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RESUMO 

 

As hipóteses deste trabalho são a de que parasitos que causam recaídas são 

geneticamente homólogos aos parasitos das infecções primárias e que  infecções 

múltiplas podem estar presentes nas infecções primárias e recaídas; Além dessas, 

outra hipóstese é de que a hepcidina esteja envolvida no desenvolvimento de 

recaídas. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi analisar a variabilidade genética 

de isolados de amostras pareadas infecção primária/recaídas de um mesmo 

paciente e investigar a associação entre a homeostase do ferro, particularmente da 

hepcidina e sua associação com a ativação dos hipnozoítos além de avaliar a 

resposta imunológica contra os principais antígenos do P. vivax. Sessenta e cinco 

amostras pareadas de 30 pacientes foram genotipadas utilizando 10 marcadores 

moleculares através de eletroforese capilar. Além disso, a presença de infecção 

múltipla nos pacientes foi confirmada através da clonagem dos fragmentos 

amplificados dos microssatélites e genotipagem a partir de diferentes colônias. Na 

análise baseada nos alelos predominantes foi demonstrado que os parasitos da 

recaída são principalmente heterólogos em relação à infecção primária e que 

geralmente ocorre uma flutuação entre os alelos predominantes nos diferentes 

episódios do indivíduo. Entretanto, o número de alelos por marcador foi limitado e 

geralmente os alelos foram idênticos nos diferentes episódios da doença num 

mesmo paciente. A principal contribuição deste estudo foi demonstrar uma alta taxa 

de infecções múltiplas tanto das infecções primárias como nas recaídas, sendo que 

infecções múltiplas puderam ser identificadas com um mínimo de Cinco marcadores. 

Foram feitas dosagens bioquímicas de ferro, ferritina, níveis de hepcidina e análise 

de outras variáveis como hemoglobina e parasitemia dos pacientes. Houve diferença 

significativa entre os grupos somente na análise de níveis de hemoglobina sendo 

maior nas recaídas. Acredita-se que o número de amostras foi um limitante das 

análises estatísticas. O gene codificador da hepcidina foi sequenciado nas amostras 

de área sem transmissão e de área endêmica. Não foram encontrado polimorfismos 

nesse gene mostrando seu alto grau de conservação. Não foi observada diferença 

nos níveis de resposta imunológica contra os antígenos do P. vivax nas infecções 

primárias e recaídas. As infecções por este parasito são observadas com alta 

diversidade genética e com a presença de múltiplas variantes em uma mesma 
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infecção, sendo esta, primária ou recaída da doença, variantes que podem sofrer 

variações em sua frequência durante a evolução da doença. Com estes resultados 

espera-se contribuir para o esclarecimento dos aspectos relacionados à diversidade 

genética dos parasitos e dos mecanismos que influenciam o desenvolvimento das 

recaídas do P. vivax, que poderão ajudar no seu prognóstico, direcionamento o 

tratamento e auxiliando no controle da doença.  
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ABSTRACT 

 

The hypothesis of this study was that the parasites causing relapses are genetically 

homologous to the parasites from primary infections and multiple clone infections 

might be present in both primary and relapses of vivax malaria. Moreover the 

hypothesis here was that hepcidin is involved in the development of relapses In this 

context, the aim of the study was to analyze the genetic variability of isolates of 

paired samples primary / relapse infection in the same patient and to investigate the 

association between iron homeostasis, particularly hepcidin and its association with 

hypnozoites activation and to assess the immune response against the main 

antigens of P. vivax. Sixty-five paired samples of 30 patients were genotyped using 

10 molecular markers by capillary electrophoresis. Moreover, the presence of 

multiple infections was confirmed by cloning of microsatellites amplicons and 

genotyping of different colonies. We showed that relapse parasites are mainly 

heterologous compared to the ones of the primary infection and that a change in the 

alleles composition occurs in the different episodes of the individual. However, the 

number of alleles per marker was usually limited and the alleles were identical in the 

different episodes of the disease in the same patient. The main contribution of this 

study was to demonstrate a high rate of multiple infections both in primary infection 

and relapse, demonstrated for the first time, and multiple infections could be 

identified with a minimum of five markers. Biochemical levels of iron, ferritin, hepcidin 

levels and analysis of other variables such as hemoglobin and parasitemia of 

patients were performed. There was a significant difference between the groups only 

in the analysis of hemoglobin levels being higher in relapse. It is believed that the 

number of samples was a restriction to statistical analysis. The gene encoding 

hepcidin was sequenced in samples from area without transmission and endemic 

area. No polymorphisms were found in this gene showing the high conservation. 

There was no difference in levels of immune response against the antigens of P. 

vivax infections in primary and relapse. Infections with this parasite are observed with 

high genetic diversity and the presence of multiple variants in the same infection, 

which is primary or recurrence of disease, variants that may vary in their frequency 

during the course of the disease. With these results we hope to contribute to the 

clarification of aspects of the genetic diversity of parasites in relapses of P. vivax, 
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which may help in the prognostic treatment guidance and ultimately help the control 

of the disease. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Panorama atual da malária 

 

1.1.1 Situação epidemiológica mundial 

 

A malária é considerada um grave problema de saúde pública no mundo e 

uma das mais importantes doenças infecciosas nas regiões tropicais e subtropicais 

do planeta, ocorrendo em mais de 104 países e territórios totalizando cerca de 3,4 

bilhões de indivíduos sob o risco de contrair a doença. Ela é de difícil controle devido 

a vários fatores, como a resistência dos parasitos às drogas e dos vetores aos 

inseticidas.  

Dentre os casos de malária registrados anualmente, 80% estão concentrados 

no continente africano e os outros 20% estão distribuídos na América Central e do 

Sul, sudeste asiático e ilhas da Oceania (WHO, 2013). Aproximadamente 207 

milhões de casos e 627.000 mortes foram registradas em 2012 em decorrência da 

malária. Em torno de 90% das mortes ocorreram no continente africano, 

ocasionadas principalmente pelas formas graves da doença como a malária cerebral 

e a anemia grave sendo a maioria das mortes em crianças com menos de 5 anos de 

idade (WHO, 2013).  

Nas Américas, cerca de 104 milhões de pessoas estão sob o risco de contrair 

a doença concentrando, no Brasil, cerca de 40 milhões desses indivíduos. Em 

relação aos casos notificados, 60% são do Brasil, os outros 40% estão distribuídos 

entre os países da América do Sul e Central (Figura 1).  
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Figura 1. Risco de transmissão de malária em diferentes regiões do mundo (Guerra et al., 2010). 

 

1.1.2 Situação epidemiológica da malária no Brasil 

 

Os casos de malária no Brasil começaram a aumentar a partir de 1980 em 

função da ocupação desordenada da região amazônica. “O desenvolvimento 

intensificado da Amazônia nas décadas de 70 e 80 acelerou o processo migratório, 

atraindo moradores de outras regiões do país, graças aos projetos de colonização e 

expansão da fronteira agrícola, construção de estradas e hidrelétricas, projetos 

agropecuários, extração de madeira e mineração. Nesta região, as precárias 

condições socioeconômicas da população migrante determinaram a rápida 

expansão da doença (FUNASA/MS, 2001).” (Figura 2). 

Nos períodos de 1996 a 1997 e 2001 a 2004 observou-se um declínio 

importante no número de casos resultante de amplo processo de mobilização de 

forças multissetoriais priorizando as ações de vigilância, prevenção e o controle da 

malária, que ficou mais evidente a partir do ano 2006 com declínio constante do 

número de casos da doença (Figura 2) (SVS/MS, 2010a).  

A doença é causada por protozoários do gênero Plasmodium. No Brasil, são 

encontradas três espécies que comumente parasitam o homem: Plasmodium vivax, 

Plasmodium falciparum e Plasmodium malariae (SVS/MS, 2008). Até a década de 

80, houve relativa equivalência entre as espécies parasitárias (P. vivax e P. 

falciparum) inclusive com um período de inversão parasitária de 1983 a 1988 com 

predominância de P. falciparum. A partir de então, nota-se um distanciamento no 
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número de registros causados pelas duas espécies, que culminou com a 

predominância do P. vivax (SVS/MS, 2010a). A transmissão de P. falciparum, 

espécie responsável pelas formas mais graves e letais da doença, tem apresentado 

redução importante nos últimos anos (SVS/MS, 2010a) (figura 2).  

 

  

Figura 2. Número de casos registrados de Malária no Brasil no período de 1961-2013. Número total 

de casos de malária (azul), número de casos causados pelo Plasmodium falciparum (vermelho) e 

número de casos causados pelo P. vivax (amarelo) e porcentagem de casos brasileiros que 

ocorreram na região amazônica (linha pontilhada). Figura modificada de Pina-Costa et al (2014). 

 

Em 2007, em apenas três estados, Amazonas, Rondônia e Pará foram 

registrados cerca de 350 mil casos, o que correspondeu a 78% das ocorrências 

naquele ano. Contudo, nesse mesmo ano, a maioria dos estados da Amazônia Legal 

apresentou redução na frequência de casos em relação ao ano anterior, exceto 

Amazonas e Mato Grosso (SVS/MS, 2008). Estes dados demonstram um caráter 

focal da doença cujos municípios de maior transmissão variam de ano para ano 

como resultado de diferentes fatores, tais como intensidade de chuvas, medidas de 

controle, entre outros (Figura 3).  

Foram investidos novos esforços pelo Ministério da Saúde brasileiro na 

tentativa de controlar o número de casos, mortes e internações por malária no país, 

os investimentos se baseiam no diagnóstico rápido e tratamento dos infectados, 
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distribuição e utilização de mosquiteiros impregnados com inseticidas e 

monitoramento da resistência dos vetores aos inseticidas.  

 

 

Figura 3. Mapa do Brasil indicando as áreas de risco para malária de acordo com os diferentes níveis 

de incidência parasitária anual – IPA. São demonstradas as regiões sem transmissão (branco), 

regiões de baixo risco de transmissão (verde claro), médio risco de transmissão (verde) e alto risco de 

transmissão (verde escuro) (SVS/MS, 2012). 

 

O Brasil vem registrando notificações de cerca de 300 mil casos anuais de 

malária sendo 242.758 casos em 2012, dos quais 85% foram causados pelo P. vivax 

(WHO, 2013). Aproximadamente 99,8% desses casos se concentram na região da 

Amazônia Legal, composta pelos estados Acre, Amapá, Amazonas, Pará, Rondônia, 

Roraima, Maranhão, Mato Grosso e Tocantins (Barbosa, 2011). 

Além da dificuldade de controle da malária pela resistência dos vetores aos 

inseticidas e do desenvolvimento de resistência a drogas pelos parasitos, uma 

dificuldade adicional no controle da malária causada pelo P. vivax é a sua 

capacidade de manter formas latentes do parasito no fígado, os hipnozoítos, que 

permanecem dormentes por intervalos variáveis de tempo e podem levar a uma 

reagudização da doença com elevação da parasitemia do indivíduo, restabelecendo 

o conjunto de sintomas e aumentando os riscos de transmissão (Mueller et al., 

2009). 
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1.2 Ciclo biológico do Plasmodium vivax 

 

A Malária é transmitida através da picada de fêmeas de mosquitos do gênero 

Anopheles, que depositam esporozoítos, acumulados nas glândulas salivares deste 

inseto vetor, na derme do hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguíneo. Em 

sua maioria, estes esporozoítos são degradados nos linfonodos para onde são 

drenados, porém outra parte invade os vasos sanguíneos e seguem para o fígado 

(Amino et al., 2006). Neste órgão, se diferenciam em trofozoítos e se multiplicam 

formando esquizontes repletos de formas infectantes eritrocitárias, os merozoítos 

que serão liberados gradativamente na corrente sanguínea em vesículas 

denominadas merossomos (Sturm et al., 2006) (figura 4).  

 

 

Figura 4. Ciclo biológico do plasmódio no hospedeiro humano e no vetor Anopheles. Figura 

modificada de Muller et al (2009).  

