano é estimado para esta região entre 2 a 10 (Gil et al., 

2007). Em Mato Grosso, os municípios da região noroeste são responsáveis por cerca de 75 a 

80% das ocorrências de malária no estado, dentre os quais Colniza, Aripuanã, Juína, 

Rondolândia e Brasnorte são os que mais registram casos por estarem localizados em região 

mais próximas à floresta Amazônica. No período de 2005 a 2009 o estado do Mato Grosso 

teve uma redução de mais de 60% nos casos de malária, passando de 8.437 casos para 3.273 

(Oliveira-Ferreira et al., 2010). As cidades de Manaus (AM), Porto Velho (RO) e Cuiabá 

(MT) possuem centros de referência de tratamento de malária, com uma boa estrutura 

hospitalar. 

  
 4.1.2 INDIVÍDUOS E AMOSTRAS 

  

O presente estudo foi realizado com indivíduos infectados por P. vivax e que 

procuraram o serviço de referência nas cidades de Cuiabá (n= 162), Porto Velho (n= 38) e 

Manaus (n= 20), totalizando amostras de 220 indivíduos (Tabela 2). Este estudo foi aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Pesquisas René 

Rachou/FIOCRUZ (Processos CPqRR N° 07/ 2006 e N° 05/2008). Os indivíduos 

diagnosticados do Mato Grosso e de Rondônia foram tratados e acompanhados clinicamente 

pelo Dr. Cor Jésus F. Fontes, colaborador deste trabalho (UFMT). Os pacientes do Amazonas 

foram diagnosticados e tratados pelo Dr. Marcus V G Lacerda também colaborador deste 
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trabalho (Fundação de Medicina Tropical, AM). Nessas regiões, a identificação da infecção 

pelo P. vivax foi feita através do exame microscópico de gota espessa corada pelo Giemsa 

realizadas por técnicos treinados das Unidades de Saúde da localidade e, posteriormente, pela 

nested-PCR realizada em nosso laboratório (Snounou et al. 2002). 

Adicionalmente, foram incluídas neste estudo amostras de 15 indivíduos saudáveis, 

voluntários do Centro de Pesquisas René Rachou e de 12 indivíduos com carcinoma de ovário 

provenientes do Hospital Luxemburgo. A tabela 3 resume os dados demográficos, 

epidemiológicos, clínicos, parasitológicos e hematológicos dos indivíduos infectados pelo P. 

vivax e que aceitaram participar do estudo através da assinatura do consentimento informado 

por escrito de acordo com as diretrizes para pesquisa com seres humanos, conforme 

especificado pelo Conselho Nacional de Saúde do Brasil (Resolução 196/96). Os dados 

clínicos e demográficos foram adquiridos através de um questionário padronizado, e o perfil 

hematológico foi avaliado por meio de hemograma completo automatizado. 

Fizeram parte deste estudo voluntários na faixa etária entre 15 e 78 anos, sendo 76% 

do sexo masculino e 24% do sexo feminino, apresentando diagnóstico de malária por P. vivax 

através de gota espessa. Como nas áreas de estudo os indivíduos eram migrantes, provenientes 

de áreas livres de transmissão de malária, a idade não se correlacionou necessariamente com a 

exposição à malária. A exposição cumulativa à malária foi, portanto, baseada no número de 

episódios de malária relatados pelos indivíduos (Tabela 3). Como foram relatados números 

variáveis de infecções prévias de malária, categorizamos os indivíduos em três grupos: (i) até 

cinco episódios prévios de malária (EPM), (ii) 6 a 10 EPM, e (iii) mais de 10 EPM. A 

temperatura corporal aferida no momento da coleta do sangue, permitiu categorizar os 

indivíduos em dois grupos: com febre (> 38°C) e sem febre (< 38°C). Outro parâmetro clínico 

avaliado em nosso estudo foi o número de dias apresentando sintomas de malária aguda, onde 

os indivíduos foram categorizados como tendo: até 2 dias, de 3 a 5 dias e mais de 5 dias de 

sintomas.  De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS) (WHO, 2009) a anemia 

foi definida como a concentração de hemoglobina <13 g/dL em homens e <12 g/dL em 

mulheres e a trombocitopenia é definida quando a contagem de plaquetas for inferior a 

150.000/µL. A trombocitopenia foi categorizada em leve (100.000-150.000/µL), moderada 

(50.000-100.000/µL) e severa (<50.000/µL) (George et al., 2000).  
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Tabela 2 – Procedência das amostras de voluntários selecionados para o estudo. 

Doença Localidade de Coleta (Cidade/UF) Ano de coleta № de Indivíduos 

Malária (P. vivax) Cuiabá/MT 2003-2006 162
a
 

Malária (P. vivax) Porto Velho/RO 2008 38
a
,
b
 

Malária (P. vivax) Manaus/AM 2010 20
a,b,c

 

Carcinoma de ovário Belo Horizonte/MG 2008 12
b
 

Não doente Belo Horizonte/MG 2008-2010 15
b,c

 

a
 Amostras utilizadas no estudo de polimorfismos de DNA 

b 
Amostras utilizadas no estudo de MPs 

c 
Amostras utilizadas no estudo de CNAs 

 
4.2 ESCORE CLÍNICO PARA AVALIAÇÃO DE MALÁRIA AGUDA POR P. vivax 

  

Diante da inexistência de critérios que permitam definir a gravidade da malária 

causada pelo P. vivax, foi utilizada a classificação feita pela OMS para malária por P. 

falciparum (WHO, 2009). Um único paciente infectado pelo P. vivax do estado do Amazonas 

apresentou sinais clínicos de malária grave, conforme preconizado pela OMS. Este paciente 

apresentou 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. Para definir diferentes graus de morbidade para os outros indivíduos com 

malária, foram adaptados os critérios descritos por Karunaweera et al (1998), já validados na 

região amazônica pelo nosso grupo (Souza-Silva et al., 2010). Em resumo, a ocorrência de 

febre no momento da coleta de sangue e parâmetros hematológicos foram incluídos no cálculo 

do escore clínico: leucócitos, plaquetas, hemoglobina (Hb) e hematócrito (HTC). Pontuações 

numéricas de 0 ou 1, foram atribuídos aos parâmetros clínicos e hematológicos relatada como 

ausente (ou dentro dos limites normais) ou presente (ou fora da faixa normal), 

respectivamente. Para os 5 parâmetros analisados, a soma das pontuações forneceu o escore 

clínico final do paciente. Esta avaliação semiquantitativa clínica permitiu analisarmos a 

correlação existente entre os polimorfismos genéticos estudados e o espectro clínico da 

malária vivax, bem como no estudo de ácidos nucléicos circulantes.  
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Tabela 3 – Dados demográficos, epidemiológicos, clínicos, parasitológicos e hematológicos 

dos 220 indivíduos infectados pelo P. vivax 

 

  

 

CARACTERÍSTICAS    

Sexo, homem:mulher  2,3:1 

Mediana idade, anos (IQR)* 37,0 (15,0-78,0) 

N° de episódios prévios de malária, n (%) 

 ≤ 5 159 (74) 

6 – 10 35 (16) 

> 10 22 (10) 

N° de dias com a doença aguda, n (%) 

 ≤ 2 36 (18) 

3 – 5 81 (42) 

> 5 78 (40) 

Principais sintomas nos últimos 3 dias, n (%) 

 Febre  177 (82) 

Dor de cabeça  192 (89) 

Calafrio  190 (88) 

Mialgia  183 (85) 

Náusea  108 (50) 

Vômito  61 (28) 

Parasitemia, parasitas/µL de sangue, n (%) 

 ≤ 500 33 (23) 

501 – 1,000 34 (24) 

> 1,000 75 (53) 

Temperatura do corpo (°C) 

 < 38 24 (11) 

≥ 38 191 (89) 

Níveis de hemoglobina, mediana (variação)  12,8 (4,5-16,9) 

Contagem de plaquetas x 1000/mm
3
, mediana (variação)  107 (13-260) 

Contagem de leucócitos x 100/mm3, mediana (variação)  56 (14-207) 

Hematócrito (%), mediana (variação)  37 (13-50,6) 
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4.3 OBTENÇÃO DE DNA E PLASMA  

 As amostras de DNA para os estudos de polimorfismos foram extraídas do sangue 

periférico dos indivíduos infectados por P. vivax, indivíduos saudáveis e pacientes com 

carcinoma de ovário. De cada indivíduo foram coletados cerca de 5 mL de sangue por punção 

venosa na presença de EDTA utilizando o sistema Vacuette® (Greiner Bio-One GmbH, 

Kremsmünster, Áustria). O DNA foi extraído utilizando-se o kit de extração de DNA 

genômico (Gentra systems, USA) conforme as recomendações do fabricante e aliquotado a -

20°C até o momento do uso. Os plasmas utilizados nos estudos de MPs e CNAs foram 

obtidos por punção venosa na presença de citrato de sódio (MPs) e heparina (CNAs) e 

conservados a -70°C até o uso. 

 

 4.4 IDENTIFICAÇÃO DE MICROPARTÍCULAS PELA CITOMETRIA DE FLUXO 

 4.4.1 OBTENÇÃO DAS MICROPARTÍCULAS 

 A quantificação das MPs no plasma foi realizada pela citometria de fluxo adaptada dos 

protocolos descritos anteriormente (Bode and Hickerson, 2000; Couper et al., 2010). 

Inicialmente, o sangue coletado em tubos contendo citrato de sódio a 0,124 M foi 

centrifugado a baixa rotação (1.500 x g) por 15 minutos a temperatura ambiente para obtenção 

dos plasmas pobres em plaquetas (PPP). Em seguida, o PPP foi centrifugado a alta rotação 

(13.000 x g) por 3 minutos, para obtenção do plasma livre de plaquetas (PLP). Finalmente, 

100 µL do PLP foram diluídos em solução de PBS contendo citrato e heparina (1 µg/mL) 

(diluição de 1:3) e novamente centrifugados por 90 minutos a 14.000 x g a 15°C. O sedimento 

rico em MPs foi ressuspenso no tampão de ligação à anexina 1X (BD Biosciences, Calipornia, 

US). As MPs foram quantificadas por citometria de fluxo através da calibração com 

microbeads fluorescentes (Spherotech Inc.Libertyville, Illinois, US) de tamanho definido (0,7 

a 0,9 µm). Dez microlitros das beads foram adicionadas à 100 µL de PBS 1X estéril.  

 

 4.4.2 ANÁLISE FENOTÍPICA DAS MPs POR CITOMETRIA DE FLUXO 

 A maioria dos reagentes utilizados neste estudo foi obtida da empresa BD Biosciences, 

exceto quando mencionado. A caracterização fenotípica das MPs para determinação de sua 

origem celular foi realizada com a incubação de 100 µL do plasma contendo as MPs com os 

anticorpos específicos para: plaquetas (CD41a/FITC), leucócitos (CD45/FITC), monócitos 
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(CD14/FITC), eritrócitos (CD235a/FITC) e células endoteliais (CD144 VE caderina/FITC). 

Adicionalmente, foram utilizados como controle anticorpos IgG de camundongo marcados 

com FITC e PE (controle de isotipo). Após a adição dos anticorpos, as amostras foram 

incubadas por 30 min. protegidas da luz. As MPs foram ressuspensas em 100 µL do tampão 

de ligação de Anexina V (BD Pharmingen) e, finalmente, 5 µL de Anexina V foram 

adicionados,  já que a Anexina V reconhece resíduos de fosfatidilserina que geralmente estão 

presentes na superfície das MPs.  

 As amostras foram levadas ao citômetro de fluxo (FACSCalibur- Becton-Dickinson, 

Calipornia, USA), onde cerca de 100.000 eventos foram obtidos em cada amostra, sendo pelo 

menos 2.000 eventos dentro da região específica para MPs. As análises foram feitas utilizando 

o software FlowJo (Tree Star).  

  

4.4.3 QUANTIFICAÇÃO DOS NÍVEIS DE MPs NO PLASMA DOS PACIENTES 

 Para confirmar se o número absoluto de MPs era diferente entre os indivíduos 

infectados com malária e os indivíduos saudáveis, assim como para determinar o número 

absoluto de MPs por microlitro de sangue, o citômetro foi ajustado para realizar a leitura da 

amostra em alta velocidade (60 µL/segundo) para cada amostra. O número de MPs/µL de 

plasma foi calculado como descrito por Faille et al (2009) de acordo com a seguinte fórmula: 

MPs/µL = (N x 400)/(60 x 100), onde N é o número de eventos adquiridos na região das MPs, 

400 é o volume total em cada tubo antes da fenotipagem, 60 é o volume de amostra analisada 

durante a fenotipagem e 100 é o volume original da suspensão de MPs.  

 

4.5 PURIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DOS ÁCIDOS NUCLÉICOS CIRCULANTES DO 

PLASMA  

 Ácidos nucléicos circulantes (CNAs) foram isolados do plasma de pacientes com P. 

vivax e de doadores saudáveis utilizando o kit QIAamp de ácido nucléico circulantes (Qiagen, 

CA, EUA), de acordo com instruções do fabricante. Foram utilizadas duas diferentes 

metodologias para quantificar os níveis CNAs no plasma: (i) amplificação por PCR em tempo 

real da seqüência do gene da transcriptase reversa da telomerase humana (hTERT), um gene 

de cópia única que foi utilizado neste estudo como um marcador da quantidade de DNA 

presente em amostras de plasma, (ii) quantificação fluorométrica do DNA circulante total 
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utilizando o kit Quant-iTTM PicoGreen Reagente (Molecular Probes, Holanda), de acordo 

com instruções do fabricante. 

