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MENDONCA, Vitor Rosa Ramos de. Associação entre biomarcadores 
imunogenéticos e a gravidade ou resistência na malária por Plasmodium 
vivax. 177 f. il. Tese (Doutorado) – Universiadede Federal da Bahia. Centro 
de Pesquisas Gonçalo Moniz, Salvador, Bahia,  2015.  

RESUMO 
INTRODUÇÃO: A malária é uma das doenças infecto-parasitárias mais 
incidentes no mundo com grande morbimortalidade. Dentre as espécies 
infectivas ao ser humano, o Plasmodium vivax é a espécie predominante no 
Brasil, quase que exclusivamente na Região Amazônica. O espectro clínico 
da malária abrange desde uma infecção assintomática até casos moderados, 
com hiperbilirrubinemia isolada ou graves. A produção de mediadores 
inflamatórios pelo sistema imune, a via de metabolização do heme e os níveis 
sistêmicos de hepcidina são importantes mecanismos associados a 
fisiopatologia dos diferentes desfechos clínicos da malária. Além disso, 
coinfecções podem modular ou intensificar a resposta imune de indivíduos 
infectados pelo plasmódio. OBJETIVO: Neste ínterim, a identificação de 
biomarcadores confiáveis tanto de gravidade ou resistência são 
indispensáveis para o auxílio no seguimento, diagnóstico e terapêutica da 
malária. MATERIAL E MÉTODOS: Esta Tese reúne sete artigos com o 
objetivo de identificar biomarcadores plasmáticos e genéticos associados 
com a via do heme, hepcidina e resposta imune em indivíduos com diferentes 
manifestações clínicas da malária por P. vivax, assim como nos casos de 
coinfecção com dengue, da Amazônia Brasileira. RESULTADOS: Em 
primeiro lugar, foi descrito o estado da arte da diversidade genética humana 
que influencia o desfecho clínico da malária. Em outro estudo, alterações 
genéticas específicas e níveis plasmáticos elevados em moléculas na via de 
metabolização do heme estão associados com a malária vivax aguda.  Em 
terceiro estudo, a interação entre biomarcadores imunoinflamatórios foi 
analisada por redes, e os participantes com malária assintomática tiveram 
várias correlações significativas envolvendo a IL-4. A resposta imune também 
foi influenciada por alterações genéticas e, em outro trabalho, foram 
identificados polimorfismos em genes relacionados ao sistema imune 
(DDX39B, TNF e IL6) que estão associados com risco maior de complicações 
na malária vivax, provavelmente, por influenciarem os níveis de mediadores 
inflamatórios. Verificou-se no quinto manuscrito que a resposta imune de 
indivíduos com malária e hiperbilirrubinemia isolada é parecida com aquela 
de indivíduos com malária não-complicada, sugerindo uma doença menos 
grave. Neste mesmo estudo, os níveis de hepcidina estão aumentados nos 
casos graves ou malária com hiperbilirrubinemia e este hormônio está 
positivamente correlacionado com IL-6, IL-10 e parasitemia no grupo de 
malária moderada, e com IFN-γ nos indivíduos graves. No sexto trabalho, um 
algoritmo clínico conseguiu distinguir os indivíduos monoinfectados daqueles 
com coinfecção dengue e P. vivax, e o perfil imune dos casos coinfectados foi 
marcada por uma assinatura molecular envolvendo as citocinas TNF, IL-6 e 
IFN-γ. Por fim, é descrito o estado da arte dos fatores imunoreguladores 
humanos relacionados à malária assintomática. CONCLUSÕES: O conjunto 
dos dados desta Tese ajuda no entendimento dos mecanismos 
imunopatológicos na infecção pelo P. vivax e podem guiar e auxiliar estudos 
futuros sobre métodos diagnósticos, terapêuticas e vacinas na malária vivax. 
Palavras-chave: Malária, P. Vivax, Biomarcadores, Heme, Sistema Imune.
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MENDONCA, VITOR R. R. Association between immunogenetic biomarkers 
and severity or resistance to Plasmodium vivax malaria. 177 f. il. Tese 
(Doutorado) – Universiadede Federal da Bahia. Centro de Pesquisas Gonçalo 
Moniz, Salvador, Bahia, 2015.  

ABSTRACT 

INTRODUCTION: Malaria is one of the most frequent infectious diseases in 
the world with high morbidity and mortality. Among the infective species to 
humans, Plasmodium vivax is the most predominant species in Brazil, with 
disease incidence almost exclusively observed in the Amazon Region. The 
clinical spectrum of malaria can range from asymptomatic infection to mild 
cases, malaria with isolated hyperbilirubinaemia or severe infection. The 
immune system production of inflammatory mediators, the heme metabolism 
pathway and systemic levels of hepcidin are important mechanisms 
associated with pathophysiology of different malaria clinical outcomes. In 
addition, co-infections can modulate or enhance the immune response of 
individuals infected with P. vivax. OBJECTIVE: In this context, the 
identification of reliable biomarkers for disease severity and resistance are 
essential for the diagnosis, treatment and follow-up of malaria. MATERIAL 
AND METHODS: This work, composed of seven articles, aims to better 
explain genetic and plasma biomarkers associated with the heme pathway, 
hepcidin and immune response occurring in P.vivax infection. Subjects have 
been sampled from the Brazilian Amazon, with different clinical manifestations 
of P. vivax malaria, as well as co-infected with dengue. RESULTS: Firstly, it is 
described the state of the art regarding human genetic diversity, which affects 
malaria outcomes. In another study, specific genetic alterations and high 
levels of heme metabolism pathway biomarkers are associated with acute 
vivax malaria. In the third report, interactions between immunoinflammatory 
networks were analyzed, and subjects with asymptomatic malaria had 
significant correlations with increased IL-4 levels. The immune response is 
also influenced by genetic factors. Towards it, a study has identified 
polymorphisms in certain immune system genes (DDX39B, TNF and IL-6) that 
are associated with an increased risk of complications in vivax malaria 
infection. The fifth manuscript shows that the immune response of subjects 
with malaria with hyperbilirubinemia is similar to patients with uncomplicated 
malaria, suggesting it as a less severe disease. Next, a clinical algorithm was 
shown to distinguish between monoinfected subjects from those co-infected 
with dengue and P. Vivax; and an immune signature composed by TNF, IL-6 
and IFN-γ was found in co-infected subjects. Finally, it is described new 
human immunoregulatory factors related to asymptomatic malaria. 
CONCLUSIONS: Together, the data presented here contribute to better 
understanding the immunopathological mechanisms occurring throughout P. 
vivax infection, in order to guide and assist future studies about diagnosis, 
therapeutics and vaccination for P. vivax malaria infection. 

Keywords: Malaria, P. Vivax, Biomarkers, Heme, Immune System. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 EPIDEMIOLOGIA  

A malária é uma das doenças infecto-parasitárias mais importantes e 

incidentes no mundo. Em 2013, foram registrados 198 milhões de casos 

clínicos de malária que resultaram em 584.000 mortes (WHO, 2014). Na 

América Latina, 427.000 casos e 82 mortes pela malária foram descritos em 

2013, e o Brasil foi responsável por 42% (177.767) e 50% (41) destas 

notificações e óbitos, respectivamente (WHO, 2014). 

Os parasitas da malária são classificados no filo Protozoa, classe 

Sporozoea, família Plasmodiidae, gênero Plasmodium. Cinco espécies são 

responsáveis por praticamente todas as infecções humanas: P. falciparum, P. 

vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. A transmissão natural da malária 

ocorre por meio da picada de fêmeas de mosquitos do gênero Anopheles, 

previamente infectados por algum enfermo ou portador assintomático, sendo 

mais importante a espécie Anopheles darlingi, cujos criadouros preferenciais 

são coleções de água limpa, quente, sombreada e de baixo fluxo, muito 

frequentes na Amazônia Brasileira (WHO, 2014).  

A forma infectante inicial do parasita chama-se esporozoíta e penetra 

no organismo através da saliva que o mosquito introduz no sangue dos 

capilares subcutâneos. O esporozoíto invade os hepatócitos e após divisões 

múltiplas, formam-se esquizontes teciduais primários, que passado o prazo 

de maturação de 6 a 16 dias a partir da infecção, rompem-se e liberam 

milhares de merozoítos. Nas infecções pelo P. falciparum e P. malariae, 

todos os esquizontes teciduais rompem ao mesmo tempo. Entretanto, nas 
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infecções pelo P. vivax e P. ovale alguns esquizontes, que recebem a 

denominação de hipnozoítas, permanecem latentes no fígado por meses ou 

anos, e estão relacionados pelas recidivas tardias nas infecções por estas 

espécies (COGSWELL et al., 1983; KROTOSKI, 1985). 

Os merozoítos liberados nos vasos hepáticos invadem os eritrócitos e 

transformam-se em trofozoítas jovens, conhecidos como formas em anel, que 

crescem e tornam-se irregulares (trofozoítas amebóides) e, após múltiplas 

divisões transformam-se em esquizontes hemáticos, que originam, 

posteriormente, os merozoítos hemáticos. Os merozoítos liberados na 

circulação voltam a infectar outros eritrócitos e repetem o ciclo. Uma pequena 

proporção dos merozoítos presente nos eritrócitos diferencia-se em 

gametócitos que serão ingeridos pela fêmea do Anopheles. Esses gametas 

fusionam e se transformam em oocistos, que se dividem assexuadamente em 

vários esporozoítos, os quais migram para as glândulas salivares, de onde 

serão liberados durante o próximo repasto sanguíneo. 

1.2 MALÁRIA POR Plasmodium vivax 

O Plasmodium vivax é geograficamente o parasito mais amplamente 

distribuído da malária humana, com cerca de 2,5 bilhões de pessoas sob 

risco de transmissão no mundo, sobretudo na América Latina, Sudeste e 

Região Central da Ásia (GETHING et al., 2012). A baixa transmissão da 

malária vivax na África pode ser consequência da taxa alta relacionada a 

ausência do grupo sanguíneo Duffy, que permite a invasão do P. vivax nos 

eritrócitos, nas populações africanas. No Brasil, até a década de 80, existiu 

uma relativa equivalência entre as espécies parasitárias (P. vivax e P. 

falciparum) inclusive com um período de inversão parasitária, de 1983 a 
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1988, com predominância de P. falciparum (MS, 2014). A partir de então, 

nota-se o distanciamento no número de registro das duas espécies, fato que 

culminou com a predominância do P. vivax, responsável por mais de 95% 

dos casos notificados em 2013 quase que exclusivamente na Região 

Amazônica Brasileira (MS, 2014). 

Apesar desta grande carga de doença, o P. vivax é negligenciado e 

ficou a sombra do problema causado por P. falciparum na África Sub-

Saariana, no que diz respeito à maior mortalidade, sobretudo em crianças 

(MENDIS et al., 2009). A carga total de malária nas Américas é baixa quando 

comparada com a África, mas o P. vivax é responsável por mais de 70% da 

malária nas Américas e localmente provoca uma clínica substancial e grande 

problema socioeconômico (WHO, 2014). Este descaso tem refletido no 

montante aplicado em pesquisas relacionadas à doença visto que, no período 

de 2006 a 2009, os investimentos em malária vivax representaram apenas 

3,1% de todo capital utilizado em pesquisa sobre malária no mundo (PATH, 

2011). 

 Tradicionalmente considerada uma infecção benigna, a infecção por P. 

vivax tem sido implicada em casos de malária grave associados 

principalmente a quadros de anemia grave, trombocitopenia grave, choque 

circulatório e disfunção hepática (RAHIMI et al., 2014). Os casos de malária 

vivax grave são classificados pela presença de achados clínicos e 

laboratoriais que são definidos por critérios de gravidade organizados pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) para a malária falciparum (WHO, 

2010). Não existem critérios específicos para o P. vivax (WHO, 2010). 

Estudos prospectivos na Papua, Indonésia, demonstraram uma taxa de 
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mortalidade de 1,6% entre pacientes hospitalizados com malária vivax 

(ANSTEY et al., 2007; TJITRA et al., 2008). Na Venezuela, tem se verificado 

o aumento de óbitos em crianças menores de dez anos relacionados à 

infecção por P. vivax (RODRIGUEZ-MORALES; BENÍTEZ; ARRIA, 2008). 