 

Plasmodium vivax tem uma característica adicional e importante no seu 

desenvolvimento exoeritrocítico. Alguns esporozoítos tem a capacidade de se 

diferenciarem em formas parasitárias que permanecem latentes no fígado por 
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intervalos variáveis de tempo, denominados hipnozoítos e, podem em determinado 

momento ser ativados. Eles se desenvolvem formando os esquizontes contendo 

merozoítos em seu interior que serão liberados na corrente sanguínea levando ao 

reaparecimento da parasitemia e reagudização da doença, fenômeno conhecido 

como recaída (figura 5) (Krotoski, 1985).  

 

 

Figura 5. Formas hepáticas do ciclo biológico do Plasmodium vivax. O hospedeiro humano é 

infectado por esporozoítos durante o repasto sanguíneo do mosquito. No fígado, após 7 dias, os 

esporozoítos podem se multiplicar e formar esquizontes exo-eritrocíticos contendo, em seu interior 

vários merozoítos. O P. vivax consegue manter formas dormentes chamadas hipnozoítos por um 

tempo superior a 28 dias e estes podem ser ativados causando as recaídas. Figura modificada de 

Wells; Burrows e Baird (2010). 

 

Os merozoítos tem a capacidade de infectar células vermelhas do sangue, se 

multiplicarem promover o rompimento desta célula liberando novos merozoítos. O 

processo de invasão dos eritrócitos pelos merozoítos necessita do reconhecimento e 

adesão reversível do merozoíto à superfície do eritrócito onde várias proteínas são 

participantes dessa interação como a proteína de superfície do merozoíto 1 (MSP-1) 

e o antígeno apical de membrana (AMA-1). Estudos têm mostrado que a resposta de 

anticorpos aos domínios variáveis de PvMSP1 em indivíduos continuamente 

expostos são desenvolvida após várias infecções e os anticorpos IgG específicos 

aos domínios variáveis da PvMSP1 mostraram associação com a proteção clínica da 

doença (Nogueira et al., 2006). No Brasil, a proteína AMA-1 apresentou-se 

altamente imunogênica em indivíduos de áreas endêmicas durante infecções 

naturais (Rodrigues et al., 2005; Morais et al., 2006), sendo os níveis de anticorpos 



27 

 

aumentados em função da exposição à malária (Morais et al., 2006). Além dessas, 

nas infecções pelo Plasmodium vivax é utilizada uma via principal de invasão dos 

eritrócitos baseada na interação irreversível de uma proteína do parasito, a Duffy 

Binding Protein (DBP) com o seu receptor na superfície dos eritrócitos, o Duffy 

Antigen/receptor for Chemokines (DARC) (Miller et al., 1988). Estudos realizados em 

regiões de alta endemicidade demonstram a existência de anticorpos anti-PvDBP 

(Fraser et al., 1997; Michon et al., 2000; King et al., 2008). Além desses, estudo 

realizado em áreas de média e baixa endemicidade observaram a presença desses 

anticorpos em indivíduos residentes na Amazônia e que parte desses anticorpos era 

capazes de bloquear a interação entre o ligante e o receptor DBP-DARC (Cerávolo 

et al., 2005; Cerávolo et al., 2008).    

Após invasão, os merozoítos se multiplicam pelo processo de esquizogonia 

formando os esquizontes que promovem a ruptura dos eritrócitos para liberação de 

novos merozoítos (Coatney et al., 1971). A ruptura dos eritrócitos está associada ao 

aparecimento dos sintomas característicos da doença, como febre, calafrios e 

anemia (Barnwell & Galinski, 1998) decorrente da destruição de eritrócitos 

infectados e não infectados e de uma resposta inflamatória exacerbada contra o 

parasito. Estudos mostram que para cada eritrócito infectado destruído, outros 32 

não infectados são removidos da corrente sanguínea. Entretanto, o paroxismo febril 

e a anemia acontecem principalmente em consequência da liberação de citocinas 

inflamatórias, tais como IL-6, IL-1, TNF-α e IFN-γ (Anstey et al., 2009), 

caracterizando a anemia malárica como uma anemia inflamatória. 

Alguns merozoítos também podem se diferenciar em formas sexuais do 

parasito, os microgametócitos e macrogametócitos, que ao serem ingeridas pelo 

mosquito vetor, durante o repasto sanguíneo, se transformam em gametas 

masculinos e femininos, respectivamente. No interior do intestino médio do 

mosquito, esses gametas se fundem e formam o zigoto (Barnwell & Galinski, 1998). 

Em seguida, o zigoto se transforma em oocineto e este, quando chega à lâmina 

basal do intestino do mosquito se diferencia em oocisto. Após sucessivas divisões 

mitóticas e diferenciação celular, são produzidos milhares de esporozoítos a partir 

dos oocistos (figura 4). Os esporozoítos caem na hemolinfa e se acumulam nas 

glândulas salivares do mosquito, fechando o ciclo biológico do parasito ao serem 

inoculados num novo hospedeiro no repasto sanguíneo (Sinden, 2002). 



28 

 

1.3 Tratamento e controle da malária 

 

O controle da malária no Brasil se está concentrado em três ações básicas: 

diagnóstico rápido através de exame de gota espessa, tratamento quimioterápico 

dos indivíduos positivos e redução do contato com os mosquitos vetores utilizando-

se mosquiteiros impregnados com inseticidas e, em alguns casos a borrifação de 

inseticidas. Assim, o tratamento da doença visa interromper o ciclo evolutivo do 

parasito em pontos chave (SVS/MS, 2010b): 

O tratamento adequado tanto previne a ocorrência de casos graves e, 

consequentemente, a morte por malária, como elimina fontes de infecção para os 

mosquitos, contribuindo para a redução da transmissão da doença (FUNASA/MS, 

2001). Nos casos de infecções por P. vivax são utilizadas duas principais drogas 

para o tratamento dos pacientes, a Cloroquina e a Primaquina.  

A Cloroquina é uma 4-aminoquilonina com rápida atividade esquizonticida 

sanguínea para todas as espécies e gametocitocida para P. vivax e P. malariae, 

também tem ação antipirética e anti-inflamatória e atua na digestão de produtos da 

hemoglobina, porém, não tem ação contra formas hepáticas (FUNASA/MS, 2001). O 

único tratamento atualmente utilizado contra as formas teciduais do P. vivax é a 

primaquina, uma 8-aminoquinolina que inibe a respiração mitocondrial do parasito. 

Ela é altamente ativa contra gametócitos de todas as espécies de malária humana e 

contra hipnozoítos de P. vivax (FUNASA/MS, 2001), porém apresenta índices 

elevados de toxicidade.  

O tratamento de pacientes infectados com P. vivax com primaquina 

recomendado pela OMS dura 14 dias, por causa de sua baixa meia-vida, na dose de 

0,25 mg/Kg associada a uma droga esquizonticida e gametocitocida no caso, a 

Cloroquina, por três dias em uma dose total de 25 mg de base/Kg. Entretanto, no 

Brasil, para facilitar a adesão do paciente ao tratamento é recomendado o uso da 

primaquina por apenas 7 dias com uma dose de 0,5 mg/kg. Uma falha do tratamento 

(recrudescência) é caracterizada pelo aparecimento de parasitemia até o dia 28 

após o início do tratamento (FUNASA/MS, 2001). No entanto, alguns autores têm 

questionado a eficácia desse regime de tratamento, e acredita-se que uma menor 

eficácia possa contribuir para o aumento da ocorrência de episódios de recaída e a 

possibilidade de seleção de cepas resistentes à primaquina (Pukrittayakamee et al., 
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2010; Baird, 2009). Gestantes, crianças menores de 6 meses e indivíduos que 

possuem deficiência da enzima Glicose 6-fostato Desidrogenase (G6PD) com 

malária pelo P. vivax ou P. ovale devem receber apenas cloroquina para o seu 

tratamento, uma vez que a primaquina é contraindicada nessas situações pelo alto 

risco de hemólise (SVS/MS, 2010b). 

Em geral, falhas terapêuticas na malária vivax podem ser causadas por 

fatores relacionados ao paciente (adesão, gravidade, genética, peso), ao parasito 

(resistência, virulência, carga) e às drogas (qualidade, regime) (Wells; Burrows; 

Baird, 2010), porém não há relatos na literatura de resistência do parasito à 

primaquina, resistência esta definida como a capacidade do parasito de sobreviver e 

se multiplicar na presença de concentrações de fármaco que normalmente 

destruiriam os parasitos ou preveniriam sua multiplicação (WHO, 2010).   

O reaparecimento da parasitemia após o tratamento pode ter três diferentes 

origens: recrudescência, reinfecção ou recaída. A recrudescência é resultante de 

parasitos assexuais sanguíneos que sobreviveram ao tratamento (falha terapêutica). 

A reinfecção é originada de uma nova inoculação de esporozoítos pelo mosquito 

vetor. E, por último, a verdadeira recaída que se caracteriza pela ativação dos 

hipnozoítos no fígado (Figura 5) (White, 2011).  

A grande dificuldade no estudo de resistência às drogas pelo P. vivax, além 

da ausência de cultivo contínuo, é a possibilidade de ocorrência de episódios de 

recaída que complicam o reconhecimento de parasitos resistente à terapêutica, 

sendo necessária a inclusão de uma metodologia que auxilie na diferenciação entre 

recrudescência, recaída e nova infecção.  

 

1.4 Recaídas 

 

Pacientes infectados com P. vivax foram descritos desde tempos antigos 

apresentando recidivas da doença sem sinal de exposição a uma nova picada do 

mosquito infectado (Thayer, 1897; Bignami, 1898; Manson, 1901). As recaídas eram 

descritas como recorrências da doença com um período longo de latência (meses) 

em relação à infecção inicial.  

Inicialmente acreditava-se que as recaídas eram resultantes de esporos 

depositados nas vísceras do hospedeiro e permaneciam inertes até serem liberados 
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como resultado de algum agravo cuja natureza era desconhecida (Thayer, 1897). 

Em 1913, Bignami propôs que as recaídas derivavam da persistência de pequeno 

número de parasitos no sangue. Embora essa teoria explicasse a recorrência tardia 

de infecções por P. malariae, não conseguia explicar vários fatores nas infecções 

por P. vivax e P. ovale (White, 2011). Quase 70 anos depois, Krotoski identificou, em 

tecido hepático, formas uninucleares de cerca de 4µm de diâmetro em espécies 

causadoras de episódios de recaída como P. vivax, mas não em P. falciparum 

(Krotoski, 1980; 1982; 1985; Garnham, 1988), que ficariam dormentes (“hypnos”) até 

o momento de sua ativação, que resultaria no reaparecimento de parasitemia e 

sintomas clínicos (reagudização da doença). Tais formas foram chamadas de 

hipnozoítos, porém os mecanismos de ativação dos mesmos ainda são 

desconhecidos. Desde então o termo “Recaída” é usado para descrever 

recorrências originadas da ativação de formas latentes do parasito da malária vivax 

(hipnozoítos) no fígado. O termo “recrudescência” se refere a recorrências 

originadas de parasitos sanguíneos que persistiram após o tratamento recomendado 

e que conseguiram se multiplicar e desenvolver levando ao reaparecimento de 

parasitemia detectável (White, 2011).  

Estudos de modelos experimentais da época demonstraram que o período de 

incubação e latência e o número de recidivas era determinado, além de outros 

fatores, pelo número de esporozoítos inoculados na infecção primária (para revisão 

ver White, 2011). Porém sabe-se que cepas de Plasmodium vivax de regiões 

temperadas tem perfil de recaída distinto de cepas de regiões tropicais e 

subtropicais (figura 6).  
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Figura 6. Caracterização de perfil de recaída quanto ao número e intervalo de tempo de ocorrência 

das recaídas nas diferentes regiões do mapa mundial. Figura modificada de White (2011).  