 Para o PCR em tempo real, foram utilizados os seguintes iniciadores F: 5’ GGC ACA 

CGT GGC TTT TCG 3’; R: 5’ GGT CCT GAA TGC ATG AAG TTT CAA 3’, como 

descrito anteriormente (Sozzi et al., 2003). Com o objetivo de normalizar a quantidade de 

DNA nas amostras dos plasmas, 5 ng de DNA de uma solução de esperma de salmão 

(Invitrogen, CA, EUA) foram adicionadas em amostras de plasma antes da purificação do 

CNAs. A seqüência genômica do salmão Oncorhynchus keta, um marcador específico do 

cromossomo Y, foi amplificada em paralelo com a hTERT utilizando os iniciadores 

específicos: F: 5’ CAA CCC AGG TTG CTC GAA TT 3’; R: 5’ TGG ACG CAT GGC TTA 

CCG 3’ 

 

4.5.1 QUANTIFICAÇÃO DE SEQUÊNCIAS DO P. vivax 

 

 Para identificar as seqüências do parasito no plasma dos pacientes infectados pelo P. 

vivax, os iniciadores F: 5’CAA CAG GTC CTT CAC GCT TAG TG 3’; R: 5’ CGA CAG 

CAC CAT TGG CG 3’ foram desenhados para sequências genômicas específicas de P. vivax  

obtidas do GenBank (Carlton et al., 2008) e acessadas do site PlasmoDB 

(http://plasmodb.org/plasmo/), com o auxílio do programa Primer Express (PE Applied 

Biosystems). As reações de PCR quantitativo em tempo real foram realizadas no equipamento 

ABI Prism 7000 Sequence Detection System SDS (PE Applied Biosystems, CA, EUA). As 

condições de amplificação foram: 95 °C por 10 min, seguidos por 40 ciclos de desnaturação a 

95 °C por 15 s e anelamento/extensão a 60 °C por 1 min. O ciclo limite (threshold) para a 

quantificação do DNA foi ajustado para 0,2 para todos os experimentos feitos neste estudo. 

 

4.6 GENOTIPAGEM DOS GENES MIF, TNF- , IL-10, TGF- , GPIA/IIA E GPIIB/IIIA POR 

PCR E ANÁLISE DOS PRODUTOS POR PCR- RFLP E ELETROFORESE CAPILAR  

 4.6.1 PADRONIZAÇÃO DAS PCRS 

 Reações em cadeia da polimerase (PCRs) foram realizadas para a amplificação das 

regiões de interesse dos genes estudados a partir de molde de DNA dupla fita. As reações de 

PCR foram realizadas em volumes de 20 µL, utilizando 100-200ng da amostra de DNA, 0,5 

µM de cada iniciador, 1,25mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), MgCl2 (0,75 mM- 4,5 

mM), 1U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen, California, USA) e o tampão 1X 

fornecido com a enzima. As amplificações foram conduzidas em termocicladores automáticos 

http://plasmodb.org/plasmo/
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Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) e PTC100
TM

 Programmable 

Thermal Controler (MJ Research Inc., Massachusetts, USA). Na tabela 4 estão listadas as 

sequências dos iniciadores e as condições de amplificação utilizadas para cada gene.  

 Em geral, os polimorfismos estudados neste trabalho são polimorfismos de base única 

(SNP). No caso específico do gene MIF, além de um SNP, foi realizado o estudo de um 

polimorfismo de microssatélite, que consiste em uma repetição do tetranucleotídeo CATT5-8, 

na posição -794. Para o polimorfismo de microssatélite (CATT5-8), o primer MIF (-794 

CATT5-8)- anti-senso foi marcado com fluoresceína para permitir a detecção dos produtos de 

PCR utilizando a técnica de eletroforese capilar no aparelho MegaBACE  (Amershan 

Biosciences). Após a eletroforese, foram observados quatro produtos de amplificação com 

tamanhos diferentes, sendo cada um deles correspondente em ordem crescente aos alelos 

contendo 5, 6, 7 e 8 repetições do tetranucleotídeo CATT. As reações de PCR foram, 

primeiramente, visualizadas em géis de agarose 1,0% em tampão TAE 1X (40 mM TRIS, 20 

mM ácido acético, 1 mM EDTA, pH 8), corados com Brometo de Etídeo [10 mg/mL]. Os géis 

foram corridos a 100V, visualizados em um transiluminador ultravioleta e fotografados 

utilizando o sistema UVP BioDoc-iT
TM

. Posteriormente foi realizada a genotipagem 

utilizando sequenciador automático de DNA para determinação dos tamanhos dos fragmentos 

amplificados. 

  
 4.6.2 GENOTIPAGENS  

  

 Para o polimorfismo MIF-794 (microssatélite CATT5-8), os produtos de PCR foram 

separados por eletroforese capilar. Neste procedimento foram utilizadas placas de 

genotipagem de 96 poços, nas quais foram adicionados em cada poço 2 µL do produto de 

PCR e 8 µL da mistura de Tween 0,1% e DNA padrão (MegaBACE
TM

 ET550-R Size 

Standard: 1x500 µL em 10 mM Tris; pH 8.0, 11 mM) conjugado a fluoresceína, completando 

um volume final de 10 µL. Em seguida as placas foram aquecidas por 1 minuto para a 

desnaturação das fitas de DNA e levadas ao sequenciador automático de DNA MegaBace 

(Amersham Biosciences) para determinação do tamanho dos fragmentos amplificados e 

posteriormente os resultados foram analisados utilizando o software MegaBACE genetic 

Profiler Suíte v2.2. 

 Para os polimorfismos dos genes MIF G-173C, TNF- α G-308A, TNF- α T-1031C, 

TGF- β T869C, IL-10 G-1082A, GPIa/IIa C807T e GPIIb/IIIa C1565T foram feitas as 

genotipagens por PCR- RFLP.  
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Tabela 4 - Sequência dos iniciadores, condições de amplificação e genótipos associados aos 

diferentes perfis de fragmentos obtidos  

*Para todos os genes acima foram estudados apenas polimorfismos de base única, exceto para 

o MIF, onde foram analisados dois polimorfismos, sendo um de base única e outro de 

microssatélite. 

 ** Corresponde aos alelos com 6, 7 ou 8 repetições. 

Sequência do iniciador 5'–3' Protocolo da PCR 

(número de ciclos e 

temperature de 

anelamento dos 

primers)  

Enzima de 

restrição 

Condições da 

digestão 

Base: tamanho em pb 

TNF-α (G-308A) (Zhang  D, 2003) 35 ciclos; 59ºC por 

45 seg 

NcoI 2 U da enzima, 

37°C, 5 horas 

G: 20, 87 

A: 107 

F: AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT --- ---  --- 

R: GCCTTAGCCTCGTCCCTCCT --- ---  --- 

TNF-α (T-1031C) (Asghar et al., 2004) 35 ciclos; 59ºC por 1 

min 

BbsI 2 U da enzima, 

37°C, 16 horas 

T: 13, 251 

C: 13, 71, 180 

F: TATGTGATGGACTCACCAGG --- ---  --- 

R: TTCTGTCCCGGTACATCTCC --- ---  --- 

TGF-β (T869C) (Garcia-Gonzáles et al., 2007) 32 ciclos; 61ºC por 1 

min 

MspA1I 2 U da enzima, 

37°C, 3 horas 

T: 15, 40, 67, 85 

F: CCTGTTCGCGCTCTCGGCAGTG --- --- --- 

R: GGTAGGCGCCGGTCTAGGACAG --- ---  --- 

IL-10 (G-1082A) (Cordeiro et al., 2008) 35 ciclos; 60°C por 

1 min 

EcoNI 5 U da enzima, 

37°C, 4 horas 

G: 253, 97, 27 

A: 280, 97 

F: CCAAGACAACACTACTAAGGCTCCTTT --- ---  --- 

R: GCTTCTTATATGCTAGTCAGGTA --- ---  --- 

GPIa/IIa (C807T) (Jimenez et al., 2008) 40 ciclos; 53ºC por 

45 seg 

TaqI 10 U da enzima, 

65°C, 2 horas 

C: 23, 92 

T: 115 

F: GTGTTTAACTTGAAGACATAT --- ---  --- 

R: ACCTTGCATATTGAATTGCTT --- ---  --- 

GPIIb/IIIa (C1565T) (Jimenez et al., 2008) 40 ciclos; 58°C por 

1 min 

MspI 20 U da enzima, 

37°C, 16 horas 

C: 45, 221 

T: 45, 50, 177 

F: TTCTGATTGCTGGACTTCTCTT --- ---  --- 

R: TCTCTCCCCATGGCAAAGAGT --- ---  --- 

MIF (G-173C) (Donn et al., 2001) 30 ciclos; 60°C por 

45 seg 

AluI 2 U da enzima, 

37°C, 5 horas 

G: 98, 268 

F: ACTAAGAAAGACCCGAGGC   C: 63, 98, 205 

R: ATTTGTGGTTGCACGGGG ---    

 ---    

MIF -794(CATT5-8)* (Baugh et al., 2002) 35 ciclos; 65°C por 

1 min 

---  5, 5 

 5, X** 

F: TGCAGGAACCAATACCCATAGG --- ---  --- 

R: CAGGGGCTCAAATGGTAA --- ---   --- 
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4.7 ANÁLISE DOS DADOS  

  

No presente estudo, foram feitas análises de dados referentes às MPs, aos CNAs e aos 

polimorfismos genéticos humanos. No estudo de MPs, investigou- se se a infecção pelo P. 

vivax estava associada com elevados níveis de MPs circulantes no plasma, bem como o papel 

das MPs durante a fase aguda da doença. Os dados foram analisados utilizando-se os 

programas GraphPad (Instat 4.0) e SPSS (15.0). As diferenças nas médias entre os grupos 

estudados (apresentando marcação para anexina V e para os diferentes marcadores celulares) 

foram analisadas pelo teste não-paramétrico Mann Whitney. Para investigar a associação entre 

os parâmetros clínicos utilizados e os níveis de MPs foram realizadas análises de regressão 

linear. Os dados que não apresentaram distribuição normal foram transformados em escala 

logarítmica para que essas análises pudessem ser realizadas.  

No estudo de CNAs, os dados foram analisados através dos programas GraphPad 

Prisma (5.0). As diferenças das médias entre os níveis de CNAs nos grupos estudados foram 

analisadas pelo teste t de Student bicaudal ou o teste Mann-Whitney quando os dados não se 

ajustavam a uma distribuição normal. O teste não-paramétrico de correlação de Spearman foi 

utilizado para analisar a associação entre as variáveis e os níveis de CNAs, bem como entre o 

escore clínico e os níveis de CNAs. 

  Finalmente, no estudo de polimorfismos avaliou-se a associação entre os 

polimorfismos de genes do hospedeiro vertebrado com as alterações clínicas e hematológicas 

encontradas nesses indivíduos. Dependendo do tipo de análise, as estatísticas foram realizadas 

nos programas GraphPad (Instat 4.0), SPSS 15.0 ou BioStat 5. Como as variáveis analisadas 

neste estudo não apresentavam distribuição normal, a associação entre elas e os 

polimorfismos foi avaliada utilizando o coeficiente de correlação de Spearman. Este 

coeficiente também foi utilizado nas análises de correlação entre a presença dos 

polimorfismos e os escores clínicos dos pacientes. As comparações entre médias 

(temperatura, dias com sintomas da doença, Hb, HTC, plaquetas e leucócitos e os genótipos) 

foram realizadas utilizando o teste não-paramétrico Mann Whitney.  As comparações de 

proporções (genótipos e parâmetro clínico ou hematológico) foram feitas pelo Qui-quadrado 

(
2
) ou Teste Exato de Fischer. O teste exato de Fischer foi utilizado nas comparações entre 

grupos com um número de amostras inferior a cinco. Para as análises de tendência foi feito o 

teste do Qui-quadrado de tendências. Em todos os testes realizados o nível de significância 

considerado foi de 5%. 
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Os haplótipos dos genes MIF (-794/-173) e TNF (-308/-1031) foram inferidos pelo 

programa PHASE (2.1) (Stephens et al 2001; Stephens & Scheet, 2005). Este programa se 

baseia na construção de haplótipos para genótipos independentes, através de um método 

estatístico bayesiano. Ao inferir os haplótipos utilizando o PHASE, as probabilidades são 

monitoradas e associadas em cada leitura. As probabilidades são consideradas excelentes 

quando o valor é próximo de 1. Este programa também foi utilizado para medir o 

desequilíbrio de ligação entre os lócus -173 e -794 (MIF) e -308 e -1031 (TNF). A razão de 

chance da ocorrência de determinado haplótipo nos grupos estudados foi calculada pelo teste 

de “Odds ratio” (OR), onde também foram calculados os intervalos de confiança para cada 

caso. Análises de regressão multivariada logística foram realizadas para descrever associações 

independentes entre as variáveis: idade, sexo e número de episódios anteriores de malária e a 

presença dos polimorfismos e dos haplótipos. 

As construções dos haplótipos e análises de desequilíbrio de ligação foram realizadas 

pela Dra. Tais N de Souza (Laboratório de Malária), colaboradora deste projeto. Nas demais 

análises estatísticas obteve-se a colaboração da estatística Danúbia Lacerda, do Centro de 

Pesquisa René Rachou. 
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5.1 ANÁLISES DE MICROPARTÍCULAS NO PLASMA DE INDIVÍDUOS INFECTADOS 

PELO P. vivax 

Os resultados referentes ao estudo de MPs foram recentemente publicados (Campos et 

al., 2010). O artigo foi incluído no ANEXO 8.2 desta tese (pag. 96).  