Em recente metanálise com estudos publicados entre 1900 a 2014, a taxa de 

letalidade estimada entre os pacientes infectados com P. vivax foi de 0.3% 

(RAHIMI et al., 2014). No Brasil, de 2000 a 2013, o Ministério da Saúde 

informou oficialmente 121.527 internamentos e 1.399 mortes atribuídas à 

malária (sem especificação da espécie) (MS, 2014). Nos últimos anos têm 

sido relatadas complicações graves da infecção por P. vivax no Brasil, com a 

descrição de manifestações hematológicas, respiratórias, cerebrais, renais, 

incluindo óbitos (ALEXANDRE et al., 2010; ANDRADE et al., 2010a; DE 

LACERDA; DE OLIVEIRA; ALECRIM, 2007; LACERDA; HIPÓLITO; 

PASSOS, 2008).  

 A hiperbilirrubinemia (bilirrubina total > 3.0mg/dL), também chamada 

clinicamente de icterícia, é descrita em alguns estudos como o achado mais 

comum em crianças e adultos com malária vivax considerada grave 

(KOCHAR et al., 2009, 2010). Contudo, a definição mais recente de málaria 

grave da OMS não considera a hiperbilirubinemia isolada como um critério de 

gravidade, exceto nos casos em que seja acompanhada por outra disfunção 

de órgãos vitais (WHO, 2010). A fisiopatologia da icterícia não é bem 

conhecida, mas a hemólise intravascular e o dano hepático associado à 

malária parecem contribuir para esta manifestação (ANAND; PURI, 2005). 

Vale ressaltar que outras doenças que evoluem com uma síndrome ictérica e 
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que são comuns em regiões endêmicas para malária precisam ser excluídas, 

como a leptospirose, febre tifóide e hepatites (LACERDA et al., 2012). 

O espectro clínico da malária é diverso e abrange desde uma infecção 

sintomática grave ou não-complicada até uma doença assintomática. Estas 

diferentes manifestações dependem: da virulência do parasita; da 

susceptibilidade e resposta imune do hospedeiro humano; dos mecanismos 

de tolerância da doença; e dos fatores ambientais (ANDRADE; BARRAL-

NETTO, 2011; MEDZHITOV; SCHNEIDER; SOARES, 2012). Embora não 

haja nenhuma definição padronizada para malária assintomática, esta pode 

ser definida pela presença do parasita (parasitemia positiva) sem desenvolver 

sintomas clínicos da doença durante um certo período (LINDBLADE et al., 

2013). A malária assintomática tem sido um problema mundial visto que os 

indivíduos servem como reservatórios do parasita e mantêm a transmissão 

da doença através da produção de gametócitos, sendo grandes obstáculos 

para a erradicação da malária (WHITE, 2008). Em estudo na Região 

Amazônica Brasileira, indivíduos com malária vivax assintomática dificultam a 

eliminação da malária residual em comunidades com baixa incidência baixa 

da doença por representarem a maioria dos casos de malária (56.6%) e mais 

de 90% deles produzirem gametócitos (BARBOSA et al., 2014).  

1.3 FISIOPATOLOGIA DA MALÁRIA 

 1.3.1 Via do Heme  

A hemólise intravascular que ocorre na fase sanguínea da malária está 

associada à liberação do conteúdo de hemoglobina (Hb) dos eritrócitos. Na 

presença de espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio presentes na 
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circulação, os dímeros livres de Hb são oxidados para a forma de 

metahemoglobina, com liberação do seu grupo prostético, o heme (BALLA et 

al., 1993, 2000; JENEY et al., 2002). O heme livre possui diversos efeitos 

danosos ao ser humano (FERREIRA et al., 2008). Esta molécula possui 

citotoxicidade aumentada para as células endoteliais, expondo a matrix 

subendotelial pró-trombótica à cascata de coagulação com formação de 

graus variados de trombos microvasculares e concomitante vaso-oclusão e 

isquemia tecidual (JENEY et al., 2002). O heme pode também atuar como 

quimioatraente celular dos polimorfonucleares, com participação na ativação 

e sobrevivência celular, estimulando, consequentemente, a geração de ERO 

maléficas ao ser humano (ARRUDA et al., 2004; GRAÇA-SOUZA et al., 

2002; PORTO et al., 2007). Outros efeitos danosos do heme foram descritos 

no seu papel em sensibilizar células não-hematopoiéticas a submeter-se a 

apoptose mediada por fator de necrose tumoral (TNF) (SEIXAS et al., 2009) e 

suprimir mediadores anti-inflamatórios, como a prostaglandina E2 (PGE2) e o 

fator de transformação do crescimento-β (TGF-β) (ANDRADE et al., 2010d).  

O plasmódio desenvolveu uma série de mecanismos para proteção 

contra os efeitos deletérios do heme livre, com destaque para a 

polimerização do heme em hemozoína, um pigmento malárico que neutraliza 

os efeitos pró-oxidativos do átomo de ferro (Fe) presente na molécula 

(FRANCIS; SULLIVAN; GOLDBERG, 1997). A relevância deste mecanismo 

de defesa é corroborada pelos efeitos terapêuticos de drogas anti-maláricas, 

como por exemplo a cloroquina, que inibem a formação de hemozoína 

(SLATER; CERAMI, 1992). Com base nessa estratégia, o parasita consegue 

se replicar eficientemente dentro dos eritrócitos, que posteriormente serão 
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hemolisados com liberação de Hb na circulação (FRANCIS; SULLIVAN; 

GOLDBERG, 1997). 

O hospedeiro também criou artifícios para se proteger da 

citotoxicidade da Hb e heme livres. Sob condições homeostáticas, a Hb pode 

rapidamente se ligar à haptoglobina (Hp), proteína plasmática tetramérica 

(α2β2) (FERREIRA et al., 2008). A Hp é considerada uma proteína de fase 

aguda que aumenta 2 a 4 vezes em resposta a uma inflamação aguda 

(IMRIE et al., 2007). O heme livre também pode se ligar à hemopexina ou 

albumina, porém com menor afinidade. O complexo Hb-Hp é reconhecido e 

internalizado via receptor grupamento de diferenciação (CD)163 expresso em 

monócitos/macrófagos na polpa vermelha do baço (KRISTIANSEN et al., 

2001). O CD163, por sua vez, pode ser liberado da membrana na forma de 

uma glicoproteína solúvel plasmática (sCD163) possivelmente em resposta a 

estímulos inflamatórios e estresse oxidativo (TIMMERMANN; HÖGGER, 

2005). O sCD163 parece inibir a ativação de linfócitos T humanos induzida 

por forbol éster, resultando na atenuação da resposta imune (HÖGGER; 

SORG, 2001). Os níveis de sCD163 são mais elevados em indivíduos com 

malária não complicada quando comparados àqueles com a forma grave, 

assim como nos indivíduos infectados com malária de qualquer forma clínica 

quando comparados a indivíduos que compõem o grupo controle saudável 

(KUSI et al., 2008).  

Após a internalização do complexo Hb-Hp, o heme será degradado via 

a enzima intracelular heme oxigenase-1 (HO-1). A cadeia beta (β) da Hp 

possui aproximadamente 40 kDa, e a cadeia alfa (α) é sintetizada por dois 

alelos variantes: o Hp1 (α1), com aproximadamente 8,86 kDa, que são 



 

21 
 

subdivididos em 1S e 1F, e o Hp2 (α2), com aproximadamente 17,3 kDa 

(MAEDA et al., 1984). Esses alelos apresentam afinidades diferentes pela Hb 

livre (Hp1.1>Hp1.2>Hp2.2), assim como pelo CD163 (Hp2.2>Hp1.2>Hp1.1) 

(KRISTIANSEN et al., 2001). Além disso, a presença do genótipo Hp2.2 tem 

sido associado a um aumento do estresse oxidativo quando comparado a 

presença do genótipo Hp1.1 (ASLEH et al., 2005; MELAMED-FRANK et al., 

2001). O genótipo Hp2.2 têm sido associado à susceptibilidade a diversas 

condições inflamatórias, incluindo malária (ATKINSON et al., 2006; CHEN et 

al., 2011b; COX et al., 2007; FRIIS et al., 2003; KASVOSVE et al., 2000). 

Contudo, o genótipo Hp2.2 também foi associado a uma menor propensão de 

crianças desenvolverem formas graves da malária no Quênia (ATKINSON et 

al., 2007). 

A HO-1 é codificada pelo gene HMOX1 (heme oxigenase [decíclica] 1) 

e é induzida ubiquamente sob estresse oxidativo (SEIXAS et al., 2009). Esta 

enzima cinde o heme liberando a protoporfirina IX e o átomo de Fe, com 

geração de monóxido de carbono (CO) (FERREIRA et al., 2008). A 

protoporfirina IX é transformada em biliverdina, que pode ser convertida pela 

biliverdina redutase em bilirrubina (STOCKER et al., 1987). A infecção pelo 

plasmódio em humanos está associada à indução de níveis elevados de HO-

1 (MEDANA et al., 2001; SCHLUESENER; KREMSNER; MEYERMANN, 

2001). Entretanto, em modelos experimentais de malária, a indução de HO-1 

está associada a uma tolerância maior ao plasmódio como resultado da 

capacidade da HO-1 em controlar o dano tecidual não-específico e a 

imunopatologia através da redução da inflamação (PAMPLONA et al., 2007).  

Essa proteção ocorre através da produção de CO, que se liga com afinidade 
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alta à Hb livre, prevenindo a liberação de heme na circulação (PAMPLONA et 

al., 2007). De modo similar, observou-se que a ocorrência de uma deleção no 

gene da HO-1 (HMOX1) está associada ao desenvolvimento de malária 

grave em camundongos (SEIXAS et al., 2009). Adicionalmente, o mecanismo 

de proteção de individuos com anemia falciforme contra a infecção malárica 

parece ser através da indução da HO-1 em modelo experimental (FERREIRA 

et al., 2011). 

Um polimorfismo microsatellite (GT)n na região promotora do gene 

HMOX1 está associada à síntese aumentada ou diminuída da HO-1 em 

resposta a diferentes estímulos. Os indivíduos com a repetição menor do 

dinucleotídeo (GT)n apresentam expressão maior da HO-1, enquanto que a 

repetição maior está associada à síntese diminuída da enzima (EXNER et al., 

2004). Este polimorfismo já foi descrito em diversas doenças como: doença 

de Parkinson e Alzheimer (KIMPARA et al., 1997), doença coronariana 

arterial (CHEN et al., 2002), enfisema (YAMADA et al., 2000), câncer (HU et 

al., 2010), insuficiência respiratória (SHEU et al., 2009), nefropatia (CHIN et 

al., 2009) e artrite reumatóide (WAGENER et al., 2008). Na malária, estudos 

demonstraram associações entre repetições (GT)n curtas e a malária 

falciparum grave (TAKEDA et al., 2005; WALTHER et al., 2012), enquanto 

que outro estudo não encontrou associação entre o polimorfismo 

microsatellite da HMOX1 e susceptibilidade à malária  (KUESAP et al., 2010). 

 

1.3.2. Hepcidina 

O heme é degradado pela HO-1 produzindo biliverdina, CO e ferro lábil 

(Fe2+). As concentrações de ferro são controladas através do mecanismo de 
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feedback da hepcidina, hormônio que regula a homeostase do ferro pela 

degradação do exportador de ferro, a ferroportina, prevenindo a liberação do 

ferro reciclado pelos eritrócitos e do ferro da dieta pelos macrófagos e 

enterócitos, respectivamente (GANZ, 2006). Mutações no gene da 

ferroportina (SLC40A1 [família de carreador solúvel 40 membro 1]) com 

disfunção do exportador têm sido associadas com tendência a acúmulo de 

ferro e hemocromatose em humanos (KASVOSVE et al., 2005; MONTOSI et 

al., 2001; WALLACE et al., 2002). O acúmulo de Fe intracelularmente é 

perigoso visto que causa estresse oxidativo, a menos que se ligue à ferritina, 

que atua como uma molécula antioxidante em diversos modelos (BALLA et 

al., 1992; BERBERAT et al., 2003; COZZI et al., 2000). Os níveis de ferritina 

estão diminuídos em indivíduos com P. vivax da Amazônia Brasileira de 

modo diretamente proporcional ao dano hepático (GOZZELINO et al., 2012). 