 

Os períodos de incubação, o número de merozoítos por esquizonte 

sanguíneo, relações antigênicas, susceptibilidade às drogas, virulência e intervalo de 

recaídas diferem entre as cepas (White, 2011). De modo geral, as cepas de regiões 

tropicais e subtropicais são associadas com múltiplas recaídas que ocorrem com um 

curto intervalo de latência (3-5 semanas), enquanto as cepas de regiões temperadas 

são caracterizadas por poucos episódios de recaídas, com longos períodos de 

latência (5-10 meses) (Coatney et al., 1950; Shute et al., 1976). Entretanto, em 

algumas regiões como na Índia já foram relatados os dois perfis concomitantemente 

(Adak et al., 1998; Kim et al., 2006). Estes dados sugerem que existe uma variação 

na ativação dos hipnozoítos, que pode ser constituída por fatores do parasito e do 

hospedeiro (figura 7). 
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Figura 7. Cepas de Plasmodium vivax e o intervalo de tempo entre a infecção primária e o episódio 

de recaída descrito em meses. Figura modificada de White (2011). 

  

1.4.1 Prováveis mecanismos de latência e ativação dos hipnozoítos 

 

Várias são as hipóteses que tentam explicar os fatores responsáveis pela 

indução de latência e sinalização para ativação dos hipnozoítos. Alguns autores 

acreditam que infecções mistas (P. vivax e P. falciparum) aumentem a probabilidade 

de ocorrência de recaídas, pois, devido à inoculação simultânea das duas espécies, 

a tendência é que elas desenvolvam mecanismos de sobrevivência e conservação 

da espécie, no caso, o aumento do número de gametócitos (P. falciparum) e a 

formação de hipnozoítos (P. vivax) que podem permanecer latentes por longos 

períodos de tempo e por alguma razão serem ativados levando ao reaparecimento 

de parasitemia por P. vivax (Lin et al., 2011). 

Outro estudo sugere que os responsáveis pela ativação dos hipnozoítos são 

os próprios mosquitos anofelinos. Acreditam que a picada de mosquitos não 
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infectados leva a uma sinalização para ativação dos hipnozoítos latentes, resultando 

em episódios de recaída (Huldén, 2008). Além disso, que a proporção de episódios 

de recaída aumenta em épocas de reprodução do vetor. Isso sugere que a 

dormência dos parasitos seja parte de uma coevolução do parasito com o mosquito, 

com o parasito causador da recaída coincidindo com a abundância sazonal do 

mosquito, propondo que este seja um mecanismo de sobrevivência do parasito e 

conservação da espécie (Wells; Burrows; Baird, 2010). Outros acreditam que outra 

enfermidade (que tenham respostas de citocinas associadas), um estímulo 

sistêmico, como a febre ou a inflamação, pode desencadear a ativação dos 

hipnozoítos (Levine, 1963; Mclester, 1945). Um desses casos é o próprio episódio 

de infecção aguda por malária. Supõe-se que cada episódio sintomático da doença 

é o estímulo ativador para a ocorrência da próxima recaída (White, 2011). Cada 

hipnozoíto geneticamente distinto seria programado para ser ativado em 

determinado momento, e que cada episódio de recaída seja causado por um clone 

latente mesmo que a infecção primária seja múltipla, resultando em uma ativação 

específica de uma única variante alélica (Chen, 2007). Os mecanismos de ativação 

dos hipnozoítos continuam desconhecidos e pouco se sabe sobre a biologia e 

diversidade genética dessa forma parasitária. Esses conhecimentos são importantes 

para o esclarecimento dos perfis de recaída, para o prognóstico da doença, padrões 

de resistência a drogas, controle da malária vivax e até mesmo no direcionamento 

da terapêutica da doença.  

São escassos os estudos da literatura acerca de qual ou quais os fatores do 

hospedeiro poderiam estar relacionados com a ativação dos hipnozoítos. Em um 

estudo recente, utilizando modelo murino, foi demonstrada uma acentuada redução 

na parasitemia intra-hepática em reinfecções com altas parasitemias sanguíneas. 

Este mecanismo de controle de superinfecção parece ser independente da resposta 

imune inata ou adquirida e também não é decorrente do aumento de apoptose nos 

hepatócitos (Portugal et al., 2011). Os dados sugerem um nutriente ou fator de 

crescimento do hospedeiro limitando a parasitemia hepática. Estudos anteriores 

tinham associado a disponibilidade de ferro à infecção tanto de eritrócitos como de 

hepatócitos. Assim a investigação de fatores associados ao metabolismo do ferro 

por esses autores identificaram a regulação da produção de hepcidina pelo 

hospedeiro como principal responsável pela homeostase do ferro cuja 
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disponibilidade é essencial para o completo desenvolvimento do parasito (Portugal 

et al., 2011). 

 

1.4.1.1 A homeostase do ferro e sua importância  

 

Sabe-se que variações nos níveis de ferro de indivíduos susceptíveis à 

malária podem modular a frequência e a severidade dessa infecção (Spottiswoode; 

Duffy; Drakesmith, 2014). A disponibilidade de ferro é um fator limitante para o 

desenvolvimento parasitário visto que o uso de agentes quelantes de ferro como 

desferroxamina impedem o crescimento do parasito da malária (Raventos-Suarez, 

1982; Fritsch et al., 1985; Ferrer et al., 2012; Pollack et al., 1987). O ferro circulante 

no hospedeiro é obtido em menor parte, da dieta através da absorção do metal pelos 

enterócitos via uma proteína exportadora denominada como ferroportina, também 

conhecida como MTP1, e pela reciclagem do ferro proveniente da degradação do 

grupamento heme de hemácias danificadas ou senescentes, fagocitadas por 

macrófagos que será exportado para o meio extracelular pela ferroportina e 

transferrina (Spottiswoode; Duffy; Drakesmith, 2014). Dados da literatura sugerem 

que hemácias parasitadas de indivíduos com deficiência de ferro são fagocitadas 

mais facilmente comparadas às hemácias de indivíduos saudáveis (Matsuzaki-

Moriya, 2011), porém se o ferro reciclado pelos macrófagos não for exportado para o 

meio extracelular ele fica acumulado no interior dessas células diminuindo ainda 

mais os níveis de ferro circulante.  

A ferroportina é uma proteína altamente conservada envolvida na aquisição e 

transferência de ferro entre o meio intra e extracelular. Sua estrutura possui 571 

aminoácidos, apresenta 20 domínios transmembrana e ambas as extremidades, -N 

e -C terminais, são citosólicas (Kasvosve, 2013). Ela é codificada pelo gene 

SLC40A1, localizado no cromossomo 2q32 e expressa em diversas células que 

exportam ferro iônico principalmente em enterócitos, macrófagos localizados no 

baço, fígado e medula óssea e também em hepatócitos (Donovan, 2005; Kasvove, 

2013). Presente na membrana dessas células, a ferroportina atua diretamente no 

processo de homeostase do ferro e uma disfunção na proteína pode causar estados 

patológicos que variam desde o acúmulo ou deficiência de ferro na corrente 



35 

 

sanguínea ou até mesmo acúmulo do metal nos diferentes tecidos do organismo, 

principalmente no fígado.  

A nível pós-traducional, a ferroportina é diretamente regulada pela hepcidina, 

um hormônio peptídico antimicrobiano de 25 aminoácidos (Figura 9) produzido 

primariamente por hepatócitos após estímulos de citocinas pró-inflamatórias, 

principalmente IL-6 (Lee et al., 2004; Nemeth et al., 2004).  

Mutações no gene codificador da ferroportina podem torná-la resistente à 

ação da hepcidina aumentando sua capacidade exportadora ou torná-la mais 

sensível à hepcidina diminuindo sua capacidade exportadora e acumulando ferro 

nos tecidos, estado patológico conhecido como hemocromatose tipo IV (Kasvove, 

2013).    

A ação do hormônio baseia-se na sua ligação à ferroportina, promovendo a 

internalização e degradação desse exportador por lisossomos, impedindo a 

liberação e saída do ferro reciclado dos macrófagos que seria utilizado 

principalmente no processo de eritropoiese gerando acúmulo de ferro nos tecidos e 

diminuindo a absorção de ferro da dieta pelos enterócitos que, por consequência, 

podem levar a diferentes quadros de anemia no paciente (figura 8) (Spottiswoode; 

Duffy; Drakesmith, 2014; Nemeth et al., 2004; Ganz, 2011).  
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Figura 8. Ciclo de absorção e distribuição de ferro no organismo. Cerca de 1mg de ferro é obtido 

diariamente através da dieta, porém a maior parte do ferro do organismo, 30 mg, é obtida através da 

reciclagem do metal que será levado pela transferrina para os tecidos e para medula óssea onde será 

utilizado no processo de eritropoese (Spottiswoode et al., 2012).  

 
O hormônio é codificado pelo gene hamp, localizado no cromossomo 19q13, 

e produzido na forma de um pró-peptídeo de 84 aminoácidos que é clivados em 3 

moléculas de 20, 22 e 25 aminoácidos sendo o último peptídeo a porção ativa do 

hormônio (Figura 9) (Roetto et al., 2003; Delatycki et. al., 2004).  
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Figura 9. Sequência peptídica do hormônio Hepcidina codificada pelo gene hamp. O gene produz 

uma pré-proteína que após clivagem dá origem ao hormônio em sua forma madura e funcional 

composta de 25 aminoácidos.  

 

Apesar de ser bem conservado, mutações nas regiões codificadoras do gene 

hamp e, principalmente no seu promotor podem alterar a expressão do hormônio o 

que leva a uma desregulação da homeostasia do ferro que podem causar estados 

patológicos no hospedeiro (Island et al., 2009; Andreani et al., 2009; Roetto et al., 

2003; Zaahl et al., 2004; Delatycki et. al., 2004). A síntese da hepcidina é suprimida 

por estados de hipóxia e anemia (Andreani et al., 2009; Nicolas et al., 2002; 

Peyssonnaux et al., 2007) e aumentada em casos de hiperferremia (Pigeon et al., 

2001; Nemeth et al., 2009) e inflamação (Lee et al., 2004; Nemeth et al., 2004). 

Alguns genes estão relacionados com a regulação da expressão de 

hepcidina, o gene HFE, descrito como gene cujas mutações mais conhecidas C282Y 

e H63D podem causar a hemocromatose clássica, doença que gera acúmulo de 

ferro no fígado e outros tecidos. Mutações nesse gene podem diminuir a expressão 

de hepcidina (Bridle et al., 2003; Galeloot et al., 2013) além de afetar a proteína 

transportadora transferrina. Mutações no gene TfR2, codificador da transferrina, 

enzima responsável pelo carreamento de ferro também causa hemocromatose 

afetando inclusive os níveis de hepcidina (Island et al., 2009; Zaahl et al., 2004; 

Ganz, 2011).  

Ponka 

e 

Andrio

poulos, 

Blood 

15 set, 

2007 
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Em estudos genômicos de avaliação de genes relacionados ao metabolismo 

do ferro foi observado que os níveis de expressão e polimorfismos no gene 

TMPRSS6 podem interferir nos níveis de hepcidina do indivíduo (Lee, 2009; An et 

al., 2012). Esse gene codifica a proteína Matriptase-2, um potente inibidor da 

expressão do gene hamp. Um dos principais polimorfismos descritos na literatura 

A736V tem o efeito de aumentar os níveis de hepcidina e foi caracterizado como 

fator de risco genético para doenças de deficiência de ferro (An et al., 2012; Pelusi et 

al., 2013; Danquah et al., 2014; Galesloot et al., 2013).  

 

1.4.1.2 A influência da homeostasia do ferro no níveis de hemoglobina durante 

a infecção malárica 

 

A infecção pelo P. vivax gera um elevado grau de morbidade nos pacientes 

infectados e dentre os principais sintomas característicos da doença destaca-se a 

anemia (Nweneka et al., 2010). Ela é definida como uma condição na qual há uma 

diminuição dos níveis de hemoglobina resultando na redução da capacidade 

carreadora de oxigênio do sangue (Nair & Iyengar, 2009). A anemia pode ter várias 

causas dentre elas a deficiência de ferro tanto do ponto de vista circulante quanto do 

ferro estocado na forma de ferritina (Anemia ferropriva). Uma delas é explicada pela 

liberação aumentada de citocinas inflamatórias que levam a uma elevação da 

produção de moléculas reguladoras da homeostasia do ferro, como a Hepcidina 

(Anemia por inflamação) cujo aumento gera uma restrição do ferro no plasma. Essa 

restrição é causada pelo sequestramento do metal por macrófagos, enterócitos e 

hepatócitos (Howard et al., 2007). 