 

5.1.1 IDENTIFICAÇÃO DE MICROPARTÍCULAS PELA CITOMETRIA DE FLUXO 

  

Neste trabalho, padronizou-se com sucesso a técnica de citometria de fluxo para a 

identificação e quantificação de MPs nos plasmas incluindo a determinação de sua origem 

celular. Como as MPs possuem um tamanho de cerca de 1 µm, utilizou-se microesferas 

fluorescentes de tamanho definido (0,7 - 0,9 µm) para delimitar a região (R1) correspondente 

às MPs. As MPs isoladas do plasma foram então definidas de acordo com o tamanho (SSC) e 

a granulosidade (FSC) (Figura 2A). Além disso, utilizou-se a proteína ligadora de 

fosfolípedes Anexina V (capaz de reconhecer fosfatidilserinas presentes na superfície das 

MPs) conjugada com PE. Foram utilizados ainda os controles de isotipo IgG-FITC e IgG-PE 

de camundongo para delimitação correta dos gates para as análises de MPs (Figura 2A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Identificação de MPs no plasma de indivíduos com malária vivax. (A) MPs isoladas do 

plasma foram selecionadas de acordo com seu tamanho (SSC) e granulosidade (FSC). 

Microesferas fluorescentes de tamanho definido (0,7-0,9 µm) foram utilizadas para delimitar a 

região das MPs (R1). (B) Os eventos presentes em R1 foram selecionados pela marcação positiva 

com Anexina V-PE. O controle de isotipo IgG-PE de camundongo foi utilizado para a 

delimitação correta da região de MPs (R2). 
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5.1.2 DETERMINAÇÃO DA ORIGEM CELULAR DAS MPs DURANTE A FASE 

AGUDA DA INFECÇÃO PELO P. vivax 

 

A imunofenotipagem das MPs no plasma dos indivíduos infectados pelo P. vivax foi 

feita através da marcação com anticorpos monoclonais específicos para cada tipo celular: 

CD41a - expresso em plaquetas; CD144 - expresso em células endoteliais; CD235a - expresso 

em eritrócitos; CD45 - expresso em leucócitos e CD14 - expresso em monócitos. A 

porcentagem de eventos positivos para anexina V e para cada um dos marcadores foi 

comparada entre os indivíduos infectados, os não infectados (controle negativo) e os com 

carcinoma de ovário (controle positivo – doença indutora de MPs) (Figura 3). A frequência de 

MPs originadas de plaquetas (PMPs), de eritrócitos (EMPs) e de leucócitos (LMPs) foi 

significativamente maior entre os indivíduos infectados pelo P. vivax quando comparadas ao 

grupo controle negativo (p < 0,0087). Esse aumento foi confirmado quando avaliou- se o 

número absoluto de MPs/µL de plasma (Figura 4). Não foram encontradas diferenças 

significativas entre as MPs originadas de células endoteliais ou de monócitos entre indivíduos 

infectados e não infectados pelo P. vivax. Esses resultados sugerem que as plaquetas, 

eritrócitos e leucócitos são as principais fontes de MPs durante a fase aguda da infecção pelo 

P. vivax e que a presença dessas MPs pode estar relacionada com inflamação na malária. É 

importante ressaltar ainda que, apesar das MPs identificadas nos pacientes controles (com 

carcinoma de ovário) encontraram- se aumentadas, nos pacientes infectados pelo P. vivax este 

aumento foi ainda maior (Figura 3). 

 

5.1.3 ANÁLISE DA ASSOCIAÇÃO ENTRE AS MPs E A MORBIDADE NA MALÁRIA 

AGUDA POR P. vivax 

Com o objetivo de avaliar o papel das MPs na patogênese da malária por P. vivax, foi 

analisado se o aumento de MPs durante a infecção aguda pelo P. vivax estava relacionada 

com os parâmetros demográficos, clínicos, hematológicos e parasitológicos relacionados à 

malária (Tabela 2 da seção Materiais e Métodos). Como dito anteriormente, a frequência das 

PMPs, EMPs e LMPs foi significativamente maior entre os indivíduos infectados pelo P. 

vivax quando comparadas ao grupo controle negativo. Porém, nenhuma associação foi 

encontrada entre estas subpopulações de MPs e os parâmetros hematológicos ou 

parasitológicos.  Entretanto, observou-se uma relação linear positiva entre febre e a presença 

de PMPs no plasma (Regressão linear: β= 0,06; p < 0,0001) (Figura 5A).  
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Figura 3: Imunofenotipagem das MPs no plasma de indivíduos infectados pelo P. vivax. 

Anticorpos monoclonais conjugados com FITC foram utilizados para a marcação 

específica de cada tipo celular: CD41 (plaquetas), CD144 (células endoteliais), CD235a 

(eritrócitos), CD45 (leucócitos) e CD14 (monócitos). A porcentagem de eventos positivos 

para anexina V e para cada um dos marcadores foi comparada entre os indivíduos 

infectados, os não infectados e os com carcinoma de ovário (controle positivo). As caixas 

representam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças nas médias entre os grupos 

foram analisadas pelo teste Mann Whitney. O valor de p menor que 0,05 foi considerado 

significativo. 
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Além disso, uma correlação estatisticamente significativa foi observada entre a 

frequência de PMPs e o número de dias com sintomas de malária aguda (Regressão linear: β= 

0,36, p < 0,0001) (Figura 5B), ou seja, indivíduos com relato de mais que 6 dias de sintomas 

da doença tiveram maiores níveis de PMPs quando comparado com aqueles com um menor 

tempo. Além disso, observou- se uma correlação negativa entre os níveis de PMPs e o número 

 

Figura 4: Avaliação do número absoluto de MPs no plasma de indivíduos com malária 

vivax. O aumento do número de MPs no plasma dos indivíduos infectados pelo P. vivax 

foi confirmado utilizando-se o número de MPs/µl de plasma. As caixas representam a 

mediana e o intervalo interquartil. As diferenças nas médias entre os grupos foram 

analisadas pelo teste Mann Whitney. O valor de p menor que 0,05 foi considerado 

significativo. 
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de episódios prévios de malária, ou seja, quanto mais episódios de malária o indivíduo 

relatou, menor foi a fequência de PMPs no plasma (Análises de regressão linear: β= 0,07, p < 

0,003) (Figura 5C). Entretanto, nenhuma associação foi encontrada entre os níveis de PMPs e 

os dias desde o último episódio de malária (Figura 5D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Associação das PMPs com a morbidade na malária aguda causada pelo P. vivax. 

Os indivíduos infectados pelo P. vivax foram categorizados de acordo com a temperatura 

corporal (A), com os dias apresentando os sintomas da doença (B), com o número de 

episódios anteriores de malária (C) e com os dias desde o último episódio de malária (D). 

As caixas representam a mediana e o intervalo interquartil. Os dados foram transformados 

em logaritmo neperiano antes da análise de regressão linear. O valor de p menor que 0,05 

foi considerado significativo. 
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É importante ressaltar que embora os sintomas de malária aguda avaliados neste 

trabalho possam ser influenciados por fatores como idade do paciente e número de episódios 

de malária anterior, análises multivariadas de regressão linear, que excluíram a influência 

desses fatores, confirmaram uma associação independente entre febre, dias com sintoma de 

malária aguda e níveis de PMPs (p < 0,001). A avaliação das EMPs e LMPs não mostrou 

associação com nenhum dos parâmetros analisados (dados não mostrados). 

 

5.1.4 AVALIAÇÃO DAS MPS ANTES E APÓS O TRATAMENTO ANTIMALÁRICO 

 

Em 5 indivíduos infectados pelo P. vivax, foi possível avaliar os níveis de MPs no 

plasma antes (tempo 0) e 7 e 21 dias após o tratamento com antimaláricos. Os resultados 

mostraram que no 7º dia de tratamento os níveis de MPs permaneceram semelhantes aqueles 

encontrados antes do tratamento (dados não mostrados). Entretanto, os níveis de todas as MP 

do plasma estudadas (PMPs, EMPs e LMPs) diminuem após o 21º dia de tratamento (Figura 

6). Entretanto esta redução só foi significativa para as MP de origem plaquetária (p= 0,0043). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Avaliação das MPs antes e após o tratamento antimalárico. Os níveis 

plasmáticos de MPs de plaquetas, eritrócitos e leucócitos foram quantificados no plasma 

de 5 indivíduos com malária aguda por P. vivax antes (tempo 0) e após (21 dias) o 

tratamento. O valor de p menor que 0,05 foi considerado significativo. 
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5.2 ANÁLISE DE ÁCIDOS NUCLÉICOS CIRCULANTES (CNAs) NO PLASMA DOS 

INDIVÍDUOS INFECTADOS PELO P. vivax  

Os resultados referentes ao estudo dos CNAs foram recentemente publicados (Franklin 

et al., 2011) e o artigo foi incluído no ANEXO 8.2.2 desta tese (pagina 105). 

 

5.2.1 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE CNAs NO PLASMA DOS INDIVÍDUOS 

INFECTADOS PELO P. vivax  

 

Os níveis de CNAs foram quantificados no plasma dos pacientes infectados pelo P. 

vivax através de duas metodologias diferentes, o PCR em tempo real (qPCR) e a metodologia 

do PicoGreen. No qPCR amplificou- se o gene de cópia única da telomerase humana 

(hTERT) e no PicoGreen foram quantificados os níveis totais de DNA dupla fita (dsDNA).  

No qPCR, os resultados foram analisados através do cycle threshold (δ Ct), que é o 

limiar de detecção (número mínimo de ciclos necessários para detecção da fluorescência 

resultante da amplificação da hTERT). Diante disso, os resultados do qPCR mostraram que os 

Cts correspondentes aos CNAs dos indivíduos infectados pelo P. vivax foram 

significativamente menores (média de 28,6  1,5) quando comparado aos Cts dos indivíduos 

saudáveis (média de 31,5  0,79) (p < 0,0001) (Figuras 1A e 1C, ANEXO 8.2.2, pagina 106). 

Como a quantidade de DNA teoricamente é duplicada a cada ciclo durante a fase exponencial 

da PCR, estes resultados sugerem que os níveis de CNAs nos indivíduos infectados pelo P. 

vivax são pelo menos oito vezes maiores que nos indivíduos saudáveis. Essa diferença foi 

confirmada quando foi feita uma curva padrão construída a partir da diluição seriada de uma 

amostra amplificada da seqüência da hTERT, onde a concentração de CNAs no plasma dos 

pacientes foi de 1,278 pg/mL quando comparada a concentração de 0,1098 pg/mL dos 

indivíduos saudáveis, (dados não mostrados). Ou seja, houve um aumento de 11,6 vezes nos 

níveis de hTERT nos indivíduos infectados pelo P. vivax em relação aos não infectados.  Para 

normalizar a quantidade de CNAs purificada do plasma utilizadas nos experimentos de qPCR, 

5 ng de DNA de esperma de salmão foram adicionados às amostras de plasma antes da 

purificação dos CNAs (Figura 1B, ANEXO 8.2.2, pagina 106). Os resultados mostraram que 

a seqüência específica do DNA de esperma de salmão foi igualmente amplificada nos plasmas 

dos pacientes infectados e dos indivíduos saudáveis (p= 0,6925) (Figura 1B e 1C, ANEXO 

8.2.2, pagina 106).  
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O aumento dos níveis de CNAs total nos plasmas dos indivíduos infectados pelo P. 

vivax foi confirmado pela quantificação do dsDNA com o reagente PicoGreen (1494,7  

1169,7  nos paciente X 689,03  131,54 ng/mL nos indivíduos saudáveis) (p < 0,0001) 

(Figura 1D, ANEXO 8.2.2, pag 106).  