Adicionalmente, em modelo experimental, a ferritina promove tolerância à 

malária por prevenir que o ferro lábil intracelular induza a ativação da 

molécula pró-apoptótica quinase c-Jun N-terminal (JNK), e esta ação requer 

a expressão de HO-1 (GOZZELINO et al., 2012). 

Através da hepcidina, o ferro do metabolismo do heme nos 

macrófagos e monócitos é retido intracelularmente; no entanto, nos casos de 

excesso do hormônio e saturação da ferritina, pode acontecer o acúmulo e 

impregnação pelo ferro de alguns órgãos, especialmente o fígado, baço e 

coração (DE MAST et al., 2009a). Estudos têm demonstrado que os níveis da 

hepcidina estão aumentados na malária humana sintomática ou 

assintomática tanto pelo P. falciparum quanto pelo P. vivax (AYOYA et al., 

2009; DE MAST et al., 2009a, 2009b, 2010; HOWARD et al., 2007). Além 
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disso, a hepcidina demonstrou ser o melhor preditor de absorção de ferro 

pelos eritrócitos em crianças com comorbidades (anemia, deficiência de ferro 

e infecções), sugerindo o potencial uso desse hormônio como biomarcador 

em programas de suplementação de ferro (PRENTICE et al., 2012). 

 A síntese da hepcidina é induzida pelo ferro da dieta, estoques de 

ferro e inflamação, e é suprimida pela deficiência de ferro, hipóxia e 

eritropoiese (GANZ, 2011). O mediador inflamatório mais bem descrito em 

induzir a expressão da hepcidina é a interleucina (IL) 6 (IL-6) (NEMETH et al., 

2004). Em modelo experimental de malária, a produção de hepcidina previne 

uma infecção subsequente provavelmente por reduzir os níveis de ferro 

necessários para o completo desenvolvimento do plasmódio, e este efeito é 

inibido em camundongos tratados com anticorpos anti-IL-6 (PORTUGAL et 

al., 2011). O IL-10 também parece induzir a hepcidina em macrófagos co-

culturados com eritrócitos infectados pelo P. falciparum através da 

fosforilação do tradutor de sinal e ativador de transcrição (STAT)-3 (HUANG 

et al., 2014). De modo interessante, hemácias infectadas pelo plasmódio 

induzem a síntese de ácido ribonucléico mensageiro (RNAm) de hepcidina 

em células mononucleares de sangue periférico, sugerindo um papel de 

células circulatórias do sistema imune na produção deste hormônio 

(ARMITAGE et al., 2009). 

 

1.3.3. Resposta Imune 

A resposta imune do indíviduo tem um papel importante na 

patogênese das manifestações clínicas da malária assim como na tolerância 

ou resistência ao parasita. Indivíduos da área endêmica para malária podem 
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adquirir imunidade parcial ao plasmódio: imunidade anti-doença pode 

prevenir o desenvolvimentos de sintomas clínicos da patologia apesar da 

presença do plasmódio; e imunidade anti-parasita, que suprime a carga 

parasitária (DAUBERSIES et al., 1996; DAY; MARSH, 1991; TRAPE et al., 

1994). Normalmente, os indivíduos com malária assintomática são mais 

velhos e apresentam número maior de episódios prévios de malária, 

sugerindo uma imunidade protetora ao longo dos anos de exposição ao 

plasmódio na área endêmica (ANDRADE et al., 2009). A malária grave, por 

sua vez, está mais associada com crianças e indivíduos primoinfectados, 

sugerindo uma resposta imune ineficaz contra a infecção (DAY; MARSH, 

1991). 

A resposta imune é montada quando os patógenos são reconhecidos 

por células do sistema imune inato (células dendríticas, macrofagos, 

neutrófilos, células natural killer, basófilos, eosinófilos e mastócitos) através 

dos receptores de padrões moleculares associados á patógenos (PAMPs), 

sendo o receptor tipo toll (TLRs) o mais importante. Através dessa interação 

inicial entre o hospedeiro e o patógeno, o sistema imune inato organiza uma 

defesa imediata contra o organismo invasor e também ajuda na direção de 

uma resposta de células do sistema imune adaptativo (células B e T), que 

reconhecem e ligam antígenos estranhos através de um repertório de 

receptores de superfície. As interações receptor-ligante direcionam células do 

sistema imune adaptativo e inato a transcrever seus genes na forma de 

RNAm; o RNAm é, em seguida, traduzido em proteínas intracelulares, 

proteínas de membrana e proteínas secretórias, que juntas formam a 

qualidade da resposta imune contra o micróbio invasor (TRAN et al., 2012). 
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1.3.3.1. Imunidade inata 

As células da resposta imune inata são a primeira linha de defesa do 

organismo contra patógenos. A atividade funcional de neutrófilos e 

macrófagos/monócitos já foi descrita em mediar a resposta imune de 

indivíduos com malária por P. falciparum (CHIMMA et al., 2009; JOOS et al., 

2010). Especificamente na malária vivax aguda, monócitos e neutrófilos estão 

altamente ativados; enquanto que os monócitos são a maior fonte de 

citocinas em resposta a agonistas de TLR, neutrófilos demonstram ter uma 

maior atividade fagocítica e produção de superóxido (LEORATTI et al., 2012). 

Dentre os diferentes subtipos de monócitos classificados com base na 

expressão de CD14 e CD16 (CD14+CD16-, clássico; CD14+CD16, 

inflamatório; CD14dimCD16+, patrulhador), o subtipo inflamatório está 

associado com a produção elevada de citocinas pró-inflamatórias, expressão 

de receptores de quimiocinas e moléculas de adesão, assim como é o mais 

eficiente em fagocitar reticulócitos infectados e produzir ERO durante a 

malária por P. vivax (ANTONELLI et al., 2014).   

1.3.3.2. Imunidade adquirida 

As células do sistema imune inato ajudam a direcionar as respostas 

das células da resposta imune adaptativa. As porcentagens de células T 

CD4+ e receptor de células T (TCR)γδ estão aumentadas no sangue 

periférico de indíviduos com malária vivax aguda comparado com grupo 

controle endêmico (JANGPATARAPONGSA et al., 2012; SILVA et al., 2013). 

Em estudo na Uganda, células T CD4+ de indivíduos com menos episódios 

prévios de malária são mais inflamatórias (maior produção de TNF), 
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enquanto que o perfil de resposta das células T CD4+ daqueles com mais 

episódios prévios de malária é mais regulatório (com produção de IL-10), 

sugerindo que a produção de IL-10 pelos células T Th1 podem ajudar a 

prevenir a imunopatologia da doença através da diminuição da resposta pró-

inflamatória (JAGANNATHAN et al., 2014). Igualmente importante, as células 

T regulatórias (Treg) (CD4+CD25+FOXP3+) parecem mediar seus efeitos 

através de contato celular direto ou pela indução de citocinas regulatórias, IL-

10 ou TGF-β (POWRIE et al., 2003; THORNTON; SHEVACH, 2000). Células 

Treg são induzidas em resposta à infecção pelo P. falciparum ou P. vivax e 

estão associadas a um aumento na produção de TGF-β e diminuição da 

produção de citocinas pró-inflamatórias, podendo resultar em uma resposta 

imune mais amena (GONÇALVES et al., 2010; WALTHER et al., 2005). 

A resposta imune humoral também é importante no contexto da 

malária visto que a transferência passiva de imunoglobulina (Ig)G de adultos 

imunes para crianças e adultos não-imunes com malária aguda rapidamente 

reduziu a parasitemia e resolveu a febre (COHEN; MCGREGOR; 

CARRINGTON, 1961; SABCHAREON et al., 1991). De maneira similar à 

infecção pelo P. falciparum, indivíduos com P. vivax tem uma percentagem 

menor de células B (CD19+) quando comparados com o grupo controle 

endêmico (KASSA et al., 2006). Além disso, nem todas as exposições à 

malária resultam na geração de células B de memória e anticorpos IgG 

contra o parasita são de curta duração e falham em aumentar durante uma 

reinfecção, sendo a memória imunológica um desafio em muitos ensaios de 

vacinas (BEJON et al., 2006; DORFMAN et al., 2005). Indivíduos com malária 

assintomática tendem a ter níveis mais elevados de IgG específicos contra 
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antígenos do plasmódio do que os outros desfechos clínicos da malária, 

sugerindo contato prévio maior com o parasita (ABDEL-LATIF et al., 2003; 

BRAGA et al., 2002). De modo semelhante, indivíduos com malária 

assintomática por P. vivax têm concentração maior de anticorpo IgG contra a 

saliva do Anopheles darlingi na região Amazônica Brasileira como resultado 

da exposição maior ao vetor do plasmódio (ANDRADE et al., 2009).  

1.3.3.3. Mediadores imunes e alterações genéticas 

O balanço entre citocinas e quimiocinas, regulatórias e pró-

inflamatórias, assim como alterações genéticas em genes relacionados com 

a resposta imune parecem ter papéis importantes nos desfechos clínicos da 

malária. Na infecção por P. vivax, níveis elevados das citocinas pró-

inflamatórias (interferon [IFN]-γ e TNF) estão aumentados e a concentração 

da citocina regulatória (IL-10) está diminuida gradualmente com a gravidade 

da infeccção (malária assintomática, sintomática moderada, e grave); e após 

o tratamento, ocorre redução significativa de IFN-γ e TNF (ANDRADE et al., 

2010a). A patogênese de doenças infecciosas, como a malária, é 

parcialmente condicionada pela variabilidade na região codificadora e/ou 

promotora de genes associados à expressão de moléculas inflamatórias 

(BURGNER et al., 2003; CRAMER et al., 2004; OUMA et al., 2008a, 2008b). 

Desta forma, o melhor entendimento do processo de patogênese pode ser 

adquirido através da identificação de polimorfimos funcionais em genes 

críticos para o desenvolvimento do curso clínico da doença.  

O aumento nas concentrações do TNF está relacionado a sintomas 

associados à patogênese da malária, como a febre, bem como a formas 
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graves da infecção (KARUNAWEERA et al., 1992; KWIATKOWSKI et al., 

1990). Entretanto, o TNF também tem sido associado à presença de uma 

potente atividade anti-parasitária, assim como níveis elevados persistentes 

dessa citocina levam à uma rápida melhora da febre e diminuição da 

parasitemia (DEPINAY et al., 2011; MORDMÜLLER et al., 1997). Em estudo 

de biomarcadores de gravidade, observou-se que a superóxido dismutase-1 

(SOD-1), enzima envolvida no estresse oxidativo, é um marcador com melhor 

perfil para identificar os casos de malária vivax grave do que os níveis 

plasmáticos de TNF (ANDRADE et al., 2010b). Polimorfismos no gene do 

TNF podem estar associados a uma expressão diferenciada desta citocina e 

a susceptibilidade ou resistência maior a malária. Alterações genéticas no 

TNF são descritas em diferentes populações no mundo; entretanto, com 

alguns resultados contraditórios. O polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) 

TNF-308G>A, por exemplo, tem sido associado a maior susceptibilidade, 

resistência ou sem associações com malária grave por P. falciparum (CLARK 

et al., 2009; MCGUIRE et al., 1994; MEYER et al., 2002; WATTAVIDANAGE 

et al., 1999). Em estudo com malária vivax na Região Amazônica Brasileira, 

um haplótipo do TNF (TNF-1031T/-863A/-857T/- 308G/-238G), que inclui o 

alelo G do SNP TNF-308, está associado com maior susceptibilidade à 

doença (SORTICA et al., 2012).  

Os níveis aumentados de IL-6 estão associados à malária grave e à 

incidência aumentada de episódios clínicos da doença (DAY et al., 1999; 

ROBINSON et al., 2009; WENISCH et al., 1999). A β-hematina, análogo 

sintético da hemozoína, e os eritrócitos infectados estimulam a liberação de 

IL-6, assim como a de IL-10 e TNF-α (GIUSTI et al., 2011). Dentre os 
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polimorfismos presentes na região promotora do gene da IL-6, existe o IL6-

176 G>C em que o alelo C está associado ao aumento na expressão de IL-6 

em neonatos e adultos com reações inflamatórias agudas (BRULL et al., 

2001; KILPINEN et al., 2001). A frequência dos genótipos CG/GG do SNP 

IL6-176 G>C é maior nos grupos étnicos não-Fulani, que apresentam maior 

susceptibilidade à malária, nos casos de malária sintomática ou 

assintomática por P. falciparum (ISRAELSSON et al., 2011). 