Em um estudo, foi analisada a prevalência e as causas da anemia em todo o 

mundo, verificou-se que a malária é a principal causadora de anemia (Kassebaum et 

al., 2014). A anemia é avaliada pela dosagem de hemoglobina sanguínea e outros 

dados complementares como níveis de ferro e ferritina sanguíneos que fornecem 

informações importantes para prognóstico e direcionamento terapêutico dos 

pacientes.  

Alguns estudos sugerem que a hepcidina é o principal regulador da anemia 

por inflamação, e sabe-se que infecções por Plasmodium falciparum e Plasmodium 

vivax tendem a aumentar os níveis desse hormônio (de Mast et al., 2009; Armitage 
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et al., 2009), entretanto, os altos níveis de hepcidina evitam superinfecções por 

Plasmodium (Portugal et al., 2011). O seu papel na patogênese da malária vivax 

ainda não é bem caracterizado (Howard et al., 2007), porém tem sido discutido. O 

rompimento das hemácias decorrente da infecção levaria a um aumento dos níveis 

de hepcidina estimulados por citocinas inflamatórias e moléculas características da 

infecção como a hemozoína, e este aumento do hormônio leva ao sequestramento 

de íons ferro no interior dos macrófagos inibindo a eritropoiese. A diminuição da 

disponibilidade de ferro circulante e da formação de novas hemácias reduzem o 

desenvolvimento parasitário e o número de alvos para invasão pelo Plasmodium, 

funcionando como uma molécula participante da imunidade inata do indivíduo, que 

controla a parasitemia até que a imunidade adaptativa seja desenvolvida (Portugal; 

Drakesmish; Mota, 2014). Além disso, a hepcidina também impede o 

desenvolvimento das formas exoeritrocíticas pelo acúmulo do ferro no sistema 

reticuloendotelial, porém em infecções por Plasmodium sp ocorre um efeito de 

redistribuição desse ferro onde a maior parte fica retida no baço e em menor parte 

nos hepatócitos, essa limitação do acesso das formas exoeritrocíticas ao ferro inibe 

o crescimento parasitário que pode ser restituído caso os níveis de hepcidina voltem 

ao normal (Portugal; Drakesmish; Mota, 2014). Os estudos que relacionam a 

hepcidina e a malária são recentes e na maioria dos casos esta relação é verificada 

em indivíduos portadores de infecções assintomáticas ou em modelos in vitro (de 

Mast et al., 2009; Armitage et al., 2009; Wang et al., 2011).  

 

1.5 Caracterização molecular dos parasitos nas infecções por P. vivax 

 

Análises epidemiológicas da diversidade genética e estrutura populacional 

dos plasmódios são essenciais para o entendimento da dinâmica da transmissão da 

malária e para o desenvolvimento de vacinas maláricas bem como para a 

identificação de resistência aos antimaláricos (Brito & Ferreira, 2011).  

A caracterização molecular dos parasitos das infecções primárias e episódios 

de recaída é uma importante ferramenta para auxiliar na sua distinção entre uma 

nova infecção (resultante de nova picada infectante de anofelinos) e de episódios de 

recrudescência ou falha no tratamento. Inicialmente acreditava-se que geralmente 

os parasitos da recaída eram geneticamente iguais aos da infecção primária, 
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constituindo um subgrupo destes parasitos (Craig et al., 1996; Kirchgatter and Del 

Portillo 1998; Khusmith et al., 1998; Imwong et al., 2005; Bruce et al., 1999). Entre 

estes trabalhos o único realizado no Brasil, utilizando o marcador MSP-1 para 

estudar 10 indivíduos, foram encontrados parasitos heterólogos em apenas 2 deles 

(Kirchgatter; Del Portillo, 1998). Entretanto, trabalhos mais recentes utilizando uma 

ampla análise molecular com marcadores mais polimórficos têm sugerido uma alta 

taxa de parasitos heterólogos nas recaídas (Imwong et al., 2007; Van den Eede et 

al., 2010). 

Um dos marcadores moleculares utilizados nos estudos populacionais de P. 

vivax são SNPs (single nucleotide polymorphisms – polimorfismos de base única) 

em genes codificadores de antígenos. Como os antígenos sofrem a ação do sistema 

imune do hospedeiro seus genes codificadores estão sob forte pressão seletiva 

positiva, não sendo dessa forma considerados marcadores neutros e, por isso, não 

são bons marcadores evolutivos. Assim, os marcadores mais comumente utilizados 

em estudos de genética de populações são os microssatélites.  

 

1.5.1 Microssatélites 

 

Microssatélites são pequenas repetições em tandem de 2-6 bp muito 

utilizados para estudos de diversidade genética por serem hipervariáveis, co-

dominantes e loci específicos (Russell, 2006). Sua variabilidade não está sujeita à 

pressão do sistema imune, portanto são considerados marcadores neutros ou quase 

neutros. Esta variabilidade provém do “slippage” ou derrapagem da DNA polimerase 

no momento da replicação do DNA. Também são utilizados na genotipagem de 

infecções múltiplas por plasmódios na qual, pela intensidade de fluorescência de 

cada pico, consegue-se diferenciar o alelo predominante de cada infecção (Havryliuk 

& Ferreira, 2008; Havryliuk et al., 2009).  

Poucos marcadores genéticos, a maioria ortólogos de genes codificadores de 

antígenos previamente identificados do P. falciparum são usados nos estudos 

populacionais do P. vivax (Bruce et al., 2000) em contraste com a abundância de 

marcadores para P. falciparum, como por exemplo, mais de 1.000 microssatélites e 

centenas de polimorfismos de tamanho de restrição e polimorfismos de base única 

(SNPs). Para P. vivax já foram descritos na literatura como polimórficos em isolados 
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de campo cerca de 160 microssatélites (Leclerc et al., 2004; Karunaweera et al., 

2008; Carlton et al., 2008).  

A princípio, acreditava-se que a variação polimórfica dos microssatélites de P. 

vivax era pequena entre isolados de diferentes regiões do mundo (Leclerc et al., 

2004). Entretanto, em estudos recentes, alguns autores descrevem a grande 

diversidade genética do P. vivax utilizando microssatélites altamente variáveis 

(Imwong et al., 2006; 2007; Karunaweera et al., 2007, 2008). A diferença entre estes 

estudos foi atribuída ao tamanho do arranjo do microssatélite que é diretamente 

proporcional à sua variabilidade (Imwong et al., 2006).  

 

1.5.2 Proteínas de superfície do merozoíto 

 

As proteínas de superfície do merozoíto (MSP) são uma grande família de 

proteínas de superfície envolvidas na interação inicial entre os parasitos e as células 

vermelhas do sangue. Nove MSPs têm sido caracterizadas em P. vivax. Algumas 

MSPs são altamente polimórficas como a MSP1 e MSP3-α, outras mostram 

variabilidade limitada como MSP4, MSP7 e MSP10 (Brito & Ferreira, 2011). 

 

1.5.2.1 Proteína de superfície do merozoíto 1 (MSP1) 

 

A MSP1 é um antígeno imunodominante de 200kDa expresso na superfície 

do merozoíto. É formado de seis domínios altamente polimórficos flanqueados por 

sete sequencias conservadas. Em estudos de polimorfismos genéticos em isolados 

de P. vivax foi demonstrado que os blocos 1, 3 e 5, ao nível proteico são 

conservados com poucas substituições dimórficas, enquanto os blocos 2, 4, 6 e 10 

são altamente variáveis (Brito & Ferreira, 2011). Além disso, essa proteína tem maior 

variabilidade em P. vivax em relação ao P. falciparum (Russell et al., 2006). Sua alta 

diversidade pode ser resultado de recombinações intragênicas nas regiões 

polimórficas entre os tipos de alelos dimórficos ou por pressão seletiva do sistema 

imune (Brito & Ferreira, 2011). 

A MSP1 tem sido usada em estudos de diversidade no estudo de recaídas e 

para genotipar isolados de diferentes cepas originadas de regiões geográficas 

distintas (Kim et al., 2006). No Brasil, foi realizado um estudo a nível molecular 
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utilizando essa proteína na caracterização das recaídas e em cerca de 20% dos 

casos já relatados foram identificados parasitos distintos da infecção primária 

(Kirchgatter; Del Portillo, 1998) e a diversidade genética dos isolados era elevada 

assim como em estudos de amostras tailandesas (Cui et al., 2003) e indianas (Kim 

et al., 2006). Entretanto, na Coréia, relativamente baixa diversidade foi encontrada 

na PvMSP1 de pacientes que apresentaram recorrências da doença (Lim et al.  

2000).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A malária é uma doença parasitária que ocupa posição de destaque no 

panorama mundial. Apesar da redução no número de casos, a doença continua 

sendo um grave problema de saúde pública.   

Embora a malária causada por P. vivax seja a principal encontrada nas 

Américas e na Ásia, ela é ainda pouco estudada, possivelmente por esta espécie ser 

menos virulenta que P. falciparum e, devido às dificuldades de sua manutenção em 

cultivo contínuo, o que também limita os conhecimentos a cerca da biologia e da 

diversidade genômica do P. vivax. 

Plasmodium vivax apresenta uma particularidade importante em seu ciclo 

biológico que afeta diretamente o controle da transmissão da doença, ele é capaz de 

desenvolver formas latentes (hipnozoítos) no tecido hepático que, quando ativadas, 

podem levar a uma recidiva da doença (recaída). Além das dificuldades encontradas 

para o controle da doença como resistência dos vetores aos inseticidas e dos 

parasitos às drogas, as recaídas constituem um reservatório do parasito que dificulta 

o controle da doença. Assim, a dificuldade de distinção entre recaída, 

recrudescência e uma nova infecção tem se tornado um empecilho para os estudos 

de resistência as drogas, eficácia terapêutica e até mesmo para o desenvolvimento 

de novas drogas.  

A caracterização molecular dos parasitos das infecções agudas e episódios 

de recaída é uma importante ferramenta para auxiliar na distinção entre nova 

infecção e recrudescência ou uma recaída. Tem sido demonstrado na literatura que 

geralmente os parasitos encontrados nas recaídas são geneticamente iguais aos da 

infecção primária, constituindo um subgrupo destes parasitos (Craig; Kain, 1996). 

Entretanto, nos estudos recentes isso não foi observado, na maioria dos casos o 

parasito causador da infecção primária era geneticamente distinto do parasita da 

recaída (Imwong et al., 2007; Restrepo et al., 2011, Véron et al., 2009).  

Poucos estudos foram realizados com amostras de P. vivax do Brasil. Um 

deles utilizou apenas um marcador (MSP-1) para estudar 10 indivíduos, encontrando 

parasitos homólogos na maioria das recaídas (Kirchgatter; Del Portillo, 1998). Outro 

estudo utilizou microssatélites e encontrou principalmente parasitos heterólogos nas 

recaídas (Orjuela-Sánchez et al., 2009). Esses dados confirmam a necessidade de 
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se ampliar os estudos moleculares dos parasitos encontrados nos pacientes que 

sofreram recaídas de malária por P. vivax no Brasil. Além disso, cada estudo utiliza 

um tipo diferente de marcador. Assim, para facilitar a comparação com os estudos 

prévios foram incluídos neste estudo, além dos microssatélites também um gene 

codificador de antígeno polimórfico (MSP-1). 