  

5.2.2 ANÁLISE DOS CNAs EM FUNÇÃO DA MORBIDADE DA MALÁRIA POR P. 

vivax  

 

Para investigar o potencial dos CNAs como biomarcadores para a morbidade na 

malária por P. vivax, os níveis de CNAs foram comparados no plasma de indivíduos 

infectados com diferentes manifestações clínicas e pontuados de acordo com os parâmetros 

clínicos e hematológicos (escore clínico) (Tabela 2, ANEXO 8.2.2, pagina 110). A Figura 2A 

(ANEXO 8.2.2, pagina 107) ilustra a amplificação por qPCR da seqüência genômica hTERT 

no plasma de quatro indivíduos infectados pelo P. vivax e quatro indivíduos saudáveis. Foram 

observadas mudanças nos Cts do gene da hTERT a medida que o escore clínico 

aumentava. Além disso, níveis significativamente maiores de CNAs foram encontrados no 

plasma de indivíduos que apresentaram febre no momento da coleta de sangue, em 

comparação com amostras de plasma de indivíduos sem febre. Essa diferença pode ser vista 

pelas duas metodologias utilizadas no nosso estudo: qPCR utilizando hTERT (p= 0,0376) e 

PicoGreen (p= 0,0023) (Figura 2B, ANEXO 8.2.2, pagina 107). Para confirmar se os níveis 

de CNAs refletem a morbidade da doença, a soma dos pontos atribuídos a cada paciente 

(escore clínico) foi plotada contra os níveis de CNAs detectados no plasma com a 

metodologia de PicoGreen e contra o limite de detecção (Ct) visto através da amplificação da 

seqüência genômica do gene hTERT  por qPCR (Figura 2C, ANEXO 8.2.2, pagina 107). Foi 

encontrada uma significativa correlação positiva moderada (r de Spearman= 0,4795, p=  

0,0324) entre os níveis de CNAs e a gravidade da malária. Estes dados foram confirmados por 

uma  correlação negativa muito forte entre o Ct da seqüência do gene hTERT e os níveis de 

CNAs (r de Pearson= -0,7111, p= 0,0004) (Figura 2C, ANEXO 8.2.2, pagina 107).  
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5.2.3 ANÁLISE DOS NÍVEIS DE CNAs EM FUNÇÃO DOS NÍVEIS PLAQUETÁRIOS 

DURANTE A MALÁRIA AGUDA 

 

Como as plaquetas parecem estar envolvidas na patogenia da malária, investigou- se 

aqui se os níveis de CNAs estavam associados à trombocitopenia e/ou outros parâmetros 

hematológicos tais como contagem de eritrócitos, níveis de HB e HTC, hemoglobina 

corpuscular média (MHC) e volume médio de plaquetas (MPV). Entre todos os parâmetros 

avaliados, encontrou- se uma forte correlação negativa (r de Spearman= -0,6451, p= 0,0021) 

entre os níveis de CNAs (quantificados por PicoGreen) e a contagem de plaquetas (Figura 

3A, ANEXO 8.2.2, pagina 108). Estes resultados foram confirmados quando os Cts obtidos 

pela amplificação do gene hTERT por qPCR foram plotados contra os níveis de plaquetas (r 

de Pearson= 0,6479, p= 0,0027) (Figura 3B, ANEXO 8.2.2, pagina 108). 

 

5.2.4 AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS DE CNAs ANTES E APÓS O TRATAMENTO 

ANTIMALÁRICO 

 

Em seis indivíduos infectados pelo P. vivax os níveis de CNAs foi posteriormente 

avaliado sete dias após o tratamento. Como mostrado na figura 4A (ANEXO 8.2.2, página 

108), os níveis de CNAs diminuíram após o tratamento quimioterápico anti-malárico (p= 

0,0428). Esses resultados foram confirmados quando foram comparados os Cts obtidos da 

amplificação do gene hTERT por qPCR antes e após o tratamento  (p= 0,0243) (Figura 4B, 

ANEXO 8.2.2, pagina 108). Além disso, a contagem de plaquetas foi normalizada no sétimo 

dia após o tratamento, observando-se uma diferença significativa antes e após o tratamento 

(p= 0.0024) (Figura 4C, ANEXO 8.2.2, pagina 108).  

 

5.2.5 ANÁLISE DE CNAs DE P. vivax NO PLASMA DE INDIVÍDUOS COM 

MALÁRIA 

 

Para determinar se sequências genômicas de P. vivax estavam presentes entre os 

CNAs dos pacientes com malária, analisou-se os níveis de CNAs originados de P. vivax. 

Como esperado, a amplificação desta sequência genômica não foi detectada em amostras de 

indivíduos não infectados (Figura 5A, ANEXO 8.2.2, pagina 109). Embora os níveis 

específicos de CNAs do parasita tenham sido associados com a presença de febre no 

momento da coleta de sangue (Figura 5B, ANEXO 8.2.2, pagina 109), nenhuma associação 
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significativa entre CNAs do parasita e escore clínico da doença (r= -0,3604, p= 0,2056) 

(Figura 5C, ANEXO 8.2.2, pagina 109). Além disso, os CNAs do parasito não foram 

correlacionados com a parasitemia periférica do paciente (r= -0,3735, p= 0,1884).  

 

5.3 ANÁLISES DOS POLIMORFISMOS GENÉTICOS EM GENES DO HOSPEDEIRO 

VERTEBRADO 

 

Em uma segunda parte do estudo, investigou-se a possível associação entre morbidade 

por P. vivax e polimorfismos genéticos em genes humanos relacionados à resposta imune e à 

função plaquetária.  

 

5.3.1 VARIABILIDADE NO MICROSSATÉLITE: MIF-794 (CATT)5-8  

5.3.1.1 IDENTIFICAÇÃO DO TAMANHO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS 

POR ELETROFORESE CAPILAR E DISTRIBUIÇÃO DOS ALELOS MIF-794 (CATT)5-8 NA 

POPULAÇÃO ESTUDADA. 

 

Neste estudo optou-se por otimizar o protocolo descrito por (Baugh et al., 2002) . Para 

isto, foram feitas algumas alterações no protocolo original, conforme descrito anteriormente 

(materiais e métodos), e a partir dessas modificações, foram identificadas as melhores 

condições de amplificação. O resultado da amplificação da região -794 (contendo o 

polimorfismo CATT5-8) gerou como esperado um fragmento de cerca de 350 pb (dados não 

mostrados). O tamanho exato dos fragmentos foi determinado através da eletroforese capilar 

utilizando um dos iniciadores fluorescentes e analisados no sequenciador automático de DNA.  

A figura 7 ilustra o resultado da genotipagem de dois pacientes, sendo cada um deles 

portador de um genótipo diferente. Analisando-se o gráfico na figura 3A observa-se a 

presença de apenas um pico na região correspondente ao tamanho de 345,5 bp equivalente ao 

alelo contendo 6 unidades do microssatélite CATT, o que indica ser um paciente homozigoto 

(genótipo 6,6). Por outro lado, a figura 4B apresenta dois picos nas regiões correspondentes a 

341,6 e 345,6 bp referentes a presença de 5 e 6 cópias da unidade repetitiva (CATT) 

respectivamente, o que revela ser um paciente heterozigoto (genótipo 5,6). 
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Figura 7: Genotipagem do polimorfismo repetitivo do gene MIF-794 (CATT)5-8 em dois 

pacientes infectados por P. vivax. (A) paciente homozigoto para o alelo 6-CATT (genótipo 

6,6) e (B) heterozigoto portador dos alelos 5-CATT e 6-CATT (genótipo 5,6). 

 

 

 

A genotipagem por eletroforese capilar para a análise do polimorfismo de 

microssatélite do gene MIF-794 (CATT)5-8 foi realizada em 173 indivíduos infectados pelo P. 

vivax. 

 A distribuição dos diferentes genótipos do gene MIF-794 (CATT)5-8 nos pacientes 

infectados pelo P. vivax é mostrada na tabela 5. O genótipo mais freqüente na população 

infectada foi o -794 (CATT)6,6 (42%), seguido pelo -794 (CATT)5,6 (24%). A freqüência do 

genótipo -794 (CATT)6,7 foi de 15% e o genótipo menos frequente foi o -794 (CATT)6,8 (2%). 

Agrupando os genótipos quanto a presença ou não do aumento no número de unidades 

repetitivas (considerando 5 repetições o número selvagem), podemos observar que os 

indivíduos que possuem apenas o alelo 5 constituem 38% da população e a maioria dos 

indivíduos possuem pelo menos um alelo com mais de 5 repetições. 

 Análises estatísticas preliminares mostraram que não houve associação entre o número 

de repetições CATT com os parâmetros clínicos e hematológicos analisados (p > 0,5), ou seja, 

os polimorfismo de tamanho observados neste locus não se relacionaram com a aspectos da 

malária clínica. Entretanto, apesar do nosso banco de dados contar com somente 2 indivíduos 

B 
A 

B 
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que apresentavam anemia severa (Hb<= 7 e HTC <= 20), os mesmos eram portadores de 

genótipos associados a uma maior produção de MIF, ou seja dois alelos com mais de 5 

repetições (>5,>5). 

 

 

Tabela 5- Frequências dos genótipos e alelos MIF-794 (CATT)5-8  

     MIF -794 genótipos   Frequência, nº (%) 

     5,5   13 (7,5) 

5,6 

 

42 (24) 

5,7   11 (6,5) 

6,6 

 

74 (42) 

6,7   26 (16) 

6,8 

 

3 (1,7) 

7,7   4 (2,3) 

Total 

 

173 (100) 

MIF -794 alelos     

5 

 

79 (22,8) 

6   219 (63) 

7 

 

45 (13,4) 

8   3 (0,8) 

Total   346 

 

 

 

5.3.2 ANÁLISES DO POLIMORFISMO G-173C NO GENE MIF  

 5.3.2.1. IDENTIFICAÇÃO DO POLIMORFISMO DE BASE ÚNICA G-173C POR PCR- 

RFLP E DISTRIBUIÇÃO DOS ALELOS MIF G-173C NA POPULAÇÃO ESTUDADA E 

ASSOCIAÇÃO COM PARÂMETROS CLÍNICOS E HEMATOLÓGICOS 

 

 As reações de PCR foram feitas de acordo com o protocolo estabelecido por (Donn et 

al., 2001). A amplificação gerou um fragmento de 268 pb em todos os indivíduos infectados 

pelo P. vivax. A figura 8 ilustra o resultado obtido da reação de PCR- RFLP em gel de 

poliacrilamida 10% com pacientes infectados pelo P. vivax, analisando o polimorfismo na 

posição -173 do promotor do gene codificador do MIF.  
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Figura 8: Resultado da reação de PCR- RFLP correspondente ao produto da digestão da 

enzima AluI na região do promotor do gene MIF G-173C em amostras de 3 indivíduos 

infectados com P. vivax. Indivíduos 1 e 2 apresentam genótipo GC (presença da mutação). O 

indivíduo 3 pertence ao genótipo GG (ausência da mutação). Gel de poliacrilamida 10% 

corado pela prata. (MM= Marcador de peso molecular de 50 pb). 

 

  

Indivíduos infectados pelo P. vivax (n= 173) foram genotipados para o polimorfismo 

G-173C no gene MIF. Destes, 88 (51%) apresentaram o genótipo GG, 75 (43%) o genótipo 

GC e 10 (6%) o genótipo CC. Baseado em estudos prévios que mostram a associação entre a 

presença da mutação neste locus com a susceptibilidade a várias doenças inflamatórias, os 

indivíduos infectados pelo P. vivax foram estratificados em função dos níveis de 

hemoglobina, hematócrito, plaquetas, leucócitos, temperatura corporal (presença ou ausência 

de febre) e número de dias com sintomas de malária aguda. Testes estatísticos mostraram que 

não houve associação entre as freqüências dos genótipos obtidos para este locus com os 

parâmetros laboratoriais analisados (dados não mostrados). Entretanto, quando analisamos a 

distribuição dos alelos G-173C MIF em relação às taxas de hematócrito, verificamos a 

existência de uma correlação linear entre a frequência dos indivíduos que apresentam a 

mutação G-173C MIF e as menores taxas de hematócrito (Figura 9) (χ
2
 de tendência= 5,4, p= 

0,019).    

 

 

63bp 

98bp 

205bp 

268bp 
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Figura 9: Distribuição da frequência alélica do gene MIF G-173C nos indivíduos infectados 

pelo P. vivax em função do hematócrito. χ
2
 de tendência= 5,4, p= 0,019. 

 

Análises subseqüentes demonstraram que indivíduos que possuem pelo menos um 

alelo mutado apresentaram níveis médios de Hb e de HTC no sangue menores do que os 

indivíduos que possuem apenas o alelo selvagem (p= 0,03 e p= 0,01 respectivamente, teste de 

Mann-Whitney) (Tabela 6). Além disso, houve uma fraca associação negativa entre os níveis 

de Hb (r de Spearman= -0,2057, p= 0,0105) e as taxas de HTC (r de Spearman= -0,1782, p= 

0,0270) com a presença da mutação MIF G-173C  (dados não mostrados).  
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Tabela 6- Comparação dos níveis de hemoglobina e hematócrito nos indivíduos sem (GG) e 

com a mutação (GC/CC) do gene MIF G-173C.  

 

 

 *As diferenças nas médias entre os grupos foram analisadas pelo teste Mann Whitney. O 

valor de p menor que 0,05 foi considerado significativo. 

 

 

Em resumo, os resultados mostraram que os indivíduos que apresentam pelo menos 

um alelo contendo a mutação G-173C no gene MIF possuem níveis mais baixos de 

hemoglobina e hematócrito, o que sugere uma associação entre este polimorfismo e à anemia 

na malária por P. vivax. 

 

5.3.3 HAPLÓTIPOS DO GENE MIF DO HOSPEDEIRO E ASSOCIAÇÃO COM 

PARÂMETROS CLÍNICOS E HEMATOLÓGICOS 

 Para avaliar o efeito das interações entre o polimorfismo nos loci -794 (microssatélite) 

e -173 (SNP) do gene MIF e a susceptibilidade/resistência à malária, foram construídos os 

haplótipos. O haplótipo 6G, que é a interação entre 6 repetições do polimorfismo de 

microssatélite (CATT6) com o alelo G (não mutado), foi o haplótipo mais freqüente (55,4%) e 

o menos frequente foi o 8G (< 1%) (Tabela 7). Analisou- se ainda o desequilíbrio de ligação 

(DL) entre estes dois loci estudados no gene MIF. Os resultados mostraram um forte DL entre 

os lócus, o que sugere que a combinação entre estes dois alelos ocorre mais frequentemente 

do que o esperado através da formação aleatória dos haplótipos. 