 A proteína nuclear complexo principal de histocompatibilidade 

(HLA)-B-associada ao transcrito 1 (BAT1) é uma helicase de RNA codificada 

pelo gene DDX39B (caixa polipeptídica 39B DEAD [Asp-Glu-Ala-Asp]) e 

modula a expressão de citocinas pró-inflamatórias, como a TNF e o IL-6 

(ALLCOCK; WILLIAMS; PRICE, 2001). Os SNPs na região promotora da 

DDX39B (-22C>G e -348C>T) parecem modificar a atividade transcricional e 

a ligação de fatores nucleares de transcrição, como os oligonucleotídeos YY1 

e Oct1 (PRICE et al., 2004). As sequências do ácido desoxirribonucléico 

(DNA) com os alelos -22G e -348T do DDX39B são mais expressas do que 

com os alelos -22C e -348C (PRICE et al., 2004). Além disso, o DDX39B está 

localizado no mesmo cromossomo que o TNF e polimorfismos nestes genes 

podem ter efeitos complementares ou aditivos na modulação da resposta 

imune (FLORI et al., 2005). Mutações no gene BAT1 foram descritas em 

diversas doenças com perfil inflamatório, incluindo neuropatia (CHERRY et 

al., 2008), miastenia gravis (DEGLI-ESPOSTI; LEELAYUWAT; DAWKINS, 

1992), doença de Alzheimer (GNJEC et al., 2008), infarto do miocárdio 

(KOCH et al., 2007), hepatite autoimune (OLIVEIRA et al., 2011), artrite 

reumatóide (QUIÑONES-LOMBRAÑA et al., 2008), e doença de Chagas 
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(RAMASAWMY et al., 2006). Contudo, os polimorfismos no DDX39B (-

22C>G e -348C>T) e o papel da BAT1 ainda não foram estudados no 

contexto da malária.  

 

1.3.4. Papel das Coinfecções  

 Coinfecções podem modular ou intensificar a resposta imune de 

indivíduos com malária. É descrito que indivíduos com malária assintomática 

normalmente possui múltiplos clones do Plasmodium sp. geneticamente 

distintos, e a infeção multiclonal pode ser um marcador de imunidade e 

conferir proteção contra a doença por induzir uma resposta imune mais 

abrangente (RONO et al., 2013). Em relação aos outros patógenos, a 

coinfecção com hepatite B está associada com a malária vivax assintomática 

e pontecializa a resposta imune protetora desses indivíduos através da 

produção de níveis baixos de TNF e da relação inflamatória IFN-γ/IL-10 e 

concentração alta de IL-10 (ANDRADE et al., 2011). Além disso, uma 

infecção pré-existente pela filária (Wuchereria bancrofti ou Mansonella 

perstans) atenua a resposta imune associada com a malária grave por P. 

falciparum e protege contra anemia (DOLO et al., 2012).  

 No que se refere aos helmintos, coinfecções com Ascaris lumbricoides 

ou Schistosoma haematobium exibem uma tendência de proteção, enquanto 

que coinfeções com ancilóstomo ou Schistosoma mansoni levam a piora 

clínica da doença e maior incidência de malária (ADEGNIKA; KREMSNER, 

2012). Em um estudo prospectivo, a  coinfeção do P. falciparum com o 

Schistosoma haematobium foi significantemente associada com o risco 

reduzido de malária aguda no seguimento de indivíduos com malária 
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assintomática (DOUMBO et al., 2014). As infecções por vírus, por sua vez, 

parecem exibir uma tendência de aumentar a gravidade quando associadas 

com a malária. A coinfecção entre o virus da imunodeficiência humana (HIV) 

e o P. falciparum aumenta a gravidade e mortalidade por malária (BERG et 

al., 2014). Adicionalmente, indivíduos infectados com o HIV e portadores de 

malária assintomática podem ter aumento da carga viral, o que pode acelerar 

a progressão e gravidade da doença (VERHOEFF et al., 1999; WHITWORTH 

et al., 2000). A coinfecção do P. falciparum com o parvovírus humano B19 

também contribui para uma malária mais complicada, sobretudo por anemia 

grave (TOAN et al., 2013). Em estudo sobre infecção concomitante do P. 

vivax e dengue na Amazônia Brasileira, pacientes coinfectados tiveram 

chances maiores de desenvolverem doença grave, sangramento profundo, 

hepatomegalia e icterícia comparados com as monoinfecções (MAGALHÃES 

et al., 2014).  

1.4 AVANÇOS NAS ANÁLISES DE BIOMARCADORES EM MALÁRIA 

Um biomarcador pode ser definido como qualquer parâmetro que pode 

ser usado como um indicador de uma doença em específico ou outro 

processo fisiológico (ANDRADE; BARRAL-NETTO, 2011). Os biomarcadores 

podem ser convencionalmente classicados de acordo com o propósito de 

diagnóstico ou de gravidade, e sinais/sintomas clínicos, marcadores 

laboratórios (proteínas, metabólitos, polimorfismos genéticos) são alguns 

exemplos (ANDRADE; BARRAL-NETTO, 2011). A grande parte dos estudos 

realizados sobre a resposta imune na malária por P. vivax avaliam uma ou 

um pequeno conjunto de biomarcadores relacionados com o sistema imune, 

sem uma avaliação das suas inter-relações. Como as ações das células 
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imunes, mediadores inflamatórios e alterações genéticas são 

interdependentes, os estudos que singularizam moléculas perdem uma parte 

importante do entendimento do funcionamento da resposta imune. 

Grandes quantidades de dados estão ficando disponíveis com os 

recentes avanços tecnológicos em métodos de pesquisa. Antigamente, 

poucas proteínas eram mensuradas por ELISAs (ensaio imunoadsorvente 

ligado à enzima) específicos, e, atualmente, as técnicas de citometria de fluxo 

e multiplex permitem a dosagem de dezenas de diferentes mediadores em 

um único ensaio. Além disso, recentemente, foi possível identificar diversas 

proteínas e metabólitos por proteômica e metabolômica, e desvendar o 

código genético através das técnicas de sequenciamento de DNA e RNA, e 

microarranjos (TRAN et al., 2012). Com a idéia da biologia de sistemas e 

dados de métodos de alto rendimento, a identificação de biomarcadores 

requer uma análise sofisticada de maneira integrada e conectada (TRAN et 

al., 2012). Contudo, um grande desafio na descoberta de biomarcadores 

confiáveis é escolher o melhor tipo de análise, incluindo ferramentas de 

bioinformática, para extrair a melhor informação dos dados.  

Quando se trabalha com múltiplas variáveis, normalmente é 

necessário utilizar métodos de análise multivariada: análise do componente 

principal (ACP), agrupamento hierárquico e análises discriminatórias são 

alguns exemplos. ACP, assim como o escalonamento multidimensional, são 

métodos que têm sido usados para reduzir a dimensionalidade de dados 

multivariados, identificando agrupamentos e detectanto variáveis que podem 

explicar a estrutura de variação dos dados. Além disso, o agrupamento 

hierárquico e os heat maps também têm sido usados no contexto da malária 
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para melhor visualizar grande volume de dados em uma plotagem 

bidimensional e identificar agrupamentos associados ao desfecho clínico da 

doença, a resposta imunológica e a biologia do vetor (PORTUGAL et al., 

2014; SÁNCHEZ-ARCILA et al., 2014). Em estudo de proteômica com o uso 

de espectometria de massa, a análise da expressão de proteínas do P. 

falciparum por agrupamento hierárquico e ACP permitiu classificar as 

amostras em dois grupos que correspondiam aos grupos do estudo (malária 

na gravidez e casos de malária aguda); e o primeiro componente principal 

contou com 41% da variação total, mostrando uma separação clara entre os 

grupos (BERTIN et al., 2013). Igualmente importante, em estudo sobre 

coinfecção com malária e HIV, um painel vasto de dosagens plasmáticas de 

citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento foi reduzido em menores 

grupos por ACP, e os diferentes componentes principais que surgiram 

demonstraram ser diferentes de acordo com a positividade para o HIV 

(DAVENPORT et al., 2012). Biomarcadores baseados em sintomas também 

podem ser analisados de maneira integrada: o primeiro componente obtido 

através da ACP demonstrou maior valor para um grupo de sintomas, que 

explicaram 32.1% da variabilidade sintomatólogica nos pacientes; e este 

componente foi usado como um index clínico de malária grave (SORTICA et 

al., 2014). Neste mesmo contexto de métodos multivariados, a análise da 

função discriminatória, em que uma variável de agrupamento, que pode ser 

encontrada em diferentes grupos de malária, pode ser prevista por uma ou 

mais variáveis (biomarcadores). Por meio da análise discriminatória, 

identificou-se que a ornitina urinária tem o potencial de ser utilizado como 

biomarcador de malária por P. vivax quando comparados com indivíduos com 
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outras síndromes febris (SENGUPTA et al., 2011). Portanto, um dos objetivos 

dos métodos multivariados em estudos de biomarcadores é o de tentar 

encontrar bioassinaturas moleculares e identificar variáveis importantes, em 

um painel vasto de moléculas, que possam explicar o agrupamento dos 

dados. 

A abordagem por inteligência artificial tem sido empregada para 

analisar grupos de biomarcadores através das redes neurais (RN) artificiais. 

Estas redes estão sendo aplicadas, nos últimos anos, para fazer tarefas 

complexas em diferentes áreas, como em estratégias dos sistemas de 

modelagens, que podem ser concebidas como um grupo de entradas e 

saídas de dados (CUNHA et al., 2010). A estrutura de uma RN pode ser 

visualizada como uma simplificação das propriedades complexas dos 

neurônios biológicos, em que as ligações e conexões entre os neurônios são 

modelados simulando os axônios e dendritos encontrados em redes de 

neurônios biológicos (BACHTIAR et al., 2011). A mudança no potencial da 

membrana celular representa a transferência de dados através da via de 

informação biológica e permite extrair as características essenciais do 

conjunto de dados e fazer uso dessa informação para predizer valores 

(BACHTIAR et al., 2011). As RN já foram aplicadas na malária: predição de 

casos de malária vivax por dados ambientais (KIANG et al., 2006; SHI et al., 

2014); estrutura do biosensor olfatório de mosquitos Anopheles gambiae 

(BACHTIAR; UNSWORTH; NEWCOMB, 2013); e identificação de epítopos 

de malária para células T (BRUSIC et al., 2001). Na infecção por P. vivax, o 

uso das RN permitiu criar um método alternativo mais acurado de diagnóstico 

da malária (ANDRADE et al., 2010c).  
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A análise em rede pode ser utilizada como mais uma maneira de se 

identificar biomarcadores confiáveis de gravidade ou resistência. Uma 

estrutura inferencial por rede é gerada a partir dos valores de cada 

biomarcador em um programa de análise de dados, sendo que este 

programa seleciona os padrões de distribuição dos mediadores associados 

com cada grupo clínico e identifica interações entre as moléculas. Cada 

biomarcador é selecionado como um alvo e o programa procura entre os 

outros marcadores quais estão associados com o alvo, usando para isto o 

teste de correlação de Spearman. Como resultado, cada biomarcador é 

representado com um ícone e as moléculas relacionadas com o alvo 

selecionado são ligados por um traço. A abordagem por redes pode ser 

usada para visualizar a interação entre SNPs; um estudo associou 

polimorfismos em genes relacionados com a resposta imune e a malária na 

placenta por análise em rede (SIKORA et al., 2011). As análises em redes 

Bayesianas (RB) também é usada para modelar os efeitos dos 

biomarcadores e suas interações em diferentes desfechos. As RB são  

modelos probabilísticos que descrevem dependências condicionais 

estatísticas entre múltiplas variáveis (PINEDA-PEÑA et al., 2014) e essas 

dependências são representadas em uma figura acíclica, que representa o 

componente qualitativo das RB (DEFORCHE et al., 2006). Em estudo sobre 

resistência transmitida por medicamentos em população positiva para o HIV, 

identificou-se por RB que o subtipo B do vírus é o marcador com melhor 

predição para esta resistência (PINEDA-PEÑA et al., 2014).  Deste modo, o 

uso das redes no contexto dos biomarcadores pode ser uma ferramenta 
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adicional para melhor visualizar as correlações e entender o padrão de 

interações entre as moléculas.  
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2. JUSTIFICATIVA 

A malária é um problema de saúde pública no Brasil com milhares de 

pessoas anualmente infectadas, em sua maioria, pelo P. vivax. Diversas são 

as manifestações clínicas associadas à malária, incluindo malária grave, 

hiperbilirrubinemia isolada, malária não-complicada e malária assintomática. 