Os mecanismos que levam à ativação dos hipnozoítos e desenvolvimento de 

recaídas ainda são desconhecidos, porém algumas teorias já são descritas para 

explicação desse fenômeno. Uma delas está relacionada à disponibilidade de íons 

ferro no hospedeiro. A restrição de ferro circulante diminui o número e o tamanho 

dos parasitos durante a infecção, o que poderia, por pressão e necessidade de 

sobrevivência do parasito levá-lo ao desenvolvimento das formas latentes.  

Entender o mecanismo da manutenção da homeostasia do ferro pode 

contribuir na elucidação da relação desse íon e das moléculas que participam do seu 

controle no desenvolvimento das recaídas e no desenvolvimento de um dos 

principais sintomas da infecção, a anemia.  

Uma das principais proteínas envolvidas na disponibilidade de ferro circulante 

é a hepcidina, um hormônio que regula a absorção de ferro da dieta e a liberação de 

ferro dos macrófagos para a corrente sanguínea. Sabe-se que os níveis desse 

hormônio estão aumentados durante as infecções por P. vivax e P. falciparum, mas 

não se sabe qual a sua influência e sua relação com a infecção malárica.  

Entender o papel da hepcidina na patogênese da malária vivax pode 

contribuir no entendimento do desenvolvimento de latência e ativação dos 

hipnozoítos bem como no estabelecimento de estratégias terapêuticas que 

diminuam a morbidade da doença ou até mesmo na descoberta de novas drogas 

que eliminem o parasito. Porém não foram encontrados dados na literatura que 

caracterizam a hepcidina em infecções agudas causadas pelo Plasmodium vivax e 

infecções causadas pela reagudização da doença pela ativação de hipnozoítos.  

Através deste estudo pretende-se entender melhor a dinâmica de transmissão 

da doença, com destaque para o entendimento dos episódios de recaída e sua 

diferenciação em relação à recrudescência e reinfecção, bem como a relação da 

homeostasia do ferro no desenvolvimento dessas recaídas. Esses resultados serão 

importantes no estabelecimento de novas estratégias e metodologias de controle da 
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malária nas regiões endêmicas, principalmente no delineamento de estratégias 

terapêuticas. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Analisar a variabilidade genética de isolados de amostras pareadas infecção 

primária/recaídas e sua reatividade aos principais antígenos do Plasmodium vivax e 

investigar a associação entre a homeostase do ferro, particularmente da hepcidina e 

sua associação com a ativação dos hipnozoítos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar os perfis de um painel de marcadores moleculares dos 

isolados de P. vivax provenientes de amostras pareadas: parasitos da 

infecção primária e do(s) episódio(s) de recaída dos mesmos 

indivíduos. 

 Comparar os perfis de genotipagem obtidos das amostras pareadas 

buscando identificar marcadores moleculares de recaída. 

 Analisar a diversidade genética das duas populações de parasitos 

estudadas. 

 Determinar a presença de infecção múltipla nas amostras estudadas. 

 Estabelecer um número mínimo de marcadores necessários para 

detecção de infecções múltiplas. 

 Caracterizar do ponto de vista bioquímico a infecção pelo P. vivax, 

incluindo as dosagens relacionadas à homeostase do ferro. 

 Identificar mutações no gene codificador da proteína envolvida na 

homeostase do ferro, hepcidina.  

 Estabelecer relação entre parâmetros bioquímicos e moleculares com 

a anemia malárica e com a ocorrência dos episódios de recaída. 

 Correlacionar a presença de mutações no gene hamp com a 

susceptibilidade aos episódios de recaída e a presença de anemia. 

 Avaliação da resposta imunológica humoral contra os principais 

antígenos do P. vivax, comparando a reatividade nas infecções 

primárias e recaídas de amostras pareadas. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Descrição das amostras 

 

Amostras de sangue coletadas de 30 pacientes que tiveram infecção primária 

e recaída(s) por P. vivax, clinicamente acompanhados no Hospital Universitário Júlio 

Muller/MT em Cuiabá/MT foram selecionadas de biobancos da instituição. O 

diagnóstico dos pacientes foi feito através de gota espessa a partir da qual também 

foi possível terminar a parasitemia desses pacientes. Além do exame de gota 

espessa, o hemograma permitiu a obtenção de alguns dados de caracterização 

clínica dos pacientes como níveis de hemoglobina. Esses dados cadastrados no 

biobanco foram selecionados para compor este estudo e para avaliação da 

influência destas variáveis no objeto de estudo. Os pacientes foram tratados de 

acordo com o que foi preconizado pelo Ministério da Saúde (3 dias de tratamento 

com Cloroquina a 25mg/kg totalizando 75mg e 7 dias de tratamento com Primaquina 

a 30mg), e sofreram episódios de recaída da doença. Para serem incluídos neste 

estudo os episódios de recaída deveriam ter ocorrido com mais de 30 dias após o 

tratamento (eliminar recrudescência) e o paciente deveria relatar que não retornou 

às áreas endêmicas até o momento da ocorrência do episódio de recaída, já que o 

hospital estava localizado em área sem transmissão de malaria (Cuiabá). (eliminar 

reinfecções). As amostras foram coletadas no período de 2001 a 2009 e os locais de 

contágio foram amplamente dispersos variando de 90 km a mais de 3.500 

quilômetros de distancia de Cuiabá (média de 1.205 km). 

As amostras foram coletadas de adolescente/adultos (14-63 anos – idade 

média de 37 anos) do sexo masculino e feminino que procuraram o hospital durante 

uma infecção aguda de malária, portanto, as amostras selecionadas eram de 

infecções sintomáticas e a primeira coleta de sangue e diagnóstico de malária do 

paciente no hospital foi considerada infecção primária, sendo somente 7 dos 30 

pacientes analisados primo infectados, ou seja, aquela infecção era resultante de 

primeira inoculação de esporozoítos na vida do indivíduo.  

Para complementar o estudo, amostras de pacientes residentes de área 

endêmica, no município de Remansinho/AM, ativamente acompanhados por um 

período de 6 meses foram gentilmente cedidas pelo Dr. Marcelo Urbano Ferreira. 
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Foram recebidas amostras de DNA para a etapa de amplificação e sequenciamento 

do gene codificador da hepcidina descrita nos itens seguintes. As amostras 

totalizavam 36 indivíduos dentre os quais 18 não sofreram episódio de recaída e 18 

apresentaram um ou mais episódios de recaída sendo utilizada apenas a amostra 

correspondente à infecção primária dos pacientes. Detalhes da área endêmica e 

perfil da população encontram-se publicados (Barbosa et al., 2014, Batista et al., 

2014).  

De todos os pacientes foram utilizadas amostras de sangue para extração do 

DNA e amostras de soro ou plasma para realização de ensaios sorológicos e 

dosagens bioquímicas.  

As amostras foram separadas em dois grupos: amostras de área sem 

transmissão (Cuiabá) e amostras de área endêmica (Remansinho). Cada grupo de 

amostras foi utilizado para realização de diferentes etapas deste estudo (figura 10)  

 

Figura 10. Grupos de amostras e os objetivos de sua utilização na pesquisa. No primeiro nível as 

amostras foram obtidas de pacientes infectados pelo P. vivax. No segundo nível os subgrupos de 

amostras e o número de pacientes. No terceiro nível, os objetivos de utilização dessas amostras.  

 

Os aspectos éticos e metodológicos deste estudo foram aprovados pelo 

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

Rachou/FIOCRUZ (documentos 08/2010 e 05/2010), de acordo com a resolução do 

Amostras de 
infecções por P. 

vivax 

Amostras pareadas de Cuiabá 

 30 pacientes: 

- infecção primária  

- recaída 

-Variabilidade genética 
em painel de marcadores 

-sequenciamento gene 
hamp 

-Dosagens bioquímicas 

-Associação de 
variáveis 

Amostras de Remansinho 

36 pacientes  

-18 paciente com recaída;  

-18 sem recaída 

Sequenciamento do 
gene hamp 
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Ministério da Saúde brasileiro 196/96, e pelo Comitê de Ética de Pesquisa 

envolvendo seres humanos da Organização Mundial de Saúde – OMS/WHO 

(SCRIHS) (Anexo 1). 

  

4.2 Extração do DNA 

 

O DNA genômico dos pacientes foi extraído do sangue total das amostras 

coletadas usando o kit para extração Puregene Blood Kit, Qiagen (Qiagen) de 

acordo com o protocolo do fabricante. Brevemente, para cada 1 mL de sangue total 

3 mL de solução de lise para eritrócitos foram adicionados e incubados por 10 

minutos em temperatura ambiente. Posteriormente a mistura foi centrifugada a 2000 

x g por 10 minutos; o sobrenadante então foi removido. O sedimento foi 

ressuspendido em 1 mL de solução de lise celular. Foram adicionados 333 μL de 

solução de precipitação de proteína ao lisado celular e esta mistura homogeneizada. 

Posteriormente foi realizada uma centrifugação a 2000 x g por 10 minutos e, depois 

o sobrenadante foi colocado em um tubo contendo 1 mL de isopropanol. Esta 

solução foi homogeneizada e centrifugada a 2000 x g por 3 minutos. O 

sobrenadante então foi descartado e foi adicionado ao sedimento 1 mL de etanol 

70%. Outra centrifugação foi realizada a 2000 x g por 1 minuto e o sobrenadante 

novamente descartado. Finalmente foram adicionados 100 μL de solução de 

hidratação de DNA ao sedimento. O DNA foi hidratado incubando-o a 65ºC por 1 

hora ou 16 horas em temperatura ambiente. O DNA foi dosado no espectrofotômetro 

NanoDrop e então armazenado a -20ºC. 

 

4.3 Amplificação e genotipagem dos marcadores moleculares 

 

Os parasitos foram genotipados utilizando os marcadores da MSP1 (bloco 02 

e bloco 10) (Koepfli et al., 2009) e 08 loci de microssatélites identificados no 

laboratório de Malária do Centro de Pesquisas René Rachou (Rezende et al., 2010). 

Os loci encontram-se amplamente distribuídos pelos cromossomos do P. vivax 

(cromossomos 2, 3, 6, 7, 8, 12, 13 e 14) (Tabela 1) e com baixo desequilíbrio de 

ligação entre eles. Os microssatélites MS1 e 2 possuem repetições de 

dinucleotídeos (GT, CA), os microssatélites MS3 a 6 possuem repetições de 
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trinucleotídeos (CAT, TGA, TAA) e os microssatélites MS7 e 8 possuem repetições 

de tetranucleotídeos (TGTA, CATA).  

 

Tabela 1 Caracterização dos marcadores moleculares 

 

 

A reação em cadeia da polimerase ou PCR foi realizada em termociclador 

Eppendorf Gradient, utilizando a enzima Taq polimerase recombinante (Invitrogen). 