 

 

 

 

 

    Genótipo   

    GG (N= 88) GC (N=75) CC (N=10) p* 

Hemoglobina 13,19 12,7 11,78 0,024 

            

Hematócrito 39,5 38 35 0,003 
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Tabela 7- Distribuição dos haplótipos MIF-794/-173 na população estudada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para determinar se os haplótipos MIF -794/-173 estão associados com os parâmetros 

clínicos e hematológicos na malária, investigou- se as relações entre os diferentes haplótipos 

encontrados e as variáveis estudadas. Diante disso, estratificou- se a população estudada de 

acordo com os níveis de Hb, HTC, plaquetas, leucócitos e tempo com sintomas de malária 

aguda (em dias). Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre a 

frequência dos haplótipos e os diferentes parâmetros analisados. Entretanto, observou-se que a 

freqüência dos indivíduos que possuem o haplótipo 6G (sem a presença da mutação) foi maior 

entre o grupo sem anemia e do haplótipo 7C (com a mutação) maior entre o grupo com 

anemia (Figura 10), apesar desta diferença não ter sido estatisticamente significativa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Haplótipos MIF -794/-173    Frequência dos haplótipos, no. (%) 

5G       51 (17,5) 

5C 

   

19 (6,5) 

6G       162 (55,5) 

6C 

   

18 (6,1) 

7G       5 (1,7) 

7C 

   

34 (11,6) 

8G       1 (0,3) 

8C 

   

2 (0,8) 

Total       292 (100) 
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Figura 10: Associação entre os haplótipos MIF -794/-173 e presença de anemia (Hb ≤ 12 

g/dL, HTC ≤ 35 %) nos indivíduos infectados pelo P. vivax. Os haplótipos foram construídos 

com auxílio do programa PHASE e as freqüências de cada haplótipo nos indivíduos com e 

sem anemia estão expressas em porcentagem. As diferenças entre as freqüências nos dois 

grupos foi comparada pelo teste χ
2
.  

 

Observou- se ainda que indivíduos portadores do haplótipo 6G apresentaram maiores 

níveis médios de Hb e taxas de hematócrito do que indivíduos do haplótipo 7C (p= 0,0158 e 

p= 0,01 respectivamente, teste de Mann-Whitney) (dados não mostrados). 

Análises adicionais utilizando o modelo de regressão logística, que levou em 

consideração variáveis de confusão como a idade e o sexo, mostraram que indivíduos com o 

haplótipo 7C tem 6x mais chance de terem anemia do que indivíduos com os outros 

haplótipos (p < 0,0001, 95% IC: 3,32-10,9). Por outro lado, indivíduos com o haplótipo 6G 

tem uma chance menor (0,3 versus 1) de terem anemia quando comparado com indivíduos de 

outros haplótipos (p < 0,0001, 95% IC: 0,18-0,52).  

 

 

 

 



 Resultados 

 

69 

 

 

5.3.4 ANÁLISES DOS POLIMORFISMOS DO GENE TNF-

5.3.4.1 PADRONIZAÇÃO DA REAÇÃO DE PCR- RFLP PARA GENOTIPAGEM DOS 

GENES TNF-α T-1031C E TNF-α G-308A E DISTRIBUIÇÃO DOS ALELOS TNF-α NA 

POPULAÇÃO ESTUDADA EM FUNÇÃO DOS PARÂMETROS CLÍNICOS E 

HEMATOLÓGICOS 

  

Com o objetivo de verificar se os polimorfismos na região do promotor do gene TNF-

α (TNF T-1031C e TNF G-308A) estão associados com os parâmetros clínicos e 

hematológicos na malária causada pelo P. vivax, esses polimorfismos foram genotipados na 

população estudada. A amplificação da região -1031 do gene gerou um fragmento de 264 pb, 

enquanto que da região -308, um fragmento de 196 pb. A figura 11A ilustra o resultado obtido 

da reação de PCR- RFLP após a digestão com a enzima NcoI para o polimorfismo no 

promotor G-308A do gene do TNF-α. A figura 11B ilustra os resultados para o polimorfismo 

T-1031C referentes ao mesmo gene. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 11: Resultado da reação de PCR- RFLP correspondente à digestão do produto da 

amplificação da região do promotor do gene TNF-α. Polimorfismo na posição G-308A (A) e 

na posição T-1031C (B) em amostras de 5 indivíduos infectados com P. vivax. A- Indivíduos 

1, 2 e 5 são GG (ausência do alelo mutante A). Indivíduos 3 e 4 são GA (presença de um alelo 

mutante A) B- Indivíduos 1 e 2 são TC (presença do alelo mutante C) e indivíduos 3-5 são TT 

(ausência do alelo mutante C). Gel de poliacrilamida 10% corado pela prata. PM= Padrão de 

peso molecular de 100pb. 

 

20pb 

87pb 

107pb 

A B 

71pb 

180pb 

251pb 
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Neste estudo, foram genotipados 170 indivíduos para o gene TNF-α T-1031C. Destes, 

105 (61%) apresentaram o genótipo TT, 65 (39%) apresentaram o genótipo TC e o genótipo 

CC não foi detectado na população estudada. Para o gene G-308A, foram genotipados 153 

indivíduos, sendo 78 (51%) portadores do genótipo GG, 74 (48%) do genótipo GA e 1 (0,6%) 

do genótipo AA.   Os indivíduos infectados pelo P. vivax foram estratificados em função dos 

níveis de hemoglobina, hematócrito, plaquetas, leucócitos, temperatura corporal (presença ou 

ausência de febre). Em relação ao polimorfismo TNF-α T-1031C, testes estatísticos 

mostraram que houve associação entre as freqüências do polimorfismo com a temperatura 

corporal (Figura 12). Quando analisamos a distribuição dos alelos TNF-α T-1031C em 

relação a presença ou ausência de febre, verificamos que a frequência dos indivíduos que 

apresentam a mutação é maior quando a temperatura é maior (> 38 °C) (p= 0,030).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Distribuição da frequência alélica do polimorfismo TNF-α T-1031C na amostra 

estudada. Os indivíduos infectados pelo P. vivax (n= 171) foram categorizados em função da 

presença ou ausência de febre (≥ 38 °C). 

 

No que diz respeito ao polimorfismo TNF-α G-308A, observou-se o efeito contrário, 

isto é, a freqüência do genótipo mutado A foi maior entre os indivíduos sem febre, quando 

comparado ao grupo com febre (≥ 38 °C) (p= 0,0001) (Figura 13A). Nas análises de níveis de 

plaquetas, também foi observado efeito semelhante, pois a presença da mutação parece 

proteger contra a trombocitopenia severa (plaquetas < 50.000/mm
3
) (Figura 13B). Observou- 
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se uma fraca associação negativa entre o escore clínico e a presença da mutação TNF-α G-

308A (r de Spearman= -0,2, p= 0,01) (dados não mostrados). Esses resultados sugerem que a 

mutação TNF-α T-1031C parece estar relacionada a uma maior susceptibilidade a presença de 

febre, enquanto a mutação TNF-α G-308A parece estar relacionada à diminuição temperatura 

e níveis de plaquetas. Para os outros parâmetros analisados, não encontramos nenhuma 

associação estatisticamente significativa para nenhum dos dois polimorfismos (dados não 

mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Distribuição da frequência dos alelos TNF-α –G308A na amostra estudada. Os 

indivíduos infectados pelo P. vivax (n= 154) foram categorizados em função da presença de 

febre (≥38 °C) (A) e dos níveis de plaquetas (B). Diferença nas frequências entre os grupos 

foi comparada pelo teste de χ
2
. 

 

 

5.3.5 HAPLÓTIPOS DO GENE TNF-α E ASSOCIAÇÃO COM PARÂMETROS 

CLÍNICOS E HEMATOLÓGICOS 

 

Para avaliar o efeito das interações entre os polimorfismos presentes nos loci -308 e -

1031 do gene TNF-α e a susceptibilidade/resistência à malária clínica, haplótipos envolvendo 

esses dois loci foram construídos. O haplótipo mais freqüente na população estudada foi o 

308G:1031T (60%) e o menos frequente foi o 308G:1031C (18%) (Tabela 8). A distribuição 
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da freqüência dos haplótipos foi estatisticamente significativa (p < 0,001). Análises de 

desequilíbrio de ligação mostraram que não houve desequilíbrio entre os dois lócus.  

 

Tabela 8- Distribuição dos haplótipos TNF 308:1031 na população estudada. 

 

TNF -308/-1031 haplótipos   Frequência (%) 

TA   55 (22) 

TG 

 

149 (60) 

CG   44 (18) 

Total   248 (100) 

 

 

 

Nas análises subsequentes, a associação dos 3 diferentes haplótipos TNF 308:1031  

com os parâmetros clínico e hematológicos estudados neste trabalho. Os resultados mostraram 

que a frequência dos indivíduos portadores do haplótipo 308G:1031T foi maior entre os 

indivíduos com trombocitopenia e que a frequência do haplótipo 308A:1031T foi maior entre 

os indivíduos sem trombocitopenia (Figura 14). Além disso, indivíduos portadores do 

haplótipo 308G:1031T apresentaram menores níveis médios de plaquetas no sangue, ao 

contrário dos indivíduos que possuem o genótipo 308A:1031T, que possuem níveis mais 

elevados de plaquetas (p = 0,0338- teste de Mann-Whitney) (dados não mostrados). 

Utilizando o modelo de regressão logística, que eliminou a influência de variáveis de 

confusão (idade e sexo), verificou- se que indivíduos com o haplótipo 308G:1031T tem 2,3x 

mais chance (p= 0,0145, 95% IC: 1,22-4,36) de terem trombocitopenia do que indivíduos com 

os outros haplótipos. Já os indivíduos com o haplótipo 308A:1031T possuem uma chance 

menor de terem trombocitopenia quando comparado com indivíduos dos outros haplótipos 

(p=  0,0235, 95% IC: 0,20-0,84).  
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Figura 14: Associação entre os haplótipos TNF 308:1031 e susceptibilidade a 

trombocitopenia nos indivíduos infectados pelo P. vivax. Os haplótipos foram construídos 

com auxílio do programa PHASE e as freqüências de cada haplótipo nos indivíduos com e 

sem trombocitopenia estão expressas em porcentagem. Diferenças nas frequências entre os 

grupos foram observadas pelo teste de χ
2
. 

 

 

 

 Em resumo, os resultados indicam que indivíduos carreadores do haplótipo 

308A:1031T parecem ter certa proteção contra a trombocitopenia. Entretanto, os indivíduos 

carreadores do haplótipo mais freqüente (308G:1031T), a trombocitopenia não parece ser 

influenciada por esses polimorfismos do gene TNF-α. 

 

5.3.6 ANÁLISE DO POLIMORFISMO G-1082A DO GENE IL-10 

5.3.6.1 PADRONIZAÇÃO DA REAÇÃO DE PCR- RFLP E DISTRIBUIÇÃO DOS 

ALELOS G-1082A NA POPULAÇÃO ESTUDADA  

As reações de PCR foram feitas de acordo com (Koch et al. 2001). A amplificação por 

PCR gerou um fragmento de 377 pb em todos os indivíduos infectados pelo P. vivax.  A 

figura 15 revela o resultado obtido por meio da reação de PCR- RFLP com a enzima EcoNI 

após a amplificação por PCR, para pacientes infectados pelo P. vivax, analisando o 

polimorfismo do gene IL-10 G-1082A.                                         
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                                      PM    AA      AA     AA      GA      GA     GA          

                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Resultado da reação de PCR- RFLP, correspondente ao produto da digestão da 

região onde se encontra o polimorfismo do gene IL-10 (G-1082A), para amostras de 6 

indivíduos infectados pelo P. vivax. Os indivíduos 1, 2 e 3 apresentam genótipo AA, o que 

indica presença de mutação. Pacientes 4, 5 e 6 foram genotipados como GA. Gel de 

poliacrilamida 15% corado pela prata.  (PM= Padrão de peso molecular de 100pb). 

                                              

Cerca de 146 indivíduos foram genotipados para o polimorfismo IL-10 G-1082A. O 

genótipo mais freqüente foi o AA (57%), seguido pelo GA (39%), e GG (4%).  Para a análise 

da distribuição genotípica do IL-10 G-1082A, os pacientes foram estratificados em função dos 

parâmetros clínicos e hematológicos analisados neste trabalho. Analises estatísticas não 

mostraram associação do polimorfismo com os parâmetros analisados. Entretanto, análises de 

correlação mostraram uma associação positiva entre os níveis de plaqueta no sangue e a 

presença do polimorfismo (r de Spearman= 0,23, p= 0,0357). Com relação aos demais 

parâmetros analisados, não foram observadas associações estatisticamente significativas 

(dados não mostrados). 
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5.3.7 ANÁLISES DOS POLIMORFISMOS DO GENE TGF-  

5.3.7.1 PADRONIZAÇÃO DA REAÇÃO DE PCR- RFLP E DISTRIBUIÇÃO DOS 

ALELOS TTGF-C NA POPULAÇÃO ESTUDADA 

 

 Com o objetivo de analisar se os polimorfismos na região codificante do gene TGF-β 

estão relacionados com a os parâmetros clínicos, laboratoriais e hematológicos estudados, 

selecionamos a mutação na posição T869C, o que cria um sítio reconhecido pela enzima de 

restrição MspA1I. O resultado da reação de PCR correspondente ao produto de amplificação 

da região 869 gerou um produto correspondente ao tamanho de 207 pb. A figura 16 mostra o 

resultado obtido da reação de PCR- RFLP com pacientes infectados com P. vivax, analisando 

o polimorfismo T869C do TGF- β.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Resultado da reação de PCR- RFLP correspondente ao produto da digestão da 

região +869 do gene TGF- β em 4 amostras de indivíduos infectados com P. vivax. Indivíduos 

1, 2 e 4 são TC (presença do alelo mutante C). Indivíduo 3 é TT (ausência do alelo mutante 

C). Gel de poliacrilamida 15% corado pela prata. (PM= Padrão de peso molecular de 100pb). 