Neste espectro, a identificação de biomarcadores confiáveis tanto de 

gravidade ou resistência são indispensáveis para o auxílio no seguimento, 

diagnóstico e terapêutica da malária. Esta situação é ainda mais necessária 

na malária vivax, em que não existe um critério padronizado de 

sinais/sintomas de gravidade; e os portadores assintomáticos, 

frequentemente encontrados na Região Amazônica Brasileira, são os 

maiores obstáculos para a eliminação local da doença.  

A resposta imune dos indivíduos com P. vivax permanece pouco 

conhecida, e as vacinas até então formuladas não têm memória imunológica 

ou não são antigênicas. A melhor caracterização do sistema imune na 

malária é pré-requisito para os esforços de controle e eliminação da doença. 

Além disso, esta doença exerce  pressão seletiva significativa no genoma 

humano, sendo a força evolucionária por trás da doença falciforme, 

talassemias e deficiência de glicose-6-fostato. A investigação de variações 

genéticas permite identificar as vias moleculares críticas na patogênese e 

imunidade, possibilitando a geração de estratégias novas voltadas para o 

tratamento e/ou prevenção de doenças.  
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Esta Tese é composta por 5 artigos originais e 2 artigos de revisão que 

permitem elucidar melhor a imunopatogênese da malária pelo P. vivax com 

enfoque na identificação de biomarcadores imunológicos e genéticos 

associados aos diferentes desfechos clínicos da doença. Nós identificamos 

alterações genéticas que podem diminuir a defesa humana e aumentar os 

efeitos nocivos do heme livre, sugerindo que para a identificação de novos 

alvos terapêuticos nessa via é necessário entender o componente genético 

humano. Compreender a resposta imune de indivíduos com malária vivax é 

um dos pilares para o desenvolvimento de vacinas eficazes; e nosso grupo 

de pesquisa descobriu assinaturas imunológicas associadas com a infecção 

pelo P. vivax por uma análise em redes, assim como encontrou polimorfismos 

que podem influenciar esta resposta imune.  

Em revisão recente dos critérios definidores de malária falciparum 

grave, a OMS retirou a hiperbilirrubinemia isolada como fator de gravidade. 

Contudo, pouco se sabe sobre a resposta imune desses indivíduos, e nós 

verificamos que esta é parecida com aquela de indivíduos com malária não-

complicada, sugerindo uma doença menos grave. Desta maneira, esses 

dados podem ajudar profissionais de saúde no manejo de pacientes 

infectados pelo plasmódio e com hiperbilirrubinemia isolada. Ainda no 

contexto clínico, sabe-se que diferentes doenças infecciosas podem ter 

sintomas semelhantes, caracterizados por uma síndrome febril aguda. Este é 

o caso da malária e da dengue, que podem ser confundidas na prática clínica 

ou em alguns casos podem, inclusive, estar associadas. Nós propomos um 

algoritmo clínico baseado em dados laboratoriais simples (hemoglobina, 

plaquetas, enzimas hepáticas) que pode auxiliar a equipe de saúde no 
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diagnóstico diferencial dos casos de monoinfecções ou coinfecção 

malária/dengue em regiões endêmicas.  

Em conjunto, os manuscritos desta Tese ajudam no entendimento dos 

mecanismos imunopatológicos na infecção pelo P. vivax e podem guiar e 

auxiliar futuros estudos sobre métodos diagnósticos, terapêuticas e vacinas 

na malária vivax. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Identificar os fatores de gravidade e resistência na malária causada pelo P. 

vivax por meio da avaliação de biomarcadores plasmáticos e genéticos 

associados com a via do heme, hepcidina e resposta imune em indivíduos 

com diferentes manifestações clínicas (sintomática, assintomática, 

sintomática com hiperbilirrubinemia, e grave), assim como nos casos de 

coinfecção com dengue, da Região Amazônica Brasileira.  

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Associar níveis plasmáticos e polimorfismos em moléculas associadas à via 

de metabolização do heme com manifestações clínicas distintas de 

indivíduos infectados pelo P. vivax; 

- Comparar o padrão e complexidade da resposta imune e inflamatória, 

mensurada por biomarcadores sorológicos, em diferentes grupos de 

pacientes com malária vivax através de uma abordagem analítica por redes; 

- Associar a frequência de SNPs em genes relacionados à resposta imune  

com dosagens de marcadores inflamatórios e desfechos clínicos da malária 

vivax; 

- Descrever as associações entre os níveis da hepcidina e mediadores 

imunes em indivíduos com malária moderada, malária com 

hiperbilirrubinemia isolada e malária grave, por P. vivax; 
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- Descrever o padrão da resposta imune (citocinas, quimiocinas) e 

laboratorial em indivíduos coinfectados com o vírus da dengue e o P. vivax. 
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4. METODOLOGIA 

Resumo geral da metodologia empregada para a amostragem dos 

indivíduos estudados nos manuscritos II, III e IV  

 Os indivíduos das comunidades de Demarcação e Buritis do estado de 

Rondônia, na Região Amazônica Brasileira, foram recrutados entre 2006 e 

2007. Detecção ativa e passiva da malária foi realizada: visita aos domicílios 

em áreas de transmissão alta, e pessoas que procuraram atendimento 

médico nos centros de diagnóstico da Fundação Nacional de Saúde 

(FUNASA) ou no Hospital Municipal de Buritis. Indivíduos de ambos os 

sexos, com idade entre cinco a 70 anos, que moraram na área endêmica por 

mais de seis meses, foram convidados a participar. Os casos de malária 

foram diagnosticados localmente por microscopia e confirmado por reação 

em cadeia da polimerase (PCR) nested na FIOCRUZ, Salvador, Brasil. Os 

critérios de exclusão foram: infecção pelo P. falciparum, hepatites virais 

(hepatites A, B, C, D) documentadas, alcoolismo crônico, infecção pelo HIV, 

febre amarela, leptospirose, câncer ou doenças degenerativas crônicas, traço 

falciforme e o uso de drogas hepatotóxicas ou imunosupressoras.  

 Os indivíduos sem sintomas clínicos de malaria foram ativamente 

recrutados em suas residências por procura ativa, a maioria em comunidades 

ribeirinhas, e tiveram amostras colhidas para o exame da gota espessa e 

uma pequena alíquota de sangue em tubos com EDTA (ácido etilenodiamino 

tetra-acético) para diagnóstico por nested PCR. Os diagnósticos desses 

participantes foram realizados após uma visita clínica e se o teste fosse 

positivo para malária, uma segunda visita após 30 dias seria realizada para 
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verificar o surgimento de sintomas sugestivos de malária. Uma nova coleta 

de amostras foi feita e uma segunda rodada de testes diagnósticos foi 

realizada. Aqueles que permaneceram com nested PCR positivo para 

Plasmodium vivax durante os 30 dias e não apresentaram sintomas clínicos 

relacionados a malária, como febre (temperatura axilar >37.8°C), calafrios, 

sudorese, artralgia, cefaléia intensa, náuseas, vómitos, icterícia e astenia 

grave durante este período foram considerados como casos assintomáticos 

de malária. Durante a primeira visita clínica (previamente aos resultados dos 

testes diagnósticos), todos os indivíduos assintomáticos receberam 

aconselhamento e foram orientados a procurar serviço de saúde em um 

centro de referência para malária se os sintomas aparecessem durante o 

período entre as duas visitas. Após a segunda visita clínica, todos os 

pacientes que tinham o teste positivo para malária por microscopia e/ou 

nested PCR foram tratados conforme o guia de tratamento do Ministério da 

Saúde brasileiro (MS, 2014). As amostras de sangue para estudar os 

biomarcadores foram coletadas durante a segunda visita clínica, antes do 

início dos medicamentos anti-maláricos. Indivíduos sintomáticos foram 

prontamente tratados. Um total de 530 indíviduos foi estudado, estratificado 

nos seguintes grupos: não-infectados (n=176), malária vivax assintomática 

(n=148), malária vivax sintomática (n=187), malária grave sem mortalidade 

(n=13), e malária grave que evoluíram para o óbito (n=6). As amostras de 

sangue obtidas dos pacientes com as formas graves da malária, incluindo os 

casos que eventualmente morreram durante o acompanhamento, foram 

coletadas durante a admissão hospitalar. A partir deste ponto, a metodologia 

empregada variou de acordo com o estudo. No manuscrito II, alterações 
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genéticas e dosagens plasmáticas na via de metabolização do heme são 

estudadas. No estudo III, a resposta imune e inflamatória, mensurada por 

biomarcadores sorológicos, em diferentes grupos de malária vivax, é 

investigada por uma abordagem analítica por redes. Por fim, o trabalho IV 

estuda polimorfismos em genes relacionados à resposta imune (TNF, IL6 e 

DDX39B) e suas relações com dosagens de marcadores inflamatórios e 

desfechos clíncos da malária por P. vivax. 

 

Resumo geral da metodologia empregada para a amostragem dos 

indivíduos estudados nos manuscritos V e VI  

 Pacientes com uma síndrome febril aguda foram recrutados na 

Fundação de Medicina Tropical Dr Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), 

Manaus, entre 2009 a 2011. Os indivíduos foram testados para malária por 

visualização direta do parasita por gota espessa e os casos positivos foram 

confirmados por PCR e recrutados aqueles com P. vivax. A infecção pela 

dengue foi diagnosticada pelo PCR em tempo real nos indivíduos com menos 

de seis dias de febre, e pela mensuração do anticorpo IgM nos pacientes 

com mais de sete dias de febre. O sorotipo viral foi determinado por PCR em 

tempo real. Indivíduos com sinais de disfunção orgânica grave e aguda foram 

classificados como malária grave de acordo com os mais novos critérios 

estabelecidos pela OMS ou com hiperbilirrubinemia isolada (bilirrubina total 

>3mg/dL), uma complicação observada em pacientes com complicações 

decorrentes da malária (WHO, 2010). Foram excluídos todos os pacientes 

com diagnóstico molecular e microscópico de malária causada por P. 
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falciparum ou coinfecção P. vivax e P. falciparum (infecção mista), assim 

como os pacientes com diagnóstico sorológico positivo para hepatites virais 

(A, B, C e D), HIV ou leptospirose. Também foram excluídos os indivíduos 

com malaria vivax que desenvolveram hemólise por primaquina (pacientes 

usando primaquina evoluindo com hemoglobina <10g/dL e contagem de 

reticulócitos >1,5%, ou aumento dos níveis de bilirrubina indireta apos o uso 

de primaquina). No total, foram recrutados 72 indivíduos com malária 

sintomática moderada, 14 com malária e hiperbilirrubinemia isolada, 17 casos 

graves, 30 coinfectados com dengue e P. vivax, bem como 30 pessoas 

apenas infectadas pelo vírus da dengue. Durante a inclusão dos pacientes 

foram coletadas lâminas com gota espessa de sangue e amostra de sangue 

total e soro. As lâminas foram organizadas em caixas específicas e os 

demais em freezer – 80 °C. Todos os pacientes receberam o tratamento 

antimalárico apropriado ou sintomatológico, no caso da dengue, e foram 

seguidos de acordo com rotina ambulatorial da FMT-HVD. A partir deste 

ponto, as investigações variaram de acordo com o sub-estudo. No estudo V, 

é avaliado a resposta imune (citocinas e quimiocinas) e os níveis de 

hepcidina em indivíduos com malária e hiperbilirrubinemia isolada, malaria 

grave e sintomáticos moderados. No manuscrito VI, por sua vez, é descrita a 

resposta imunoinflamatória dos casos de coinfecção dengue e P. vivax. 
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5. MANUSCRITOS 
 
5.1 MANUSCRITO I 

The Host Genetic Diversity in Malaria Infection 

 

Esta revisão descreve o estado da arte da influência das alterações genéticas 

no ser humano na evolução clínica da malária.  