As temperaturas de anelamento dos iniciadores e a concentração de cloreto de 

magnésio variaram de 50ºC a 60ºC e de 0,75mM a 1,50mM, respectivamente 

(Tabela 2). O resultado da amplificação foi visualizado em gel de agarose corado 

pelo brometo de etídio utilizando aparelho transiluminador.  
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Tabela 2 Iniciadores e condições de amplificação  

INICIADOR FOWARD REVERSE 
TM 
(°C) 

[MG
+
] 

(MM) 

PvMS1 5' CTATCTGAGGAATGGGGA 3' 5' ATTTACTATGACGAAGGTGA 3' 53,4 1,5 

PvMS2 5' CATCATTTGGGTAAGTCGGG 3' 5' GCAGCCACAAAATCAACACC 3'  60 1,5 

PvMS4 5´ TTTATTTCCCCCTTTGCC 3´ 5´ AAATGGATGTTCTTGTCAAA 3´ 55,7 1 

PvMS5 5´ TGCTATTTGCTCGGTCTGT 3´ 5´ GAGCGTTATCATCATTAG 3´ 56 1,5 

PvMS6 5' ACACATTTGACACAGTTCC 3' 5' ATGCCCTGGTCCCTACAA 3' 58,6 1,5 

PvMS7 5' GTATTCCCCGTCTTGTCC 3'  5' CTTTCTCCGTTCTTATTTCT 3'  56 1,5 

PvMS8 5’ TCCGTTGTTTTGTTGCCC 3’ 5’ CACTTGTTCGTTCCGCTC 3’ 60 1,5 

PvMS11 5´ CGATGCGTTCACTTGGAT 3´ 5´ TATTCTTCTCCCCTCGTG 3´ 54 0,75 

MSP1bl2  
5' GACGATATTGGAAAATTGGA 3' 5' CTCCTTCAGCACTTTCACGCGCTT 3' 

63 3 

MSP1bl10  5' CAAGCCTACCAAGAATTGATCCCCAA 3' 5' ATTACTTTGTCGTAGTCCTCGGCGTAGTCC 3' 
60 3 

 

Os iniciadores senso foram adquiridos com fluoresceína na extremidade 5’ 

para realização da genotipagem no sequenciador automático, onde os produtos de 

PCR amplificados foram adicionados aos poços de uma placa de 96 poços do 

modelo “UltraampTM Skirted 96 PCR Plate” (marca Sorenson BioScience TNC). A 

cada poço foram adicionados Tween 20 a 0,1%, 0,3 µL de padrão de peso 

molecular, MegaBACETM ET550-R Size Standard (GE Healthcare), com todos os 

seus fragmentos marcados com ET-ROX e 2-5 µL de produto de PCR para um 

volume final de 10 µL. Após a separação das amostras por eletroforese capilar os 

resultados foram analisados utilizando o programa MegaBACE Fragment Profiler 

versão 1.2, para identificação dos tamanhos exatos dos fragmentos previamente 

amplificados. Pelo fato do parasito ser haploide na fase sanguínea do ciclo, a 

presença de dois picos numa mesma amostra, foi considerada como uma evidência 

de infecção múltipla. O cut off mínimo para a altura dos picos foi de 150 unidades de 

fluorescência arbitrária (rFu). Na presença de dois ou mais picos, o que obteve a 

maior altura foi considerado o alelo predominante.  

 

4.4 Clonagem dos fragmentos  

 

Foram clonados fragmentos de amplicons de 2 marcadores (escolhidos 

aleatoriamente) de 4 pacientes para busca de infecções múltiplo-clone. Para a 

realização da técnica, os produtos da amplificação por PCR anteriormente descrita 

foram clonados no vetor pGEM-T Easy vector, conforme instruções do fabricante.  
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Escherichia coli da cepa TOP10 quimicamente competentes foram transformadas 

com o plasmídeo recombinante. Em um tubo de microcentrífuga foram incubados 2 

µL do produto da reação de ligação com 50 µL de células competentes por 30 

minutos no gelo. Rapidamente o tubo foi transferido para o banho-maria a 42°C por 

45 segundos e imediatamente o tubo foi recolocado ao gelo por 2 minutos. Foram 

adicionados 500 µL de meio LB líquido (NaCl 10 g/L, Triptona 10 g/L, Extrato de 

levedura 5 g/L) ao tubo, que foi incubado a 37°C, sob forte agitação por 1 hora. Em 

seguida as células foram plaqueadas em meio LB-ágar (NaCl 10 g/L, Triptona 10 

g/L, Extrato de levedura 5 g/L, Ágar 20 g/L pH 7,0) com 100 µg/mL de ampicilina e 

mantido a 37°C 12-16 h. 

As colônias resultantes foram selecionadas, repicadas com o auxílio de 

palitos autoclavados e incubadas individualmente em 2 mL de meio LB líquido (NaCl 

10 g/L, Triptona 10 g/L, Extrato de levedura 5 g/L) com 100 µg/mL de ampicilina a 

37°C, sob forte agitação por 12-16 hs (cultura saturada).  Foram selecionadas todas 

as colônias positivas de cada transformação para extração plasmidial, amplificação 

dos clones e posteriormente os amplicons foram submetidos à genotipagem 

conforme protocolo descrito anteriormente.  

A extração de DNA plasmidial foi realizada a partir do sistema Quiaprep 

(Quiagen) de acordo com as instruções do fabricante. Brevemente, 1 mL de cada 

cultura saturada foram centrifugados por 10 minutos a 9000 rpm. Em seguida o 

sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 250 µL de tampão P1 

(Buffer P1 + RNAse). Em seguida, 250 µL de tampão P2 foram adicionados e os 

tubos homogeneizados por inversão de 4 a 6 vezes. Foi acrescentado à mistura o 

tampão N3 e imediatamente os tubos foram homogeneizados por inversão de 4 a 6 

vezes. Após a homogeneização, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 

13000 rpm. O sedimento foi descartado e o sobrenadante aplicado em colunas 

oferecidas pelo Kit. Após centrifugação das colunas por 1 minuto a 13000 rpm o 

conteúdo do tubo foi descartado. A coluna foi lavada com 500 µL de Tampão PB e 

novamente centrifugada por 1 minuto a 13000 rpm e ao final, o conteúdo do tubo foi 

descartado. Foram adicionados 750 µl de tampão PE (Buffer PE + álcool etílico 96%) 

e durante 1 minuto foram centrifugados a 13000 rpm descartando o conteúdo do 

tubo no final. A coluna foi colocada em tubo de microcentrífuga e o plasmídeo eluído 

com 50 µL de água destilada e deionizada esterilizada. Foi realizada a amplificação 
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dos fragmentos específicos por PCR de acordo com as condições descritas no item 

2.  

Para verificar infecções múltiplas e da possível derrapagem da polimerase 

durante a amplificação dos microssatélites, o que levaria a resultados errôneos 

causados pela presença de artefatos (Sttuter bands), os tamanhos de amplicons 

obtidos a partir de plasmídeos recombinantes contendo os produtos de PCR 

clonados foram comparados com os tamanhos dos amplicons do DNA original.  

 

4.5 Análise dos resultados da genotipagem  

 

Calculou-se a diversidade genética (heterozigosidade esperada, HE), que 

pode ser definido como a probabilidade de que um par de alelos obtidos 

aleatoriamente da população serem distintos, usando Arlequin 3.0 software 

(Excoffier et al., 2007) e a diversidade genética dos parasitas primários e recaídas 

foi comparada usando ANOVA.  

 

4.6 Amplificação e sequenciamento do gene hamp 

 

Para a amplificação do gene foram desenhados iniciadores que 

contemplavam os peptídeos que são clivados de 20, 22 e 25 aminoácidos, 

correspondente à porção do peptídeo maduro e funcional.  

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em termociclador 

Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems®) utilizando os iniciadores 

Senso 5’ AGG TTG CCG GGA GCC AGT CT 3’ e anti-senso 5’ CCA GCC CCA CAT 

GAC CCA CC 3’ na temperatura de anelamento de 65°C e concentração de 0,25 

picomoles de cada iniciador. A concentração de magnésio padronizada foi de 1,5mM 

e volume final de reação de 50μL. O produto da amplificação foi visualizado em gel 

de agarose a partir da coloração das amostras com corante GelRed (Biotium).  

O produto amplificado foi purificado utilizando solução de Polietilenoglicol 

(PEG 20%) a 20% para eliminação de bandas de tamanhos pequenos (<300-400 

pb). Os produtos da PCR foram transferidos para microtubos e foi adicionado o 

mesmo volume de solução PEG 20% homogeneizando o conteúdo. Os tubos foram 

deixados em banho-maria a 37°C por 15 minutos e posteriormente centrifugados por 
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15 minutos a uma velocidade de 13.000 rpm. O sobrenadante foi retirado e 

descartado e, ao precipitado, foram adicionados 125μL de etanol 80% v/v. Os tubos 

foram centrifugados e o sobrenadante retirado novamente. Para evaporação dos 

resíduos de etanol restantes os tubos foram deixados à temperatura ambiente até 

não restarem vestígios do álcool. O DNA foi reidratado utilizando água tipo Mili-Q em 

volume proporcional ao volume inicial de DNA.  

Para a reação de sequenciamento, foi utilizado o kit Big Dye® Terminator v3.1 

cycle sequencing (Applied Biosystems, Califórnia, USA). As reações foram 

conduzidas com um volume final de 10 μL utilizando-se em torno de 100 ng de DNA 

purificado, 3,3 μM de iniciador (senso ou anti-senso), 1 μL do mix Big Dye® 

Terminator e seu tampão. As reações foram realizadas no termociclador Veriti® 96-

Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems, Carlsbad, CA), sendo as condições 

da amplificação: 96°C por um minuto, 35 ciclos a 96°C por quinze segundos, 65º C 

por quinze segundos e 60º C por quatro minutos. 

Para precipitação do DNA, em cada poço da placa MicroAmp 96-well 

Reaction plate (Applied Biosystems, Califórnia, USA) foram adicionados 1 μL de 

EDTA 125 mM, 1 μL de acetato de amônio 7,5 M e 50 μL de etanol absoluto PA 

gelado. Em seguida, a placa foi selada e homogeneizada brevemente. Logo após, a 

placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e centrifugada por 45 

minutos a 3700 r.p.m. também em temperatura ambiente. A placa foi vertida e o 

sobrenadante foi descartado. Em cada poço foram adicionados 100 μL de etanol 

70% gelado. A placa foi centrifugada por 15 minutos a 3700 rpm em temperatura 

ambiente e foi vertida de forma que o sobrenadante fosse descartado. Em seguida a 

placa foi centrifugada em posição invertida a 3700 rpm por dois minutos. Finalmente, 

o DNA foi ressuspendido com formamida HI-DITM (Applied Biosystems, Califórnia, 

USA). A placa foi novamente selada e vedada em papel alumínio e analisada no 

sequenciador automático de DNA ABI 3730 através da plataforma de 

sequenciamento da CPqRR - FIOCRUZ. 

 

4.7 Análise dos dados de sequenciamento 

 

Os dados brutos obtidos do sequenciador foram analisados individualmente 

pelo Chromas Lite versão 2.1.1 (Technelysium 1998 – 2012), que fornece o “base-
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calling”, onde é possível avaliar a qualidade dos cromatogramas gerados pelo 

sequenciador automático, sendo considerado apenas um valor de Phred acima de 

30. Os alinhamentos das sequências foram realizados com o software de 

alinhamento múltiplo ClustalW e CAP3 (Thompson et al., 1994), dentro do pacote de 

programas BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.9 (Hall, 1999). No BioEdit foi 

realizada, quando necessário, a edição manual do alinhamento dos genes 

sequenciados.  

 

4.8 Dosagem sorológica de hepcidina 

 

Para dosagem dos níveis de hormônio hepcidina foi utilizado soro ou plasma 

de pacientes e o Kit comercial de ensaio imunoenzimático (ELISA) para hepcidina 

(Uniscience, Life Science Inc.) e foi desenvolvido conforme instruções do fabricante.  

Para os 30 pacientes de amostras pareadas provenientes de área sem 

transmissão de malária (Cuiabá) as dosagens foram feitas individualmente para 

comparação dos níveis de hepcidina nos diferentes momentos de infecção (primária 

e recaída).  

Primeiramente, o padrão liofilizado foi reconstituído com 1 mL do diluente de 

padrão, ambos fornecidos pelo kit e deixado em repouso por uma hora antes da sua 

utilização nos ensaios. A concentração do padrão nessa solução estoque é de 

16.000 pg/mL. Essa solução foi diluída para 4.000 pg/mL que foi a maior 

concentração da curva padrão além das diluições seriadas em 7 microtubos 

contendo 110 μL de diluente de padrão. Foram feitas diluições de 2.000 pg/mL, 

1.000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL e 0 pg/mL.  

As amostras foram diluídas 100-300x em PBS 1X e foram distribuídos 100 μL 

das amostras nos poços da placa de 96 poços sensibilizada com anticorpos anti-

hepcidina e mantidas a 37°C por um período de incubação de 2 horas e 

posteriormente a placa foi invertida para descarte do líquido residual. 