 

 

Para o gene da citocina antiinflamatória TGF-β foram realizadas as genotipagens e 

análises de 185 indivíduos infectados pelo P. vivax, sendo 34% do genótipo TT, 62% do 

genótipo TC e 3% do genótipo CC. Análises estatísticas não mostraram associação entre o 

polimorfismo estudado com os parâmetros clínicos analisados (p > 0,05).  
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 É importante ressaltar que as análises de todos os genes acima mencionados foram 

realizadas levando- se em consideração a carga parasitária e os níveis de leucócitos, mas 

nenhuma associação foi encontrada entre a presença das mutações e os parâmetros analisados 

(dados não mostrados). 

 

 
5.3.8 ANÁLISES DOS POLIMORFISMOS DOS GENES DAS GLICOPROTEÍNAS DE 

PLAQUETAS GPIA/IIA C807TE GPIIB/IIIA C1565T 

5.3.8.1 PADRONIZAÇÃO DA REAÇÃO DE PCR- RFLP E DISTRIBUIÇÃO DOS 

GENÓTIPOS GPIA/IIA C807T E GPIIB/IIIA C1565T NA POPULAÇÃO DE ESTUDO 

  

As reações de PCR foram baseadas no protocolo original de Jimenez et al (2008). A 

amplificação por PCR gerou um fragmento de 115 pb para o gene GPIa/IIa C807T e um de 

266 pb para o gene GPIIb/IIIa C1565T em todas as amostras estudadas. A figura 17 revela o 

resultado obtido por meio da reação de PCR- RFLP, após digestão com as enzimas de 

restrição TaqI e MspI respectivamente, para pacientes infectados com P. vivax, analisando o 

polimorfismo do complexo GPIa/IIa C807T (figura 17A)e o polimorfismo do complexo 

GPIIb/IIIa C1565T (figura 17B).                  
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Figura 17: Resultado da reação de PCR- RFLP, correspondente ao produto da digestão da 

região onde se encontra o polimorfismo do complexo GPIa/IIa C807T (A) e GPIIb/IIIa 

C1565T (B) para amostras de 4 indivíduos infectados pelo P. vivax. A- indivíduos 2 e 3 

apresentam genótipo CC, o que indica ausência de mutação. Indivíduos 1 e 4 foram 

genotipados como CT. B- indivíduo 3 apresenta genótipo CT, o que indica presença de 

mutação. Indivíduos 1, 2 e 4 foram genotipados como CC. Gel de poliacrilamida 15% corado 

pela prata. (PM= Padrão de peso molecular de 100pb). 

                                              

 

173 indivíduos foram genotipados para os genes GPIa/IIa e GPIIb/IIIa. No que diz 

respeito ao gene GPIa/IIa, a distribuição dos genótipos foi de 36% CC, 54% CT e 9,1% TT. 

Para o gene GPIIb/IIIa, 82% dos indivíduos apresentaram o genótipo CC, 18% o genótipo CT 

e apenas 0,7% o genótipo TT. Para ambos os polimorfismos, os indivíduos infectados pelo P. 

vivax foram estratificados em função dos parâmetros clínicos e hematológicos estudados neste 

trabalho. Em relação ao polimorfismo GPIIb/IIIa C1565T, testes estatísticos mostraram que 

não houve associação do mesmo com nenhum dos parâmetros analisados (dados não 

mostrados). Para o gene GPIa/IIa C807T observou- se uma associação entre a presença do 
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177 pb 
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polimorfismo e os níveis de plaqueta no sangue (Figura 18). Os resultados mostraram que 

houve uma tendência decrescente significativa entre a presença da mutação e os níveis de 

plaquetas (p= 0,0166, χ
2
 de tendência= 5,74).  Além disso, a média do número de plaquetas 

foi menor entre os indivíduos com a mutação quando comparado com aqueles sem a mutação 

(p= 0,0471- teste de Mann-Whitney) (dados não mostrados). Análises de correlação 

mostraram que houve uma associação positiva fraca mas significativa entre o escore clínico e 

a presença da mutação GPIa/IIa C807T (r de Spearman= 0,2, p= 0,01) (dados não mostrados). 

Não foram encontradas associações entre a presença do polimorfismo GPIa/IIa C807T e os 

demais parâmetros analisados (dados não mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Distribuição da frequência dos genótipos GPIa/IIa C807T na amostra estudada. 

Os indivíduos infectados pelo P. vivax (n= 173) foram categorizados em função dos níveis de 

plaquetas.  
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Nossos resultados sugerem que o polimorfismo GPIa/IIa C807T pode estar associado 

à baixa de plaquetas nos indivíduos infectados pelo P. vivax. A tabela 9 resume os principais 

achados relacionando-se os polimorfismos estudados e os parâmetros clínicos e 

hematológicos analisados neste trabalho. 

 

 
 

Tabela 9- Principais associações encontradas entre os polimorfismos estudados e os 

parâmetros clínicos e hematológicos analisados. 

 

Gene Polimorfismo Associação 

MIF  
-794 (CATT)5-8 Não encontrada 

G-173C HB e HTC  

TNF-α 
T-1031C Febre 

G-308A  Febre 

IL-10 G-1082A  Plaqueta  

GPIa/IIa C807T Plaqueta  

GPIIb/IIIa C1565T Não encontrada 

TGF-β  T869C Não encontrada 
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Os casos de malária grave por P. vivax tem sido descritos em todo o mundo, incluindo 

os casos de infecção por parasitos multi-resistente às drogas (Genton et al., 2008; Tjitra et al., 

2008). No Brasil, estudos retrospectivos têm demonstrado também um agravamento da 

malária por P. vivax (Alexandre et al., 2010). Diante disso, torna- se grande a importância de 

estudos que busquem contribuir para a compreensão dos aspectos patogênicos da malária 

causada pelo P. vivax. No presente trabalho, investigou- se os aspectos do hospedeiro 

vertebrado associados à morbidade da malária vivax. Mais especificamente pretendeu-se 

identificar marcadores potenciais de morbidade, bem como indivíduos geneticamente mais 

susceptíveis à malária clínica por P. vivax. 

 

 

6.1 FATORES PLASMÁTICOS DA INFLAMAÇÃO QUE PODEM SER BIOMARCADORES 

DA MORBIDADE NA MALÁRIA POR P. vivax: MICROPARTÍCULAS E ÁCIDOS 

NUCLÉICOS CIRCULANTES 

 

Inicialmente, pretendeu-se identificar biomarcadores potenciais de morbidade na 

malária vivax. Para isto, a contribuição de MPs foi estudada. As MPs, apesar serem originadas 

de processos fisiológicos, tem sido encontradas aumentadas em diferentes condições 

patológicas, principalmente processos e doenças inflamatórias e sistêmicas, sugerindo sua 

participação na patogênese destas doenças (Vasina et al., 2010). Neste grupo de doenças 

inclui- se a malária por P. falciparum, onde as MPs tem sido associadas a patogenia (Combes 

et al. 2005). Assim, a hipótese de trabalho foi que as MPs poderiam estar presentes na malária 

por P. vivax sintomática. Os resultados encontrados demonstraram um aumento expressivo 

das MPs durante a malária aguda pelo P. vivax. De importância, demonstrou- se ainda que as 

MPs de diferentes origens celulares (leucócitos, plaquetas e hemácias) estavam aumentadas 

no plasma dos pacientes com P. vivax, o que sugere a participação de diferentes células 

ativadas nos processos inflamatórios induzidos durante a infecção pelo P. vivax.  

Após demonstrar que as MPs estavam circulando no sangue dos pacientes infectados 

com o P. vivax, avaliou- se o papel das mesmas na morbidade da doença. Os resultados 

demonstraram que o aumento das micropartículas de plaquetas (PMPs) estava relacionado 

com algumas manifestações clínicas da doença, tais como febre e período de tempo com 

sintomas da doença aguda. Aqui, a presença de MPs no plasma durante a febre está de acordo 

com os achados de Wijesekera e colaboradores (1996) que mostraram que o paroxismo 

malárico por P. vivax está associado com alguns componentes plasmáticos de origem até 
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então desconhecida. De importância, Karunaweera e colaboradores (2007) sugeriram que tais 

componentes formariam agregados de leucócitos e poderiam ser constituídos de material 

particulado contendo lipídeos.  Diante disso, acredita- se que as MPs possam fazer parte 

destes compostos particulados podendo contribuir para o paroxismo na malária por P. vivax. 

Um resultado interessante observado neste trabalho foi o aumento das MPs derivadas de 

leucócitos durante a malária aguda causada pelo P. vivax. O papel dos leucócitos na patogenia 

da malária ainda é pouco compreendido, entretanto, estas células são as principais produtoras 

de citocinas pró-inflamatórias, especialmente TNF-α, que é uma citocina altamente pirogênica 

(Nyangoto, 2005). Sendo assim, a presença de MPs derivadas de leucócitos pode ser um 

indício do seu envolvimento na ativação da resposta inflamatória na malária por P. vivax. 

Entretanto, é importante ressaltar que o paroxismo malárico é um fenômeno complexo, que 

pode envolver vários fatores tais como a liberação exacerbada de citocinas pró-inflamatórias 

como, por exemplo, TNF-α (Wijesekera et al., 1996). 

Embora o presente trabalho seja a primeira demonstração do envolvimento de MPs na 

morbidade da malária por P. vivax, as mesmas tem sido bem caracterizadas na malária por P. 

falciparum. Estudos recentes mostraram que as PMPs estão envolvidas na patogenia desta 

doença (Cox et al., 2010). Na malária cerebral por P. falciparum, altos níveis de PMPs foram 

correlacionados com trombocitopenia e coma (Mfonkeu et al., 2010). Acredita- se que as 

PMPs possam aumentar as complicações durante a malária cerebral contribuindo para o 

aumento da citoadesão de eritrócitos infectados ao endotélio do cérebro. Sendo assim, 

Mfonkeu e colaboradores (2010) sugeriram que as MPs podem ser um bom marcador 

biológico para a malária cerebral, e o bloqueio da sua produção pode ser um dos alvos 

terapêuticos contra o desenvolvimento desta forma mais grave da doença.  

Baseado em evidências recentes de sequestramento pelo P. vivax (Anstey et al., 2007), 

poder- se- ia especular um papel das PMPs na adesão dos eritrócitos infectados ao endotélio 

pulmonar. Por outro lado, um papel das PMPs na resposta inflamatória observada durante a 

infecção pelo P. vivax não pode ser descartado (Miller et al., 2002; Newton et al., 2005; 

Andrade et al., 2010).  

O presente trabalho mostrou o envolvimento das PMPs na malária aguda causada pelo 

P. vivax. Fato interessante observado no presente trabalho foi que os níveis de MPs 

circulantes diminuíram após o tratamento antimalárico específico. Entretanto, mais estudos 

são necessários para melhor caracterizar os mecanismos pelos quais as MPs possam estar 

envolvidas na patogenia da malária vivax. Além disto, este trabalho pode contribuir ainda para 

a busca de alternativas para o tratamento da malária por P. vivax, pois se nossa hipótese 
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estiver correta - microparticulas estão envolvidas na patogenia induzida pelo P.vivax, a 

modulação da vesiculação poderia representar uma nova perspectiva terapêutica no combate 

as complicações imunopatológicas da infecção causada pelo P.vivax. Sendo assim, mais 

estudos são necessários para confirmar se as PMPs podem atuar como biomarcadores ou 

mediadores da inflamação na malária vivax. 

Na busca por biomarcadores plasmáticos na malária por P. vivax, investigou- se ainda 

se os ácidos nucléicos circulantes (CNAs) poderiam estar associados as manifestações clínicas 

da doença.  O termo “ácidos nucléicos circulantes (CNAs)” se refere a segmentos de DNA ou 

RNA extracelulares encontrados na circulação sanguínea e que cujos níveis parecem 

diretamente associados à gravidade de várias doenças, incluindo acidente vascular cerebral 

(AVC) (Rainer et al., 2003), diabetes (Gahan et al., 2008) e vários tipos de cânceres (Leon et 

al., 1977; revisado por Fleischhacker and Schmidt, 2007).  Os resultados aqui descritos 

demostraram, pela primeira vez, que os níveis de CNAs dos pacientes infectados pelo P. vivax 

aumentavam com o espectro clínico da doença, ou seja, quanto maior as manifestações 

clínicas do paciente, maiores os níveis de CNAs detectados no plasma. Este fato foi 

confirmado por duas metodologias diferentes, o PicoGreen, que detecta os níveis de CNAs 

totais, e o PCR quantitativo em tempo real, quem tem como alvo um gene de cópia única 

humano (Transcriptase reversa telomerase humana- hTERT), que tem sido utilizado com 

sucesso nos estudos de câncer (Sozzi et al., 2002). De fato, CNAs tem sido utilizados como 

uma ferramenta prognóstica não invasiva em diferentes processos e doenças (Jung et al., 

2004; Sozzi et al., 2001; Ellinger et al., 2008). Diante disso, acredita- se que este marcador de 

morbidade também possa ser utilizado nos casos de malária como um indicador sensível de 

inflamação.   