 

Resumo dos resultados: alterações genéticas nos eritrócitos, mediadores 

do sistema imune e nos mecanismos de citoaderência em seres humanos 

influenciam no desfecho clínico da malária. Alguns estudos sugerem que 

efeitos combinados de um grupo de fatores genéticos nas hemácias e 

resposta imune podem ser relevantes em mediar a resistência ou 

susceptibilidade na infecção pelo Plasmodium. Contudo, resultados de 

estudos em genética precisam ser interpretados com cautela visto que 

diferenças na frequência e funcionalidade dos polimorfismos podem variar 

conforme diferentes populações.  

 

Este trabalho foi publicado no periódico internacional Journal of Tropical 

Medicine. 



 

48 
 

 



 

49 
 



 

50 
 

 



 

51 
 

 



 

52 
 

 



 

53 
 

 



 

54 
 

 



 

55 
 

 



 

56 
 

 



 

57 
 

 



 

58 
 

 



 

59 
 

 



 

60 
 

 



 

61 
 

 



 

62 
 

 



 

63 
 

 



 

64 
 

 



 

65 
 

 
5.2 MANUSCRITO II 

Association between the Haptoglobin and Heme Oxygenase-1 Genetic 

Profiles and Soluble CD163 in Susceptibility to and Severity of Human 

Malaria. 

 

Este trabalho investiga associações entre alterações genéticas e 

biomarcadores plasmáticos na via de metabolização do heme com os 

desfechos clínicos na malária por P. vivax. 

 

Resumo dos resultados: Repetições (GT)n longas do polimorfismo 

microssatélite da HMOX1, o alelo Hp2 e o genótipo Hp2.2 da haptoglobina 

estão associados com o grupo de malária vivax sintomática quando 

comparado com malária assintomática e controles. Além disso, níveis 

plasmáticos elevados de heme, haptoglobina, heme oxigenase-1 e sCD163 

estão associados com uma susceptibilidade maior para malária aguda. 

 

Este trabalho foi publicado no periódico internacional Infection and Immunity. 
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5.3 MANUSCRITO III 

Networking the host immune response in Plasmodium vivax malaria. 

 

Este trabalho investiga a interação entre biomarcadores plasmáticos 

relacionados a respote imune e inflamatória por uma abordagem analítica de 

redes, tentando buscar padrões associados com a infecção pelo P. vivax. 

 

Resumo dos resultados: Indivíduos não-infectados demonstraram diversas 

interações estatisticamente significante nas redes, incluindo associações 

entre os níveis de IL-10 e IL-4 com a quimiocina motivo C-X-C ligante 

(CXCL)9. Participantes com malária assintomática tiveram várias correlações 

significativas envolvendo a IL-4. Indivíduos com malária moderada ou malária 

grave sem mortalidade, por sua vez, apresentaram uma perda notável de 

interações nas redes e o TNF foi a molécula com mais associações 

significativas com os outros parâmetros. Por fim, os casos de malária grave 

com óbito foram associados com correlações sisgnificativas entre o TNF, 

alanina aminotransferase (ALT), HO-1 e SOD-1. 

 

Este trabalho foi publicado no periódico internacional Malaria Journal. 
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5.4 MANUSCRITO IV 

DDX39B (BAT1), TNF and IL6 gene polymorphisms and association with 

clinical outcomes of patients with Plasmodium vivax malaria. 

 

Este estudo analisa a associação entre SNPs em genes relacionados a 

resposta imune (DDX39B, TNF e IL6), mediadores inflamatórios plasmáticos 

(IL-6, TNF, CXCL10 e proteína C reativa) e os desfechos clínicos da malária 

vivax. 

 

Resumo dos resultados: O alelo G do polimorfismo DDX39B-22C>G foi 

associado com a manifestação clínica amena da malária, enquanto que o 

alelo C foi um fator de risco para complicações da doença. Participantes 

heterozigotos para TNF-308 (GA) e DDX39B-348 (CT) tiveram níveis 

plasmáticos maiores de TNF do que os homozigotos selvagens. Indivíduos 

com a combinação de genótipos GC/CC/GG/GG e GG/CT/GG/GG (DDX39B-

22/DDX39B-348/TNF-308/IL6-176) tiveram um risco diminuído e aumentado 

para malária sintomática, respectivamente, quando comparados com o grupo 

assintomático e não-infectado. A combinação de genótipos (GC/CC/GG/GG) 

associada com risco maior para malária foi associada com níveis séricos 

diminuídos de TNF e IL-6. 

Este trabalho foi publicado no periódico internacional Malaria Journal. 
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5.5 MANUSCRITO V 

Associations between Hepcidin and Immune Response in Individuals 

with Hyperbilirubinaemia and Severe Malaria due to Plasmodium vivax 

Infection.  

 

Este manuscrito investiga as associações entre os níveis plasmáticos da 

hepcidina e de citocinas/quimiocinas nos grupos de malária grave, malária 

com hiperbilirrubinemia isolada e malária moderada por P. vivax. 

 

Resumo dos resultados: Os níveis elevados de IL-2  e IL-13 foram 

associados com malária grave quando comparados com o grupo de 

hiperbilirrubinemia, e não foram observadas diferenças na expressão dos 

marcadores imunes entre os indivíduos com malária modera e malária com 

hiperbilirrubinemia. Contudo, a hepcidina estava elevada em indivíduos com 

malária grave ou com hiperbilirrubinemia, e valores de cut-off deste hormônio 

conseguiram diferenciar estes grupos quando comparados com o grupo de 

malária moderada. IFN-γ e TNF tiveram o número relativo maior de 

interações na rede dos participantes com malária grave. Além disso, a 

hepcidina foi positivamente correlacionada com IL-6, IL-10 e parasitemia no 

grupo de malária moderada e com IFN-γ nos indivíduos graves. 

Este trabalho foi publicado no periódico internacional Malaria Journal. 
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5.6 MANUSCRITO VI 

Unraveling the patterns of host immune responses in Plasmodium vivax 

malaria and dengue coinfection. 

 

Este trabalho estuda a resposta imune (citocinas/quimiocinas séricas) e 

dados laboratoriais de indivíduos coinfectados com o virus da dengue e o P. 

vivax. 

 

Resumo dos resultados: Um modelo de curva ROC (características de 

operação do receptor) multi-paramêtro, incluindo valores de hemoglobina, 

hematócrito, plaquetas e amino-transferases, teve uma alta performance para 

discriminar os diferentes grupos do estudo (malária, dengue e coinfeção 

malária/dengue). Um algoritmo diagnóstico usando as concentrações de 

plaquetas, hemoglobina e transaminases distinguiu com sucesso os 

participantes do estudo. Análise por rede da resposta imune demonstrou que 

o grupo coinfectado teve um perfil imune com papeis importantes para as 

citocinas TNF, IL-6 e IFN-γ.  

 

Este trabalho foi publicado no periódico internacional Malaria Journal. 
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5.7 MANUSCRITO VII 

Immunoregulation in human malaria: the challenge of understanding 

asymptomatic malaria. 

 

Esta revisão descreve o estado da arte dos fatores imunoreguladores 

humanos relacionados à malária assintomática. 

 

Resumo dos resultados: Ambas respostas imunes, inata e adaptativa, 

parecem ter papel proeminente na malária assintomática. As atividades das 

células Treg (com produção de IL-10 e TGF-β) e células B (com ampla 

resposta de anticorpos) são importantes nesta condição. Além disso, 

moléculas envolvidas na via de detoxificação do heme livre (como a Hp e 

HO-1) e no metabolismo do ferro (ferritina e ativação da JNK) tem emergido, 

recentemente, como biomarcadores confiáveis, e estão ajudando a 

desvender a imunopatogênese da malária assintomática. 

 

Este trabalho foi publicado no periódico Memórias do Instituto Oswaldo Cruz. 
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6. DISCUSSÃO 

 Esta Tese apresenta uma coletânea de sete artigos que auxiliam na 

compreensão dos determinantes imunológicos relacionados à gravidade e 

resistência à malária pelo P. vivax, e nos casos coinfectados com dengue, na 

Região Amazônica Brasileira.  

 Alterações genéticas e nos níveis plasmáticos de moléculas 

envolvidas na via de metabolização do heme podem explicar a patogênese 

associada a malária. Diversos estudos, sobretudo em modelos 

experimentais, têm associado moléculas na via de detoxificação do heme 

com as manifestações da malária (FERREIRA et al., 2008; GOZZELINO; 

JENEY; SOARES, 2010; SEIXAS et al., 2009). Nossos resultados indicaram 

que o fenótipo Hp2.2 da haptoglobina está associado ao risco maior de 

desenvolver malária sintomática quando comparada com casos 

assintomáticos. O Hp2.2 tem sido associado a maior susceptibilidade a 

condições inflamatórias diversas, incluindo a malária (ATKINSON et al., 2006; 

CHEN et al., 2011b; COX et al., 2007; FRIIS et al., 2003; KASVOSVE et al., 

2000). A presença do genotipo Hp2.2 está relacionada com o aumento no 

estresse oxidativo comparado com o Hp1.1 (ASLEH et al., 2005; MELAMED-

FRANK et al., 2001). Além disso, o complexo Hb-Hp2.2, e não os complexos 

com o alelo Hp1, podem ser internalizados por monócitos e estimular a 

produção de citocinas pró-inflamatórias (ROGERSON, 2006). A haptoglobina 

é considerada uma proteína de fase aguda e está aumenta em resposta à 

inflamação (IMRIE et al., 2007). Desta maneira, nós observamos que os 

níveis de heme e Hp estão aumentados em indíviduos com malária 
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sintomática quando comparados com os casos de malária assintomáticos ou 

grupo controle. O complexo Hp-Hb é reconhecido via CD163 expresso em 

macrófagos e monócitos; este receptor pode também ser encontrado na 

forma solúvel em condições inflamatórias. Nossos resultados demonstraram 

que níveis plasmáticos de sCD163 aumentam gradualmente com a gravidade 

da malária. O sCD163 tem sido identificado como um mediador anti-

inflamatório que inibe a ativação e proliferação de linfócitos T, e a ligação de 

complexos Hp-Hp com o sCD163 parece diminuir o suprimento de ferro 

(presente no heme) disponível para bactérias hemolíticas (HÖGGER et al., 

1998; WEAVER et al., 2006). Desta forma, os níveis aumentados de sCD163 

encontrados nos indivíduos sintomáticos no nosso trabalho pode ser um 

mecanismo regulatório contra a inflamação.  

 A HO-1, enzima responsável por detoxificar o organismo do heme 

livre, apresenta um polimorfismo microssatélite que pode alterar a sua 

expressão. Nós identificamos que indíviduos com o componente longo (>30 

repetições GT) do polimorfismo da HMOX1 tiveram susceptibilidade maior 

para desenvolver malária sintomática quando comparados com aqueles com 

o componente curto (<30 repetições GT). Em contraste, outros estudos 

encontraram repetições GT curtas em pacientes com malária cerebral 

comparados com grupos de malária não-complicada ou controle (SAMBO et 

al., 2010; TAKEDA et al., 2005). Vale ressaltar que os pacientes com malária 

do nosso estudo são infectados pelo P. vivax e apresentam mais 

frequentemente formas amenas da doença. No que se refere aos níveis 

plasmáticos da HO-1, nós encontramos que, em geral, os indivíduos com 

malária sintomática têm concentrações maiores que os demais grupos. 
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Níveis elevados da HO-1 também já foram descritos em outras doenças com 

caráter inflamatório (BAO et al., 2012; BLANN et al., 2011; CHEN et al., 

2011a; KIRINO et al., 2005; MIYAZAKI et al., 2010). Alguns estudos em 

modelos experimentais sugerem que a deleção do gene HMOX1 ou a 

inibição farmacológica da HO-1 estão relacionados com a patogênese da 

malária, visto que os camundongos não teriam a enzima responsável por 

detoxificar o heme livre deletério (FERREIRA et al., 2008). Entretanto, os 

níveis séricos elevados da HO-1 encontrados nos indivíduos com malária 

sintomática do nosso estudo pode ser um efeito regulatório induzido pelo 

heme, especialmente considerando que a expressão da HMOX1 é altamente 

induzida pelo heme (TENHUNEN; MARVER; SCHMID, 1970). Um resumo 

das alterações encontradas na via do heme em nosso estudo pode ser 

visualizada na Figura 1 abaixo (publicada em nosso manuscrito).  