Durante a incubação foi preparada a solução de detecção A conforme 

orientação do manual do kit a partir da diluição do reagente de detecção A com o 

diluente de ensaio A. Foram adicionados 100 μL de solução de detecção A em cada 

poço seguida de incubação da placa a 37°C por 1 hora. Após esse período a placa 

foi invertida para descarte do líquido e submetida a um processo de 3 lavagens 
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consecutivas com o tampão de lavagem fornecido e inversão da placa para retirada 

dos resíduos.  

Durante a incubação foi preparada a solução de detecção B conforme 

orientação do manual do kit a partir da diluição do reagente de detecção B com o 

diluente de ensaio B. Foram adicionados 100 μL de solução de detecção B em cada 

poço seguida de incubação da placa a 37°C por 30 minutos. Após este período a 

placa foi invertida, o líquido foi descartado e a placa foi submetida a 5 processos de 

lavagem consecutivos utilizando o tampão de lavagem.  

Foram adicionados 90 μL de solução TMB (temperatura ambiente) em cada 

poço e a placa foi incubada a 37°C por 30 minutos na ausência de luz. 

Posteriormente foram adicionados 50 μL de solução de parada em cada poço 

seguida da leitura da placa em leitor de ELISA utilizando filtro de 450 nM.  

Os valores de absorbância das diluições do padrão foram utilizados para 

construção de curva padrão e aplicação de método de regressão linear. Foi obtida 

equação da reta e, a partir desta, foi possível calcular os valores de concentrações 

da hepcidina nas amostras. 

 

4.9 Dosagem de ferro  

 

As dosagens bioquímicas de ferro foram feitas utilizando kit para 

determinação de ferro por metodologia colorimétrica de ponto final utilizando 

ferrozina (Analisa, Gold Analisa Diagnóstica Ltda). Primeiramente a solução 

calibradora do kit foi reconstituída com 3mL de água destilada/deionizada e deixada 

em repouso por 30 min. Os volumes de amostra e reagentes foram ajustados para 

dinamizar as análises em placas de 96 poços. Foram identificados nas placas os 

poços equivalentes às soluções de “Branco”, “Calibrador” e “Amostra”.  

Para cada poço foi adicionado 80μL de tampão contendo tioureia 30 mmol/L e 

surfactantes em tampão pH 4,5 400 mmol/L e 10 μL do teste correspondente à 

identificação do poço: branco (água deionizada), calibrador ou amostra. Após 

homogeneizar, foram feitas as leituras fotométricas em comprimento de onda de 

560nm. A primeira leitura de absorbância correspondente ao calibrador foi 

denominada AC1 e das amostras At1. Após a primeira leitura, foram adicionados 

20μL de reagente ferrozina contendo 10mmol/L de ferrozina e 32,6mmol/L de ácido 
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ascórbico em tampão 50mmol/L pH 4. A mistura foi homogeneizada e incubada a 

37°C por 5 min.  

Foram feitas novas leituras fotométricas em 560nm e a segunda absorbância 

do calibrador foi denominada AC2 e das amostras At2. Como essa metodologia 

obedece à lei de Lambert-Beer, podem-se efetuar os cálculos através do fator de 

calibração (FC) sendo que o fator de correção dos volumes de At1 e At2 foram 

aplicados. Os cálculos aplicados foram: 

CC = Concentração do Calibrador em μg/dL (211 μg/dL) 

CT = Concentração das amostras em μg/dL 

ΔC = AC2 - AC1 

ΔT = At2 – At1 

FC = CC ÷ ΔC 

CT = FC x ΔT 

 

4.10 Dosagem de ferritina 

 

As dosagens bioquímicas de ferritina foram feitas utilizando kit para 

determinação de ferritina por turbidimetria (Analisa, Gold Analisa Diagnóstica Ltda). 

O teste baseia-se na aglutinação das partículas de látex recobertas com anticorpos 

anti-ferritina humana pela ferritina presente na amostra de soro. A concentração de 

ferritina na amostra é proporcional à aglutinação obtida, que é medida por 

turbidimetria. 

O reagente padrão do kit contendo soro humano liofilizado foi reconstituído 

com 3 mL de água destilada ou deionizada. Também foi previamente preparado o 

reagente de trabalho através da mistura do tampão fornecido (glicina 170 mmol/L, 

cloreto de sódio 100 mmol/L e azida sódica 14,6 mmol/L, pH 8,2) e do Látex Ferritina 

também fornecido (suspensão de partículas de látex sensibilizadas com anti-ferritina 

humana e azida sódica 14,6 mmol/L) na proporção de 2:1 respectivamente.  

O reagente de trabalho foi pré-aquecido a 37°C e o zero da absorbância foi 

ajustado com água deionizada. Os volumes de amostra e reagentes foram ajustados 

para dinamizar as análises em placas de 96 poços. Foram identificados nas placas 

os poços equivalentes às soluções de “Padrão” e “Amostras”.  
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Para cada poço foram adicionados 100μL de Reagente de trabalho 

previamente preparado e 3μL do teste correspondente à identificação do poço: 

padrão ou amostra. Foi utilizada uma curva padrão construída a partir da diluição da 

solução padrão de concentração conhecida (561μg/L) com solução salina 0,9%nos 

fatores de diluição de 0,125; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0.  

A mistura foi homogeneizada e a placa colocada no porta-placas 

termostatizado a 37°C aguardando 10 segundo para realização da primeira leitura 

fotométrica (A1) em comprimento de onda de 540nm. Após 5 min foi feita nova 

leitura fotométrica (A2) do padrão e das amostras a 540nm.  

A concentração das amostras foi obtida pela interpolação dos valores da 

diferença entre as absorbâncias A2 e A1 respectivamente no gráfico da curva-

padrão ou pela utilização do fator de calibração. 

 

4.11 Antígenos recombinantes (PvDBP, PvMSP119 , PvAMA1) 

 

A PvDBP é produzida rotineiramente no laboratório conforme protocolo de 

Cerávolo e colaboradores (2005). Ela foi expressa em Escherichia coli linhagem 

BL21 (DE3) Star, transformada com o plasmídio recombinante contendo as regiões 

II a IV do gene da PvDBP (aminoácido 177 ao 815), após adição de IPTG 

(concentração final de 0,1mM) e mantida sob agitação durante 3 horas a 37 oC. Em 

seguida a cultura foi centrifugada e o sedimento bacteriano, congelado. A lise celular 

e a posterior purificação da proteína foi realizada em cromatografia de afinidade 

utilizando a matriz Sepharose Gluthatione 4B (GE Healthcare Life Science), 

associado à eletroeluição para remoção de uma proteína contaminante de 70 kDa 

de E. coli, conforme protocolo descrito por Cerávolo et al. (2005). Posteriormente, a 

PvDBP recombinante foi quantificada em Nanodrop e armazenada em -70 oC até a 

sua utilização nos ensaios de ELISA. 

As proteínas PvMSP119 e PvAMA1 recombinantes foram gentilmente cedidas 

pela Profa. Dra. Irene Soares da Universidade de São Paulo (USP). 
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4.12 Ensaio Imuno Enzimático (ELISA) 

 

A detecção de anticorpos anti-PvDBP, anti-PvMSP119 e anti-PvAMA1 em 

plasmas das amostras pareadas primárias/recaídas foi realizada pela técnica de 

ELISA (Cerávolo et al., 2005, Soares et al., 1999, Rodrigues et al., 2005). 

Resumidamente, rPvDBP, rPVMSP119, rPvAMA1 foram utilizadas para sensibilizar 

placas de 96 orifícios nas concentrações de 5 g/mL, 1g/mL e 1g/mL, 

respectivamente, e mantidas a 4oC por 12 horas. Posteriormente, as placas foram 

bloqueadas com tampão de bloqueio (PBS 1 x pH7,2 + 0,05% Tween20 + 5% leite 

em pó desnatado) por 1 hora. Em seguida, soros diluídos em PBS 1X na proporção 

de 1:100 foram adicionados à placa e incubados durante 1 hora a 37 oC. Após a 

incubação, as placas foram lavadas (PBS 1X + Tween) e 100L do conjugado anti-

IgG humano ligada à peroxidase (Sigma-Aldrich) na diluição de 1:4.000 foram 

adicionados. A revelação foi realizada com OPD 200μmole/pastilha (Sigma-Aldrich). 

Paralelamente a rPvDBP, a Glutathione S Transferase (GST) (Sigma-aldrich) 

também foi utilizada nos ensaios de ELISA, uma vez que a rPvDBP foi produzida 

fusionada à GST. Os valores de densidade óptica (DO490nm) de cada soro testado 

contra a PvDBP foi subtraído da DO490nm da GST do soro correspondente para se 

obter a DO490nm real. A rPvMSP119  e a rPvAMA1 foram produzidas fusionadas à 

cauda de histidina (6xHis). O cálculo do ponto de corte (cut off) para cada proteína 

foi calculado utilizando a média da DO490nm de 30 soros de indivíduos negativos 

(oriundos de área não endêmica) mais 3 vezes o desvio padrão, cujos valores de cut 

off para PvDBP, PvMSP119 e PvAMA1 foram de 0,200, 0,200 e 0,210 

respectivamente. 

Os índices de reatividade de cada amostra foram obtidos pela divisão dos 

valor de OD das amostras pelos valores de ponto de corte (cut-off) dos controles de 

cada proteína. 

 

4.13 Análises estatísticas 

 

Foram utilizados os testes AMOVA e para análise da diversidade genética dos 

isolados. Também foi utilizado o Teste de Shapiro Wilk para avaliação da 

distribuição dos dados nas variáveis: Dosagem de hepcidina; parasitemia; níveis de 
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hemoglobina; níveis de ferro; níveis de ferritina; número de plaquetas; número de 

leucócitos. Além desse, também foi utilizado o Teste de Wilcoxon e teste T de 

Student para comparação dos dados pareados entre infecção primária e recaídas e 

os Testes de correlação de Spearman ou Pearson para avaliação de correlações e 

associações das variáveis. As análises estatísticas foram realizadas na plataforma R 

em colaboração com a Dra. Taynãna César Simões do Serviço de Apoio em 

métodos quantitativos do Centro de Pesquisas René Rachou.  
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Descrição das amostras 

 

Foram selecionados 30 pacientes de idade entre 14 a 64 anos, do biobanco 

do Hospital Universitário Julio Muller residentes em área sem transmissão de 

malária, mas que ao viajarem para área endêmica foram infectados pelo 

Plasmodium vivax (Ver tabela S1 do artigo em anexo). Dentre esses pacientes, 7 

foram infectados pela primeira vez pelo Plasmodium vivax, sendo esses indivíduos 

considerados como primoinfectados, os outros 23 já sofreram malária em algum 

momento da vida. As amostras obtidas das infecções agudas destes indivíduos 

foram consideradas infecções primárias, porém não necessariamente a primeira 

malária da vida. Os pacientes foram tratados conforme recomendação do Ministério 

da Saúde, porém em períodos variáveis de tempo apresentaram um ou mais 

episódios de recaída (Figura 11). Nas amostras estudadas o intervalo de ocorrência 

de recaídas foi na sua maior parte entre 2,3 meses após o tratamento do paciente, 

corroborando os dados da literatura de cepas de regiões tropicais como o Brasil 

(figura 11). 
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Figura 11. Intervalo entre as infecções agudas de malária (primárias e recaídas). (A) Cada linha 

representa um paciente identificado pelo seu número, linhas com o mesmo número de paciente 

representam mais de um episódio de recaída. Alguns pacientes apresentaram um segundo episódio 

de recaída (vermelho) e até um terceiro (verde) Os asteriscos representam os indivíduos 

primoinfectados. (B) Frequência dos intervalos das recaídas. Os intervalos são representados em 

meses lag (1=0,5-1,5 meses; 2=1,5-2,5 meses; e assim por diante).  
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Foram selecionados através do banco de dados possíveis variáveis 

relacionadas aos pacientes selecionados, tais como níveis de hemoglobina, 

parasitemia, idade e a classificação da infecção (se primária ou recaída).  