Além das MPs e CNAs descritos aqui, outros fatores plasmáticos tem sido propostos 

como biomarcadores na malária por P. vivax, incluindo a enzima superóxido dismutase-1 

(Andrade et al., 2010). Estes autores demonstraram que os níveis da enzima foram associados 

com as manifestações clínicas desta doença. Entretanto, acredita- se que os CNAs constituem 

uma ferramenta mais sensível como biomarcadores de morbidade, uma vez que a 

amplificação do gene de cópia única humano hTERT, por PCR em tempo real, foi capaz de 

detectar níveis muito baixos (cerca de 100 fentogramas) de CNAs no plasma dos pacientes 

infectados pelo P. vivax.  

 Um achado interessante no presente trabalho foi que os níveis de CNAs 

correlacionaram com a trombocitopenia. De fato, após o tratamento antimalárico específico os 

níveis de CNAs no plasma retornaram aos valores normais. Diante disso, acredita- se que os 
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CNAs possam contribuir de alguma forma para a ativação plaquetária e para a inflamação na 

malária vivax, embora os dados apresentados aqui não sejam suficientes para se afirmar sobre 

as relações entre plaquetas e CNAs. Entretanto é importante ressaltar que no estudo de MPs 

feito pelo nosso grupo, foi mostrado que os níveis de micropartículas de plaquetas (PMPs) 

estão associados com o espectro clínico da doença, como febre e dias com sintomas. Diante 

disso, acredita- se que possa existir uma possível associação entre PMPs e CNAs. Além disso, 

alguns estudos mostraram que as MPs podem funcionar como carreadoras de ácidos 

nucléicos, hormônios e outros mediadores, sendo utilizadas com sucesso em protocolos de 

vacinação gênica (Anker e Stroun, 2002). A associação entre CNAs e MPs é principalmente 

relevante quando se considera seu potencial inflamatório para a ativação de TLR9 ou outros 

receptores de ácidos nucléicos durante a imunidade inata (Wu et al., 2010).  

Apesar da fonte dos CNAs ser desconhecida na malária vivax, pode- se apenas 

especular sobre sua origem. Alguns trabalhos mostraram que há três fontes principais de 

CNAs: apoptose, necrose e liberação ativa de células vivas (van der Vaart et al., 2008). Sabe- 

se que a apoptose celular pode induzir a clivagem de moléculas de DNA em fragmentos 

pequenos, de até 180 pb em média. Diante disso, apesar dos estudos realizados aqui não 

poderem afirmar que a apoptose pode contribuir para a liberação de CNAs durante a malária, 

os pequenos fragmentos observados através da metodologia de PCR em tempo real não 

permitem descartar esta hipótese. Além do mais, análises de expressão gênica diferencial 

através da metodologia de microarranjo de DNA mostraram que, durante a infecção malárica 

aguda, tanto em modelos de malária experimental quanto em humanos, ocorre a expressão 

diferencial de genes relacionados a apoptose (Lovegorve et al., 2007; Miu et al., 2008). Mais 

recentemente, outros estudos sugeriram que a apoptose e a necrose podem não ser as 

principais fontes de CNAs no plasma de pacientes com outras infecções, sendo esta 

característica resultado da liberação ativa de células vivas (van der Vaart et al., 2008). 

Portanto, estudos futuros fazem- se necessários para identificar a fonte de CNAs na malária.  

Os resultados apresentados permitiram mostrar ainda que, como esperado, CNAs do 

parasito estão presentes no plasma de pacientes com malária aguda. Entretanto, nenhuma 

associação significativa foi encontrada entre estes CNAs do parasito e o escore clínico da 

doença, sendo observada apenas uma associação com a presença de febre. A presença de 

CNAs do parasito associado à febre não é um resultado inesperado, pois o paroxismo 

malárico está associado a uma sequencia de eventos envolvidas na ruptura dos eritrócitos 

infectados e liberação de antígenos dos parasitos expostos ao sistema imune do hospedeiro. 

 Em resumo, o presente estudo mostrou-se que os níveis de CNAs e de PMPs estão 
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aumentados no plasma de pacientes com malária vivax e parecem associados a morbidade da 

doença. Diante disso, acredita- se que os CNAs e as PMPs de P. vivax possam dar 

importantes informações sobre a progressão da gravidade da doença e tem potencial como 

biomarcadores de morbidade para a malária causada pelo P. vivax. 

 

6.2 POLIMORFISMOS GENÉTICOS DO HOSPEDEIRO VERTEBRADO NA MALÁRIA 

POR P. vivax 

 

Há muito tempo é conhecido o fato de que alguns indivíduos infectados por espécies 

de Plasmodium podem desenvolver complicações graves da malária enquanto outros podem 

permanecer assintomáticos ou desenvolverem uma doença não complicada, sendo os fatores 

responsáveis por estas diferenças ainda não completamente esclarecidos (Revisto por Lopez et 

al., 2010). Este fato reforça os achados de que além do meio ambiente e dos fatores do 

próprio parasito, características genéticas do hospedeiro desempenham um papel fundamental 

no prognóstico da malária humana (Randall et al., 2010). Diante disso, a identificação de 

genes do hospedeiro vertebrado que possam estar envolvidos em uma maior susceptibilidade 

e/ou resistência à infecção malárica tem aberto novos caminhos para uma melhor 

compreensão dos aspectos patogênicos da doença, particularmente na malária por P. 

falciparum (Cserti-Gazdewich et al., 2011). Sendo assim, no presente trabalho foram 

estudados os polimorfismos em genes de importantes citocinas pró (MIF, TNF-α) e anti 

(TGF-β e IL-10) inflamatórias bem como de glicoproteínas de plaquetas (GPIa/IIa e 

GPIIb/IIIa) na infecção pelo P. vivax..  

Poucos são os estudos associando- se os polimorfismos do gene MIF com a malária 

(Jain et al., 2009). Diante disso, neste trabalho, foram avaliados dois polimorfismos na região 

promotora do gene MIF, sendo um de microssatélite (MIF-794 (CATT)5-8) e outro de base 

única (MIF G-173C), previamente associados a diferentes níveis de expressão de MIF (Baugh 

et al. 2003, Donn et al. 2004). As genotipagens por eletroforese capilar para a análise do 

polimorfismo MIF-794 (CATT)5-8 mostraram que o genótipo mais freqüente na população 

estudada foi o -794 (CATT)6,6 e o menos freqüente o -794 (CATT)6,8. Estes resultados estão 

de acordo com os estudos realizados por Baugh e colaboradores (2002), analisando a 

distribuição dos genótipos MIF-794 (CATT)5-8 em indivíduos com artrite reumatóide na Ásia. 

Além disso, Lehmann e colaboradores (2009) mostraram que o genótipo -794 (CATT)6,6 foi o 

mais freqüente entre os pacientes com choque séptico na Europa. Entretanto, em um estudo 

feito associando- se os polimorfismos do gene MIF com a susceptibilidade a anemia grave na 
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malária por P. falciparum em crianças da África, Awandare e colaboradores (2009) 

encontraram o genótipo -794 (CATT)5,6 como o mais freqüente. Sendo assim, estes dados 

sugerem uma diferença na distribuição geográfica dos genótipos MIF-794 (CATT)5-8 entre 

diferentes populações. Entretanto, os tipos de estudos conduzidos aqui não permitem inferir 

sobre a distribuição alélica deste polimorfismo de microssatélite na população em geral. 

No presente trabalho foram analisadas as associações entre os genótipos MIF-794 

(CATT)5-8 e os parâmetros clínicos e hematológicos na infecção pelo P. vivax.   Os resultados 

mostraram que não houve associação do polimorfismo estudado com os parâmetros 

analisados. Apesar disto, outros autores mostraram que na malária por P. falciparum 

indivíduos carreadores dos alelos CATT7 e CATT8 foram mais susceptíveis a anemia grave na 

malária (Awandare et al., 2009). Estes dados sugerem que a regulação da transcrição do gene 

MIF é complexa e a consequência do polimorfismo de microssatélite no promotor deste gene 

deve ser melhor investigada.  

 Um dado de extrema relevância observado no presente trabalho foi que o 

polimorfismo de base única MIF G-173C parece estar associado com anemia na infecção por 

P. vivax, uma vez que indivíduos que apresentaram esta mutação no gene possuem menores 

níveis de hemoglobina e menores taxas de hematócrito no sangue. Em concordância com os 

estes achados, Awandare e colaboradores (2009) mostraram que houve uma significativa 

relação entre anemia grave na malária causada por P. falciparum e a mutação G173C no gene 

MIF. Os níveis de MIF também foram associados com mortalidade por malária cerebral em 

indivíduos da Índia (Jain et al., 2009). Este achado é relevante, embora os aspectos 

patogênicos que causam a anemia na malária sejam complexos, a anemia é uma das principais 

causas de morbidade por P. falciparum em regiões de alta endemicidade (Awandare et al., 

2011). Clark e colaboradores propuseram que a anemia grave e a malária cerebral causadas 

pela infecção por P. falciparum poderiam ser conseqüência da liberação exagerada de 

citocinas pró-inflamatórias do hospedeiro vertebrado. Martiney e colaboradores (2000) 

mostraram que na infecção experimental utilizando camundongos como modelo, o MIF inibiu 

a eritropoiese.  Além disso, McDevitt e colaboradores (2006) sugeriram que o MIF pode 

auxiliar na supressão da eritropoiese durante a infecção malárica por P. falciparum. Diante 

disso uma hipótese a ser levantada na malária por P. vivax é de que a presença da mutação 

pode aumentar a expressão do gene MIF e consequentemente os níveis da citocina, o que 

pode levar a supressão da eritropoiese e ao desenvolvimento da anemia. Assim, embora os 

mecanismos envolvidos na anemia por P. vivax tenham sido pouco estudados e esclarecidos, 

os resultados apresentados aqui sugerem um papel do MIF como contribuidor neste processo. 
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Além de estudar os polimorfismos do gene MIF individualmente, uma outra 

abordagem utilizada no presente trabalho foi a construção de haplótipos bem como análises de 

desequilíbrio de ligação dos dois loci polimórficos deste gene (MIF G-173C e MIF-794 

(CATT)5-8) com a finalidade de avaliar o efeito das interações entre estes dois loci e a 

susceptibilidade/resistência à malária clínica. Os resultados mostraram que o haplótipo 6G 

(sem a mutação de SNP) foi o mais freqüente (55,4%) e o 8G, o menos freqüente (< 1%). O 

haplótipo 6G, que foi o mais freqüente no presente estudo, foi o segundo de maior freqüência 

tanto na população da África quanto no Japão (Awandare et al., 2009; Hizawa et al., 2004). 

Estes dados sugerem que parece haver uma variação geográfica na distribuição dos haplótipos 

MIF (Renner et al., 2005). De fato, Awandare e colaboradores (2009) mostraram que o 

haplótipo 5C foi o mais freqüente e o 8G o menos frequente entre indivíduos infectados pelo 

P. falciparum na África. 

De importância, os resultados aqui observados mostraram que nos indivíduos 

pertencentes ao haplótipo mais freqüente 6G, a anemia foi menos frequente, enquanto nos 

pertencentes ao haplótipo 7C (com a mutação de SNP), a freqüência de anemia foi maior. Em 

resumo, estes dados sugerem que indivíduos carreadores do haplótipo 7C parecem estar mais 

susceptíveis ao desenvolvimento de anemia enquanto indivíduos carreando o haplótipo 6G 

podem estar protegidos do desenvolvimento de anemia na infecção por P. vivax. Estes 

resultados estão de acordo com os observados por Awandare e colaboradores (2009), na 

malária por P. falciparum. Os autores mostraram que o haplótipo 7C estava associado com o 

desenvolvimento de anemia grave nas crianças africanas, sendo o haplótipo 6G associado com 

a proteção ao desenvolvimento de anemia grave. Além disso, o haplótipo 7C tem sido 

relacionado a diferentes processos e/ou doenças inflamatórias incluindo a artrite idiopática 

juvenil (Donn et al., 2004), lupus eritematoso (Sánchez et al., 2006) e risco de morte por 

sepse (Lehmann et al., 2009). De fato, estudos funcionais utilizando linhagens de células 

epiteliais mostraram que a associação entre o aumento do número de repetições no gene MIF-

794(CATT) e o alelo -173C aumentaram a expressão do gene MIF; entretanto, o efeito desta 

interação variou com a linhagem celular estudada (Donn et al., 2004). 

As análises de desequilíbrio de ligação mostraram um forte desequilíbrio entre os 

lócus analisados, o que sugere que a combinação entre estes dois alelos ocorre mais 

frequentemente do que o esperado pela formação aleatória dos haplótipos. Estes dados são 

corroborados pela observação de associações mais fortes e significativas utilizando os 

haplótipos do que os locus individuais, o que reforça a hipótese de que os haplótipos 7C e 6G 
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estão associados com a susceptibilidade ou proteção a anemia na malária por P. vivax 

respectivamente. 

Embora o presente trabalho tenha estudado o papel do MIF do hospedeiro vertebrado 

na malária por P. vivax, estudos recentes tem mostrado que o P. falciparum apresenta o gene 

MIF e polimorfismos no gene MIF, os quais podem estimular o sistema imune do hospedeiro. 

Recentemente, Han e colaboradores (2010) mostraram que os níveis circulantes de MIF de P. 

falciparum estão associados com os níveis de parasitemia na infecção malárica, o que sugere 

que o MIF do parasito também tem um importante papel na patogenia da malária causada por 

P. falciparum. Em conjunto, estes achados reforçam a importância da resposta imune 

inflamatória na malária por P. vivax. 