 

Figura 1. Metabolismo do heme e os desfechos clínicos da malária. (Fonte: Mendonça et 

al. 2012) 
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 A resposta imune dos indivíduos infectados pelo P. vivax ainda 

permanece pouco conhecida, e, recentemente, a análise por redes tem 

permitido um melhor entendimento das interações entre os componentes do 

sistema imune. Nós utilizamos este tipo de análise para verificar as 

correlações entre biomarcadores plasmáticos (citocinas, quimiocinas, 

marcadores de disfunção orgânica e outras proteínas de resposta 

inflamatória) nas diferentes manifestações clínicas da malária vivax, incluindo 

grupos de individuos não-infectados, malária não-complicada, malária 

assintomática, malária grave, e malária grave que evoluiu para o óbito (Figura 

2, publicada em nosso manuscrito). No nosso estudo, os indivíduos com 

malária assintomática tiveram a maior densidade de interações das redes em 

relação aos demais grupos, o que sugere existir um mecanismo regulatório 

complexo por trás da susceptibilidade e resistência à malária. Os valores de 

densidade das redes dos nossos dados são similares às outras redes entre 

proteínas e vias de metabolismo descritas em diversos contextos clínicos 

(FRANKENSTEIN; ALON; COHEN, 2006).    
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Figura 2. Redes dos biomarcadores inflamatórios na malária por P. vivax. (Adaptado de 

Mendonça et al. 2013). 

 A alta conectividade exibida pelo CXCL9 em nossos resultados pode 

ser indicativo de um papel importante desta quimiocina no grupo de 

indivíduos não-infectados, visto que esta molécula foi correlacionada com 

proteção contra a malária em voluntários imunizados pela vacina contra a 

proteína circunsporozoíta do plasmódio (DUNACHIE et al., 2010). IL-10 e IL-4 

tiveram interações significativas com o CXCL9, que também interagiu com o 

motivo C-C ligante (CCL)2 e IFN-γ no grupo não-infectado e assintomático, 

respectivamente, evidenciando que estas citocinas podem modular o efeito 

de mediadores pró-inflamatórios. Um estudo in vitro com macrófagos murinos 

demonstrou que o IL-4 suprime a expressão de CXCL9 e outros genes 



 

143 
 

induzidos pelo IFN-γ através da sinalização pelo STAT-6 (OHMORI; 

HAMILTON, 1998). De modo intrigante, o grupo de malária assintomática 

apresentou um papel importante para a IL-4, com diversas interações 

envolvendo esta citocina. O potencial papel anti-inflamatório da IL-4 na 

resposta imune durante a malária não é completamente compreendido 

(CABANTOUS et al., 2009). A IL-4 parece auxiliar na imunidade anti-

esporozoíta e estudos em camundondos infectados pelo P. yoelli sugerem 

que esta citocina é necessária para a produção de linfócitos T CD8+ 

(CARVALHO et al., 2002) e para o desenvolvimento de memória contra o 

estágio hepático do plasmódio (MORROT et al., 2005). A número elevado de 

interações entre o IL-4 e outros biomarcadores em portadores assintomáticos 

de malária sugere uma possível papel desta molécula em mediar a tolerância 

de indivíduos constantemente expostos ao P. vivax. 

 No grupo de malária não-complicada do nosso estudo, IFN-γ, TNF e 

CCL5 demonstraram ser biomarcadores importantes no perfil da rede destes 

indivíduos. A CCL5 é uma quimiocina envolvida na geração de infiltrados 

celulares inflamatórios, e níveis baixos desta quimiocina estão associados 

com malária cerebral e anemia grave pela malária (JOHN et al., 2006; WERE 

et al., 2006, 2009). A SOD-1, que já foi previamente associada à malária pelo 

P. vivax (ANDRADE et al., 2010b), apresentou conexões apenas nos grupos 

de doença sintomática, especialmente nos indivíduos que evoluíram para o 

óbito. O acúmulo de SOD-1 sem o aumento compensatório das enzimas 

catalase ou glutationa redutase podem levar ao acúmulo de água oxigenada 

e a produção de mais radicais livres (MARIKOVSKY et al., 2003). Além disso, 

a liberação de heme durante o ciclo eritrocítico da malária diminui a produção 
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das moléculas anti-inflamatórias PGE2 e TGF-β de células mononucleares 

através da SOD-1 (ANDRADE et al., 2010d). Desta maneira, a conectividade 

da SOD-1 observada nos pacientes graves pode ser uma resposta em 

relação à produção de heme livre deletério durante a hemólise intravascular. 

Adicionalmente, nos pacientes com malária grave do nosso estudo, a 

parasitemia apresentou diversas interações positivas com mediadores 

inflamatórios previamente descritos em participar da imunopatogênese da 

malária, como o TNF, IFN-γ, IL-10 e TGF-β (ANDRADE; BARRAL-NETTO, 

2011; ANDRADE et al., 2010a, 2010b). Surpreendentemente, transaminases 

hepáticas, bilirrubinas, creatinina e proteína C reativa não foram 

correlacionados com a parasitemia. A falta de interações diretas entre a 

parasitemia e os marcadores laboratoriais de inflamação tecidual e estresse 

oxidativo sugere que a carga parasitária pode influenciar mais a resposta 

imune do hospedeiro do que induzir diretamente dano tecidual.  

 A malária exerce uma significativa pressão seletiva no genoma 

humano. Esta doença é a força evolucionária por trás de doenças, como a 

doença falciforme, talassemias e deficiência de glicose-6-fosfato 

(KWIATKOWSKI, 2005). Em estudo de revisão, nós encontramos que 

polimorfimos nos eritrócitos, mediadores do sistema imune, e moleculas 

envolvidas em mecanismos de citoaderência influenciam o desfecho clínico 

da malária (FIgura 3, publicada em nosso manuscrito). O principal objetivo da 

epidemiologia genética é identificar as vias moleculares críticas na 

patogênese e imunidade, possibilitando a geração de novas estratégias para 

tratamento e/ou prevenção de doenças (KWIATKOWSKI, 2000). Sendo 

assim, nós investigamos se alterações genéticas em genes relacionados ao 
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sistema imune poderiam influenciar os desfechos clínicos da malária vivax. 

Polimorfismos no DDX39B (BAT1) têm sido descritos em diversas doenças 

com perfis inflamatórios, incluindo neuropatia, miastenia gravis, alergias, 

doença de Alzheimer, infarto do miocárdio, hepatites, artrite reumatóide, 

doença de Chagas, entre outras (CHERRY et al., 2008; DEGLI-ESPOSTI; 

LEELAYUWAT; DAWKINS, 1992; GNJEC et al., 2008; KOCH et al., 2007; 

OLIVEIRA et al., 2011; QUIÑONES-LOMBRAÑA et al., 2008; RAMASAWMY 

et al., 2006). No nosso estudo, encontrou-se que o alelo G do DDX39B-

22C>G pode ser um fator de resistência à malária e o alelo C um fator de 

risco para complicações da doença. Polimorfismos na regiao promotora do 

DDX39B alteram a ligação de fatores transcricionais (YY1 e Oct1) e podem 

afetar a transcrição deste gene, sendo as sequências com os alelos -22G e -

348T expressas mais eficientemente que as sequências contendo os alelos -

22C e -348C (PRICE et al., 2004). Um estudo in vitro descobriu que o BAT1 

parece diminuir a expressão de TNF e IL-6 (ALLCOCK; WILLIAMS; PRICE, 

2001); deste modo, o alelo G do DDX39B-22C>G, que aumenta a expressão 

do BAT1, pode ser protetor contra a malária complicada por diminuir a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias.  
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Figura 3. Influência de alterações genéticas nos eritrócitos e na resposta imune na 

malária. Setas para cima indicam susceptibilidade, setas para baixo, resistência. Resultados 

contraditórios ou não confimados destacados em vermelho. (Fonte: Mendonça et al. 2012). 

 Embora os SNPs IL6-176G>C e TNF-308G>A, descritos em nosso 

estudo, não estarem associados diretamente às manifestações clínicas da 

malária, estes podem indiretamente influenciar a doença por alterar os níveis 

de mediadores inflamatórios envolvidos na sua imunopatologia. Níveis 

elevados de TNF estão relacionados a patogênese de sintomas associados à 

malária, como a febre, e com as formas graves da infecção, como a malária 

cerebral e anemia grave (KARUNAWEERA et al., 1992). Nós encontramos 

que os participantes heterozigotos (AG) para TNF-308G>A tinham 

concentração plasmática de TNF maior que os participantes homozigotos 
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selvagens (GG). O alelo A desse SNP tem sido associado a um aumento na 

produção de TNF em diversos estudos (BOUMA et al., 1996; CANDORE et 

al., 1994; JACOB et al., 1990; WILSON et al., 1993). Uma única mutação 

frequentemente não é suficiente para predizer susceptibilidade ou resistência 

à malária; uma alternativa é a análise de haplótipos dos alelos mutantes no 

mesmo cromossoma. DDX39B é situado na região central do complexo 

principal de histocompatibilidade no braço curto do cromossoma humano 6, a 

uma distância aproximada de 150kb do gene do TNF. Apesar do nosso 

estudo não ter identificado nenhum haplótipo (envolvendo os polimorfismos 

do DDX39B [22C>G e 348C>T] e TNF-308G>A) que influncie o risco de 

malária, diversos haplótipos demonstraram aumentar a expressão de TNF, 

contribuindo indiretamente para a susceptibilidade à doença. De modo 

similar, encontramos que combinações de genótipos CG/CC/GG/GG e 

GG/CT/GG/GG, correspondendo aos respectivos polimorfismos DDX39B-22/ 

DDX39B-348/TNF-308/IL6-176, estão associados com risco diminuído e 

aumentado, respectivamente, de desenvolver manifestações clínicas durante 

a infecção pelo P. vivax. Além disso, os participantes do nosso estudo com a 

combinação de genótipos relacionada com a resistência (CG/CC/GG/GG) 

também apresentaram níveis diminuídos das citocinas pró-inflamatórias TNF 

e IL-6, sugerindo que o DDX39B confere proteção contra a patogênese da 

malária através da redução da resposta inflamatória.  

 Os três primeiros estudos desta Tese avaliaram a influência das 

interações entre citocinas pró e anti-inflamatórias, alterações genéticas em 

genes relacionados a resposta imune, assim como níveis séricos e 

polimorfismos de moléculas envolvidas na via de metabolização do heme, 
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com os diferentes desfechos clínicos da malária por P. vivax. Contudo, os 

mecanismos imunopatológicos do grupo de malária com hiperbilirrubinemia 

isolada permanecia desconhecido; sendo assim, nós tentamos desvendar a 

resposta imune desses indivíduos no próximo estudo. A hiperbilirrubinemia 

não foi mais considerada um critério de malária grave na última revisão feita 

pela OMS em 2010 (WHO, 2010), sendo considerada em diversos estudos 

apenas como uma condição associada a outros sinais/sintomas definidores 

de gravidade (ANAND; PURI, 2005; MISHRA et al., 2004; TRIPATHY et al., 

2007). Adicionalmente, o dano hepático associado a malária com 

hiperbilirrubinemia pode alterar a expressão da hepcidina, hormônio 

responsável pela regulação do metabolismo do ferro (ANAND; PURI, 2005).  

 Em nosso estudo, indivíduos infectados pelo P. vivax com 

hiperbilirrubinemia tiveram níveis de IL-2 e IL-13 menores que indivíduos com 

malária grave; e nenhuma diferença foi observada na resposta imune entre 

os participantes com malária não-complicada e aqueles com 

hiperbilirrubinemia. Ainda que o grupo de hiperbilirrubinemia tenha 

demonstrado um perfil menos inflamatório (que os casos graves), a resposta 

imune parece ainda ter um papel importante na patogênese desta condição. 

Nas análises por redes, observamos que IL-1β e IL-6 foram altamente 

conectadas a outros parâmetros inflamatórios, sugerindo que estas citocinas 

podem regular a qualidade da resposta imune nos indivíduos com 

hiperbilirrubinemia. Os níveis séricos de IL-6 já foram associados com 

desfechos graves da malária, e a hiperbilirrubinemia demonstrou ser um fator 

independentemente associado a concentrações elevadas desta molécula 

(DAY et al., 1999; KERN et al., 1989). Diversos estudos demonstraram que 
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os níveis de hepcidina estão aumentados nos casos de malária sintomática e 

assintomática, causados tanto pelo P. falciparum quanto pelo P. vivax 

(AYOYA et al., 2009; DE MAST et al., 2009a, 2009b, 2010; HOWARD et al., 

2007). Nós encontramos que a hepcidina sérica está elevada nos indivíduos 

com malária grave e naqueles com malária e hiperbilirrubinemia comparados 

com os participantes com malária não-complicada. O aumento na hepcidina 

no grupo de hiperbilirrubinemia pode ser uma consequência do dano 

hepático, disfunção hepatocelular, e a resposta imune associada com esta 

condição. Recentemente, a hepcidina demonstrou ser o melhor preditor de 

incorporação de ferro pelos eritrócitos, o que sugere um papel deste 

hormônio em programas de suplementação de ferro (PRENTICE et al., 2012). 

Como descrevemos no estudo realizado, valores de cut-off da hepcidina 

podem ser usados para distinguir casos de malária grave daqueles com 

malária não-complicada (sem hiperbilirrubinemia) na área endêmica. De 

modo intrigante, alguns estudos têm mostrado que indivíduos com malária 

falciparum grave, por anemia grave ou malária cerebral, apresentam níveis 

baixos de hepcidina (BURTÉ et al., 2013; CASALS-PASCUAL et al., 2012; 

JONKER et al., 2013). Estas diferenças nas concentrações de hepcidina 

podem ser explicadas por diversos fatores: primeiro, estes estudos 

mensuraram a hepcidina em crianças, que apresentam uma anemia mais 

grave que os adultos (maioria dos casos graves do nosso trabalho); segundo, 

os níveis de citocinas nos casos de malária grave com baixa expressão de 

hepcidina estão mais baixos que nos casos de malária não-complicada, 

sugerindo a falta de estímulo inflamatório para a produção deste hormônio. 

No nosso estudo, por sua vez, indivíduos com malária grave tiveram uma 
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robusta resposta pró-inflamatória que pode estimular a expressão da 

hepcidina. 

 A hepcidina é regulada em resposta a diversas infecções e condições 

inflamatórias (SPOTTISWOODE; DUFFY; DRAKESMITH, 2014). Durante a 

infecção pelo plasmódio, IL-6 parece estar correlacionado com os níveis de 

hepcidina (ARMITAGE et al., 2009; BURTÉ et al., 2013; CASALS-PASCUAL 

et al., 2012; JONKER et al., 2013). Em camundongos, a produção de 

hepcidina durante a fase sanguínea da infecção previne uma infecção 

subsequente na fase hepática; e esta inibição foi preservada nos animais 

tratados com anticorpos anti-IL-6 (PORTUGAL et al., 2011). Em outro estudo, 

eritrócitos infectados pela malária induziram a síntese de RNAm de hepcidina 

por células mononucleares do sangue periférico, indicando a importância de 

células imunes circulatórias na produção deste hormônio (ARMITAGE et al., 

2009). Recentemente, foi demonstrado que a IL-10 induz a expressão de 

hepcidina em macrofagos (HUANG et al., 2014). Nós observamos que a 

hepcidina foi positivamente correlacionada com a IL-6 e o IL-10 no grupo de 

malária não-complicada. Além disso, a hepcidina também foi positivamente 

correlacionada com o IFN-γ nos indivíduos com malária grave do nosso 

estudo, o que confirma o papel da resposta imune na regulação deste 

hormônio. 

 A Região Amazônica Brasileira é endêmica para a malária pelo P. 

vivax e para a infecção pelo vírus da dengue, com surtos epidêmicos destas 

doenças (MAGALHÃES et al., 2014). Não é comum a presença de indivíduos 

coinfectados pelo plasmódio e pela dengue; entretanto, a resposta 

laboratorial e imune desses pacientes permanecia pouco conhecida, sendo 
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um desafio para o manejo clínico. Em nosso próximo estudo, nós avaliamos a 

resposta imune (mensurada por citocinas e quimiocinas) e marcadores 

laboratoriais rotineiramente usados na prática clínica para entender melhor a 

imunopatologia dos casos de coinfecção malária e dengue. 

 Trabalhos prévios estudaram dosagens laboratoriais em indivíduos 

com coinfeção pela malária e dengue (ABBASI et al., 2009; EPELBOIN et al., 

2012; MOHAPATRA; PATRA; AGRAWALA, 2012). Os valores de 

hemoglobina e plaquetas estão normalmente diminuídos em indivíduos com 

coinfecção P. vivax e dengue, e aspartato transaminase (AST) aumentado 

em indivíduos com malária comparados com os casos coinfectados (ABBASI 

et al., 2009; EPELBOIN et al., 2012; MOHAPATRA; PATRA; AGRAWALA, 

2012). Estes achados são similares aos resultados encontrados em nosso 

estudo. Quando indivíduos apenas com dengue foram comparados com os 

casos de malária ou coinfecção em nosso trabalho, os primeiros tiveram 

concentrações maiores de hemoglobina e plaquetas. A infecção pelo 

plasmódio é frequentemente associada à anemia visto que este parasita tem 

uma fase sanguínea que causa intensa hemólise intravascular. Uma 

complicação frequentemente associada com ambas as doenças (dengue e 

malária) é a trombocitopenia, e os achados do nosso estudo indicam que a 

infecção pelo P. vivax pode causar uma trombocitopenia mais grave (com 

valores ainda mais baixos nos casos de coinfecção com a dengue) 

comparado com os casos de monoinfecção pelo vírus da dengue. Outros 

estudos também descrevem valores mais baixos de plaquetas em pacientes 

com malária do que indivíduos com dengue (KUTSUNA et al., 2014; SHAH; 

KATIRA, 2007). Baseado nos dados laboratoriais do nosso estudo, uma 
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curva ROC multi-paramétrica incluindo valores de hemoglobina, hematócrito, 

plaquetas, AST e ALT exibiu uma alta performance para distinguir os grupos 

(malária, dengue e coinfecção). Além disso, propomos um algoritmo simples 

de diagnóstico baseado nos valores de cut-off dos marcadores laboratoriais 

para discriminar a situação clínica dos indivíduos (Figura 4, publicada em 

nosso manuscrito). Neste algoritmo, indivíduos coinfectados podem ser 

distinguidos dos casos de monoinfecção pela dengue por níveis baixos de 

plaquetas e Hb, e daqueles com monoinfecção pela malária por níveis 

elevados e diminuídos de ALT e AST, respectivamente. Esses resultados, se 

validados em estudos maiores e em outras regiões endêmicas, podem 

fundamentar um algoritmo padronizado e validado para o uso clínico.  

 

Figura 4. Algoritmo para diagnóstico de dengue, malária e casos de coinfecção através 

de dados laboratoriais. (Fonte: Mendonça et al. submetido) 
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 Níveis plasmáticos elevados de TNF e IFN-γ têm sido 

sistematicamente associados ao aumento da gravidade clínica em malária ou 

dengue em diversas séries de casos (ANDRADE et al., 2010a; ARIAS et al., 

2014; BOZZA et al., 2008; ESPINA et al., 2003; KURANE et al., 1991; LEVY 

et al., 2010). Papeis importantes do TNF e IFN-γ no desenvolvimento de 

sintomatologia na malária assim como nos processos patológicos associados 

com consumo de plaquetas, ativação endotelias e manifestações 

hemorrágicas na dengue têm sido descritas (ESPINA et al., 2003; GAGNON 

et al., 2002). No nosso estudo, níveis elevados de TNF foram observados nos 

participantes coinfectados comparados com as monoinfecções, e em 

associação com o número elevado de interações deste mediador com outras 

citocinas/quimiocinas sugerem que o TNF tem papel importante na 

patogênese da infecção simultânea entre dengue e malária. Adicionalmente, 

entre os grupos do estudo, os casos de coinfecção também exibiram os 

maiores valores das citocinas IFN-γ e IL-6. A IL-6 tem sido implicada na 

patogênese de casos graves de dengue visto que esta molécula estimula a 

produção de auto-anticorpos contra plaquetas e o endotélio vascular, assim 

como está envolvida na indução do ativador do plasminogênio tecidual, 

levando ao risco maior de sangramento (HUANG et al., 2003; RACHMAN; 

RINALDI, 2006). Nossos achados sobre marcadores imunológicos e 

laboratoriais apoiam a ideia de que os casos coinfectados podem ter uma 

inflamação e doença mais grave comparada com as monoinfecções pela 

dengue ou malária. Recentemente, foi descrito que grande parte dos 

indivíduos com infecção simultânea pela dengue e malária da Amazônia 

Brasileira e da Guiana Francesa exibiu uma doença clínica mais grave 
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comparada com os casos de infecção simples (EPELBOIN et al., 2012; 

MAGALHAES et al., 2012). 

 A malária vivax permanece um grande problema de saúde pública na 

Região Amazônica Brasileira com milhares de pessoas infectadas 

anualmente com número notório de óbitos, além do grande impacto 

socioeconômico para as comunidades endêmicas e para o sistema público 

de saúde. O conjunto de artigos desta Tese trazem dados que permitem o 

melhor entendimento dos fatores imunopatológicos de resistência e 

susceptibilidade associados com os diferentes desfechos clínicos da malária 

por P. vivax, que podem auxiliar futuros estudos intervencionais e de controle 

desta doença.  
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7. CONCLUSÕES 

Os achados dos estudos que compõem a tese levam as seguintes 

conclusões: 

• Polimorfismos genéticos nos eritrócitos, mediadores do sistema imune, 

e moléculas envolvidas em mecanismos de citoaderência influenciam 

o desfecho clínico da malária; 

• Alterações genéticas e em níveis plasmáticos de moléculas envolvidas 

na via de metabolização do heme estão associadas com a malária 

vivax, sendo que indivíduos com o genótipo Hp2.2 e o componente 

longo da HMOX1 assim como concentração elevada do sCD163 têm 

uma susceptibilidade maior de desenvolver malária sintomática; 

• A análise por rede parece ser uma ferramenta útil para entender a 

interação entre diversos mediadores inflamatórios no contexto da 

malária vivax, a IL-4 parece ser uma molécula importante no grupo de 

malária assintomática devido ao grande número de conexões com 

outros marcadores; 

• O alelo C do DDX39B-22C>G é um fator de risco para malária vivax 

complicada, diferentes haplótipos (incluindo os polimorfismos nos 

genes DDX39B e TNF) podem influenciar o desfecho clínico por alterar 

os níveis plasmáticos de TNF, e combinação de genótipos (incluindo o 

IL6-176G>C) estão associados com uma maior ou menor chance de 



 

156 
 

desenvolver malária clínica e podem influenciar os níveis séricos de 

TNF e IL-6; 

• A concentração de citocinas e quimiocinas nos casos de malária com 

hiperbilirrubinemia é similar aos indivíduos com malária não-

complicada e menos robusta que os casos graves, e os níveis de 

hepcidina estão aumentados nos casos de malária grave e malária 

com hiperbilirrubinemia, sendo que este hormônio está positivamente 

correlacionado com IL-6, IL-10 e IFN-γ nos diferentes desfechos 

clínicos da malária; 

• Casos de coinfecção entre malária e dengue parecem desenvolver 

uma doença mais grave comparados às respectivas monoinfecções; 

estes indivíduos têm contagens mais diminuidas de plaquetas e 

concentracoes diminuidas de hemoglobina e apresentam uma 

bioassinatura imune específica com papel importante do TNF; 

• A malária assintomática é um estado adquirido e ativo que controla a 

parasitemia e limita a disfunção orgânica; células imunes, 

especialmente células B e Treg, assim como biomarcadores da via do 

heme e do metabolismo do ferro parecem ter um papel importante 

nesta condição. 

O conjunto de manuscritos desta Tese auxilia a compreensão da 

imunopatologia da malária vivax e podem auxiliar estudos futuros voltados 

para abordagens terapêuticas e de vacinas na Região Amazônica Brasileira. 
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