Devido ao seu importante papel nas doenças infecciosas, auto-imunes e na malária por 

P. falciparum, os polimorfismos da citocina TNF-α foram avaliados no presente estudo. No 

presente trabalho, os polimorfismos de base única G-308A e T-1031C, presentes na região 

promotora do gene TNF-α, previamente associados com malária grave causada pelo P. 

falciparum, foram analisados quanto à sua associação com a infecção causada pelo P. vivax. 

Em relação ao polimorfismo TNF-α T-1031C, foi observada uma associação entre a presença 

da mutação e febre, uma vez que a frequência dos indivíduos que apresentam a mutação foi 

maior no grupo febril (≥ 38 °C). Entretanto nos indivíduos estudados não foi identificado 

nenhum homozigoto para a mutação. De fato, dados da literatura mostraram que a freqüência 

do genótipo CC é extremamente baixa em muitas populações (Sanchez et al., 2009). No que 

diz respeito ao polimorfismo TNF-α G-308A, observou-se o efeito contrário, isto é, a 

freqüência da mutação foi maior entre os indivíduos com ausência de febre. De fato, 

observou-se ainda uma fraca associação negativa entre o escore clínico e a presença da 

mutação TNF-α G-308A. Além disso, nas análises de níveis de plaquetas também foi 

observado efeito semelhante, pois a maioria dos indivíduos que possui a trombocitopenia não 

apresenta a mutação TNF-α G-308A. Vários estudos têm sido realizados com os 

polimorfismos no gene TNF-α, alguns mostrando que os mesmos estão associados a uma 

maior susceptibilidade enquanto outros mostrando uma associação com proteção às doenças 

inflamatórias. Até o momento um único trabalho buscou associação entre polimorfismos de 

TNF-α e a malária por P. vivax. Sohail e colaboradores (2008) verificaram uma associação 

entre a mutação na posição -1031 do gene TNF-α e sintomas clínicos tais como febre, em 

pacientes com malária P. vivax na Índia. Estes polimorfismos já foram também associados a 

uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento de malária cerebral por P. falciparum 

(Randall et al., 2010; Kuesap et al., 2010). Por outro lado, McGuire e colaboradores (1994) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sanchez%20R%22%5BAuthor%5D
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não encontraram associação entre o polimorfismo TNF-α G-308A e o desenvolvimento de 

anemia grave em malária por P. falciparum. Estudos funcionais sugerem que os alelos TNF-α 

-308A e TNF-α -1031C estão relacionados a uma maior produção da citocina TNF-α (Wilson 

et al., 1997; Louis et al., 1998), enquanto outros mostram que estes alelos não alteram a 

produção de TNF-α (Mycko et al., 1998). De interesse para o presente estudo, Yen e 

colaboradores (2001) mostraram que a proximidade do lócus TNF-α com o lócus MHC pode 

alterar a expressão do gene TNF-α. Estes autores sugeriram que os indivíduos portadores do 

genótipo HLA DR4 negativo são mais susceptíveis a artrite reumatóide quando comparado 

com indivíduos portadores do genótipo HLA DR4 positivo, independente do alelo encontrado 

no gene TNF-α (-308G ou -308A). Estes dados sugerem que o fenótipo de proteção (contra a 

trombocitopenia grave) observado no presente estudo, conferido pelo alelo A, pode ser 

resultado da interferência de outros genes na expressão do gene TNF-α. 

As análises dos haplótipos dos lócus -308 e -1031 do gene TNF-α mostraram que o 

haplótipo -1031T:-308G foi mais freqüente na amostra estudada, incluindo os indivíduos com 

e sem trombocitopenia. Portanto, baseado apenas nestes dois polimorfismos de TNF-α, as 

mutações de SNPs estudadas aqui não contribuiram significativamente para a trombocitopenia 

observada. Concordando com estes dados, recentemente, Randall e colaboradores (2010) 

analisaram 10 polimorfismos de base única no promotor do gene TNF-α em indivíduos com 

malária por P. falciparum. Os autores não encontraram associação entre estes polimorfismos e 

o desenvolvimento de malára grave. Estes resultados sugerem que a existência de vários 

polimorfismos na região promotora do gene TNF-α, juntamente com um alto desequilíbrio de 

ligação observado entre eles, faz com que os mecanismos de transcrição deste gene sejam 

difíceis de serem analisados. Por outro lado, nos poucos indivíduos pertencentes ao haplótipo 

308A:1031T a presença da mutação parece ter protegido da trombocitopenia.  

Ubalee e colaboradores (2001) encontraram associação entre polimorfismos no 

promotor do gene e malária cerebral. Neste trabalho foram analisados 5 diferentes 

polimorfismos entre eles, os dois estudados no nosso trabalho. Entretanto o alelo associado à 

maior produção de TNF e associado a maiores chances de desenvolvimento de malária 

cerebral foram os dois alelos do tipo selvagem, sugerindo o envolvimento das outras 

mutações não estudadas. Assim, os resultados apresentados sugerem que devido a 

complexidade desta família de citocinas, os estudo de poucos polimorfismos podem não ser 

apropriados para concluir sobre susceptibilidade e resistência à doença clínica. 

A citocina IL-10 tem um importante papel na regulação da resposta imune, 

principalmente atuando na inibição da produção de citocinas pró -inflamatórias. Entretanto, a 
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associação de polimorfismos no gene IL-10 e malária P. vivax ainda não foi demonstrada. 

Para o presente estudo, foi escolhido o  polimorfismo IL-10 G-1082A que está associado com 

um aumento da susceptibilidade e/ou resistência a várias doenças inflamatórias (Yang et al., 

2010). Observou- se uma fraca associação positiva entre os níveis de plaqueta no sangue e a 

presença da mutação, o que sugere que indivíduos portadores do alelo mutado poderiam ter 

uma certa proteção contra a trombocitopenia da malária por P. vivax. Mirghani e 

colaboradores (2010) mostraram que os níveis de IL-10 foram maiores entre pacientes com 

malária grave causada pelo P. falciparum quando comparado com aqueles com a forma 

branda da doença.  Acredita- se que a mutação A na posição -1082 do gene IL-10 possa estar 

contribuindo para um efeito antiinflamatório evitando assim a queda de plaquetas no sangue 

do hospedeiro vertebrado.  

 Assim como a IL-10, o TGF-β é uma citocina pleiotrópica caracterizada 

principalmente por uma resposta anti-inflamatória. Na malária por P. falciparum foi 

observado que uma atividade antiinflamatória do TGF-β 1 que parece estar associada com 

uma redução dos sintomas clínicos em crianças infectadas com P. falciparum (Hunt e Grau, 

2003). Vários polimorfismos tem sido descritos no gene TGF-β 1 e acredita- se que possam 

influenciar a expressão do mesmo.  O polimorfismo TGF-β1 T869C tem sido associado com a 

patogenia de inúmeras doenças inflamatórias tais como diabetes (Valladares-Salgado et al., 

2010) e hipertensão arterial (Yang et al., 2010). Diante disso, no presente trabalho pretendeu- 

se analisar se o polimorfismo TGF-β1 T869C, esta associado com a morbidade na malária 

causada pelo P. vivax. Os resultados mostraram que não houve associação entre o 

polimorfismo estudado com os parâmetros clínicos e hematológicos analisados. Entretanto, os 

resultados apresentados no presente trabalho dizem respeito a somente um polimorfismo de 

base única do gene TGF-β 1. Estes resultados sugerem que o gene TGF-β, principalmente por 

fazer parte de uma família de mais de 40 membros, possui um mecanismo complexo de 

regulação da expressão gênica, o que dificulta o entendimento do seu papel da patogenia da 

malária. De fato, Sambo e colaboradores (2010) estudando 9 polimorfismos no gene TGF-β 2 

mostraram que variações neste gene estão associadas com o aumento do risco de 

desenvolvimento da malária cerebral por P. falciparum em crianças angolanas. Diante disso, 

acredita- se que estudos englobando mais polimorfismos e haplótipos do gene TGF-β 1 

podem auxiliar no melhor entendimento do papel deste gene na morbidade da malária causada 

pelo P. vivax. 

Apesar de evidências de que as plaquetas apresentam um papel importante na 

patogênese da malária, polimorfismos nos genes das glicoproteínas plaquetárias ainda não 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mirghani%20HA%22%5BAuthor%5D
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foram estudados na malária. Os polimorfismos GPIa/IIa C807T e GPIIb/IIIa C1565T têm sido 

relacionados com as complicações clínicas de inúmeros distúrbios circulatórios, tais como 

doença coronariana, trombose e hipertensão arterial (Ashavaid  et al., 2010). Diante disso, no 

presente trabalho, pretendeu-se investigar polimorfismos GPIa/IIa C807T e GPIIb/IIIa 

C1565T na infecção pelo P. vivax. Os resultados mostraram que não foram encontradas 

associações entre o polimorfismo GPIIb/IIIa C1565T com nenhum dos parâmetros analisados. 

Entretanto, para o gene GPIa/IIa C807T observou- se uma associação entre a presença do 

polimorfismo e os baixos níveis de plaqueta no sangue.  Estes dados sugerem que o 

polimorfismo GPIa/IIa C807T pode estar associado à trombocitopenia nos indivíduos 

infectados pelo P. vivax. As causas da plaquetopenia na malária parecem ser múltiplas, 

envolvendo a possível destruição desencadeada por mecanismos imunitários, além da 

destruição não-específica pelo baço e a presença de distúrbios de coagulação (de Mast et al., 

2010). Entretanto, não está esclarecido se auto anticorpos anti-plaqueta contribuem para a 

trombocitopenia, apesar de relatos esporádicos de anticorpos contra receptores plaquetários 

em pacientes com malária (Rios-Orrego et al., 2005). Diante disso, é importante investigar se 

a associação entre a mutação GPIa/IIa C807T com a trombocitopenia vista no presente 

trabalho pode ser devido, por exemplo, a destruição por auto-anticorpos contra as 

glicoproteínas de plaquetas. É importante ressaltar ainda que este foi o primeiro estudo a 

sugerir uma associação entre a mutação GPIa/IIa C807T com a trombocitopenia na infecção 

pelo P. vivax.  

Os resultados apresentados aqui constituem importantes achados no que diz respeito a 

morbidade na infecção malárica por P. vivax. Foi observado que as MPs e os CNAs estão 

aumentados na infecção pelo P. vivax, o que sugere um importante papel destes fatores 

plasmáticos na morbidade da malária vivax. Além disso, foram encontradas associações entre 

variações genéticas em alguns genes do hospedeiro vertebrado, relacionados à resposta 

inflamatória e função plaquetária, com os aspectos clínico e laboratoriais dos indivíduos 

infectados pelo P. vivax. Diante disso, acredita-se que os resultados observados no presente 

trabalho possam contribuir no esclarecimento dos mecanismos envolvidos na patogenia do 

P.vivax. 
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Os resultados obtidos ao final deste trabalho permitiu concluir que: 

 

 

1. Os níveis plasmáticos de MPs de plaquetas, leucócitos e eritrócitos, bem como de 

ácidos nucléicos circulantes (CNAs) estão aumentados durante a malária por P. vivax  

 

2. A presença de micropartículas de plaquetas (PMPs) e CNAs no plasma se associa as 

manifestações clínicas da malária por P. vivax. 

 

3.  Os níveis de MPs e CNAs diminuíram após o tratamento antimalárico específico, o 

que sugere que os mesmos possam constituir potenciais biomarcadores de prognóstico quando 

associados ao diagnóstico da malária sintomática. 

 

4. O polimorfismo de base única MIF G-173C parece estar associado com anemia na 

infecção por P. vivax, uma vez que indivíduos que apresentaram a mutação neste gene 

possuem menores níveis de hemoglobina e menores taxas de hematócrito no sangue.  

 

5. Análises haplotípicas dos polimorfismos de base única e microssatélite do gene MIF 

mostraram que o haplótipo 6G (sem a presença da mutação pontual) parece estar associado 

com a proteção contra a anemia na infecção por P. vivax, enquanto o haplótipo 7Cassociado a 

susceptibilidade.  

 

6. O polimorfismo TNF-α T-1031C parece estar associado com susceptibilidade aos 

sinais e sintomas da malária vivax, uma vez que houve associação entre as freqüências do 

polimorfismo com a presença de febre. Por outro lado, os resultados encontrados para o 

polimorfismo TNF-α G-308A indicaram que esta mutação possa estar envolvida na proteção 

contra a trombocitopenia observada nos indivíduos infectados pelo P. vivax.  

 

7. Os resultados do polimorfismo no gene da citocina IL-10 (G-1082A) indicam uma 

associação positiva entre os níveis de plaqueta no sangue e a presença do polimorfismo, 

sugerindo um papel protetor deste polimorfismo.  

 

8. Não foram encontradas associações entre o polimorfismo TGF-β T869C com os 

parâmetros clínicos e hematológicos analisados neste trabalho.  

 



 Conclusões 

 

 

 

94 

 

9. Verificou- se uma associação entre o polimorfismo das glicoproteínas plaquetárias, 

GPIa/IIa C807T, e trombocitopenia nos indivíduos infectados pelo P. vivax. 
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8.1 PARECERES DO COMITÊ DE ÉTICA 
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8.2 ARTIGOS PUBLICADOS 

8.2.1 MICROPARTÍCULAS 
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8.2.2 ÁCIDOS NUCLÉICOS CIRCULANTES 
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