 

5.2 Variabilidade genética dos isolados 

 

Foi estudada a variabilidade genética de parasitos de 30 indivíduos em dois 

momentos de infecção: primária e recaída. Desses, 26 apresentaram um único 

episódio de recaída, os outros 4 apresentaram 2 ou mais episódios de recaída. No 

total foram obtidas 65 amostras de infecções agudas por P. vivax.  

O estudo das amostras utilizando um painel de 10 marcadores moleculares 

revelou uma alto nível de diversidade haplotípica (Diversidade haplotípica = 0.9957 ± 

0.0037), sendo encontrados 57 haplótipos únicos e uma diversidade genética 

avaliada pelo índice de heterozigosidade esperada que variou de 0,48 a 0,96 entre 

os loci (média = 0.77 ± 0.13), que não foi significativamente diferente entre os grupos 

de infecções primárias e recaídas (teste de AMOVA, p=0.7116). Nas infecções 

primárias o índice de heterozigosidade esperada (HE) foi de 0.779 ± 0.129, em 

contrapartida, os episódios de recaída foram subdivididos em grupos de primeira 

recaída e segunda recaída. No grupo de primeira recaída o HE foi de 0.798 ± 0.115 

enquanto na segunda recaída de HE = 0.810 ± 0.197 (AMOVA p=0.7116).  

Nas análises dos gráficos da genotipagem, em grande parte das infecções 

foram observados mais de um pico de fluorescência por loci, o que representa a 

presença de mais de uma variante genética de parasitos. O pico de maior nível de 

fluorescência foi considerado o alelo predominante naquele momento da infecção.  

Quando avaliado somente o alelo predominante da infecção, o número de 

alelos detectados por cada marcador variou de 5 a 12, com exceção do marcador 

MS11 que detectou 31 alelos (figura 12). Porém quando considerados os outros 

alelos encontrados nas infecções classificados como raros, que no total foram 14, 

essa variação ficou entre 9-10 alelos por marcador.  
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Figura 12. Número de alelos por marcador considerando apenas o alelo predominante (preto) ou 

todos os alelos detectados (cinza). 

 

Considerando apenas os alelos predominantes, os parasitos foram 

classificados de acordo com a presença de alelos idênticos nas recaídas em 

comparação às primárias nos diferentes marcadores em: (a) Parasitos totalmente 

homólogos – em todos os marcadores os alelos eram de mesmo tamanho; (b) 

Parasitos homólogos - ≥ 8 marcadores apresentavam os mesmo alelos; (c) Parasitos 

heterólogos - > 2 marcadores com alelos diferentes; e, (d) Totalmente heterólogos – 

todos os marcadores com alelos diferentes. Com base nesse critério foi observado 

que, em amostras pareadas de infecções primárias e recaídas os haplótipos 

encontrados foram heterólogos em 46% dos casos. Em contrapartida, em pacientes 

onde os haplótipos da infecção primária e da recaída foram totalmente homólogos 

ou homólogos (pelo menos 8 marcadores com alelos iguais) somam 54% dos dados. 

Não foram encontradas amostras pareadas com parasitos de haplótipos totalmente 

heterólogos (figura 13). Nos pacientes primoinfectados, os parasitos presentes nas 

recaídas foram homólogos em relação aos parasitos da infecção primária.  
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Figura 13. Genotipagem de 10 marcadores moleculares e comparação dos haplótipos parasitários em 

amostras pareadas de infecções primárias e recaídas de 30 indivíduos. Parasitos totalmente 

homólogos apresentam o mesmo haplótipo do parasito nos dois momentos de infecção. Parasitos 

homólogos ou heterólogos tem de 80-90% de igualdade ou diferença respectivamente, dos haplótipos 

no painel de 10 marcadores.  

 

Uma das hipóteses que explicaria o alto número de parasitos heterólogos nas 

infecções seria a existência de um efeito de flutuação da predominância dos alelos 

nos diferentes momentos de infecção. Essa variação poderia ser decorrente de uma 

diferença na capacidade de detecção dos alelos raros de parasitos homólogos que 

no momento de coleta das amostras não se apresentavam em níveis de 

predominância entre as variantes. A diferença foi claramente visualizada em 4 

pacientes com múltiplas recaídas onde pode-se observar que há flutuação dos 

alelos predominantes entre os episódios de infecção aguda da doença. Foram 

encontrados de 2 a 6 alelos predominantes diferentes para cada marcador. Em 65% 

(26 de 40) dos casos, o alelo predominante da infecção primária também era 

dominante nos episódios de recaída. Dos casos em que o alelo predominante não 

era o mesmo na infecção primária (14 de 40), em 9 os alelos eram idênticos entre as 

recaídas. No total, foram encontrados 10 diferentes haplótipos (H1 a H10) e somente 

um paciente apresentou o mesmo haplótipo durante todos os episódios de infecção, 

paciente 17 (figura 14). 
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Figura 14. Flutuação do alelo predominante em quatro pacientes durante os diferentes episódios de 

infecção. (A) São mostrados os alelos de infecção primária (1st), primeira recaída (2nd), segunda 

recaída (3th) e terceira recaída (4th). Os alelos são identificados por suas formas e cores e separados 

por marcador molecular pela linha pontilhada. Ao lado direito, os marcadores MS1 a MS11 que foram 

descritos por Rezende et al (2010) e as proteínas de superfície do merozoíto MSP1 bl2 e bl10. Os 

haplótipos formados estão indicados na parte superior da figura. (B) Frequências de identidade entre 

os alelos da infecção primária e recaída, sendo iguais em abas infecções, iguais nas recaídas porém 

distintos da primária, ou distintos entre primária e recaídas. 
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5.3 Identificação de alelos raros 

 

Para verificar se o alelo heterólogo predominante na recaída poderia ser um 

alelo raro da primária foram selecionados 4 pacientes e destes, o produto da 

amplificação de dois marcadores moleculares, escolhidos aleatoriamente para cada 

paciente, foram clonados e foram selecionadas e genotipadas todas as colônias 

positivas de cada produto clonado. Os alelos de cada colônia foram identificados e a 

determinação do alelo predominante foi feita pelo maior número de colônias 

correspondente aquele alelo. Foram encontradas infecções múltiplas (mais de uma 

variante do parasito) tanto nas infecções primárias quanto em recaídas em 75% dos 

casos e foram encontrados até 4 alelos em algumas infecções (figura 15).  

 

 

Figura 15. Perfil genotípico de quatro pacientes em uma análise dos alelos encontrados em diferentes 

marcadores antes e após a realização da clonagem. Cada uma das formas representa um alelo e a 

presença de mais de um alelo caracteriza a infecção múltipla. O tamanho das formas representa a 

predominância dos alelos. Antes da clonagem a detecção dos alelos e determinação do 

predominante foi feita pela altura dos picos, após a clonagem na detecção e determinação do alelo 

predominante foi considerado o número de colônias de cada alelo. Os alelos foram avaliados nos 

diferentes marcadores MM1, MM4, MM2 e MM3.  
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Foram observados diferentes padrões de recaídas antes e após a clonagem 

das amostras como, por exemplo, a detecção de alelos predominantes nas 

infecções primárias e recaídas distintos antes da clonagem e a presença de alelos 

raros idênticos em ambas as infecções detectados somente após a clonagem 

(Figura 15, paciente 11-MM1). Também foram encontrados perfis de alelos 

predominantes distintos nas infecções antes da clonagem, porém a detecção do 

alelo predominante na recaída, como raro na infecção primária após clonagem 

(Figura 15, paciente 14-MM1 e paciente 15-MM3). Alguns alelos se apresentavam 

sempre como alelos raros em ambas as infecções (Figura 15, paciente 12-MM1 e 

MM4; e paciente 14-MM2)  ou que foram detectados em apenas uma das infecções 

(Figura 15, paciente 11-MM1, paciente 12-MM1 e MM4; paciente 14-MM1 e paciente 

15-MM3).  

Como o processo de clonagem revelou alelos raros não detectados antes da 

clonagem e que em muitos casos o alelo presente na recaída apenas não foi 

detectado na infecção primária, todos os dados de genotipagem realizados antes do 

processo de clonagem foram re-analisados para tentar identificar os alelos raros 

clonados. Assim, surgiu uma nova questão sobre qual o critério utilizar na detecção 

do alelo raro. A princípio uma infecção só seria considerada múltipla se o pico de 

menor nível de fluorescência representasse no mínimo ¼ do nível de fluorescência 

do pico predominante. Após a nova análise foi observado que os alelos raros 

detectados na clonagem estavam presentes na genotipagem antes da clonagem, 

porém com nível de fluorescência muito inferior em relação ao pico predominante. 

Na figura 16A pode-se observar dois alelos detectados pela genotipagem sendo que 

o pico de menor nível de fluorescência representa 1/3 do pico de maior 

fluorescência, os dois foram considerados alelos e a infecção múltipla. No gráfico 

inferior (figura 16B) são detectados 2 picos porém de níveis de fluorescência muito 

distintos, sendo o menos fluorescente 25x menor do que o mais fluorescente.  
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Figura 16. Genotipagem de duas amostras de infecções primárias de diferentes pacientes com perfis 

distintos para o mesmo marcador MSP1bloco2. (A) Infecção múltipla detectada por dois picos de 

fluorescência sendo o menor pico equivalente a um terço da altura do pico predominante. (B) 

Infecção múltipla detectada em que o pico predominante é 25x maior que o pico secundário. O 

tamanho dos fragmentos esta representado no eixo X e o nível de fluorescência da amostra no eixo 

Y, os picos em vermelho representam o marcador molecular usado como referência na eletroforese 

capilar.  

 

Após esta análise, os critérios de determinação de infecção múltipla foram 

repensados e foram analisados os critérios já descritos na literatura para 

determinação de infecção múltipla. Alguns autores determinam que a infecção 

múltipla é considerada se o pico de menor fluorescência representar 1/3 da 

fluorescência do predominante (33%), outros acreditam que deve representar ¼ 

(25%). Após análises das clonagens e das fluorescências, neste trabalho os picos 

foram considerados alelos se o nível de fluorescência fosse igual ou superior a 150 

rFu definido como o cut-off de detecção. Foram avaliados, de acordo com esses três 

critérios a capacidade de detecção de infecções múltiplas por cada um deles. Foi 

observado que a capacidade de detecção utilizando o critério de níveis iguais ou 

superiores ao cut-off aumentava e era capaz de detectar quase 100% das infecções 

múltiplas (figura 17).  
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Figura 17. Comparação das infecções múltiplas detectadas usando diferentes critérios. Foram 

avaliadas as detecções utilizando o critério de ≥ 33% (1/3), ≥ 25% (1/4) ou ≥ cut-off (150 rFu) nos 

episódios de infecções primárias ou recaídas.  

 

Além da utilização do critério de cut-off também foi avaliada a capacidade de 

cada marcador molecular de detecção de infecções múltiplas e quantos marcadores 

seriam necessários para detectar todas as infecções múltiplas tendo como base os 

resultados observados após a clonagem de algumas amostras, que aumentou a 

sensibilidade de detecção de alelos anteriormente não identificados e alelos raros. 

Foi observado que com a combinação de 5 marcadores moleculares é possível fazer 

a identificação de 100% das infecções múltiplas (figura 18).  
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Figura 18. Identificação de infecções múltiplas por marcadores moleculares e suas combinações. (A) 

Capacidade de identificação múltipla por diferentes marcadores. (B) Combinação de marcadores para 

detecção de infecções múltiplas.  

 

5.4 Amplificação e sequenciamento do gene hamp 

 

O DNA foi extraído a partir de sangue total dos pacientes e foi utilizado para 

amplificação da região codificadora do gene hamp por PCR, gerando um fragmento 

de cerca de 550pb (Figura 19).  
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Figura 19. Produto amplificado do gene hamp. Imagem ilustrativa do resultado da amplificação de 14 

amostras cujo tamanho foi identificado pela utilização de um peso molecular (PM) de fragmentos de 

pesos conhecidos e o controle negativo da reação na ausência de DNA (C-).  

 

O produto amplificado foi purificado e sequenciado para identificação de 

polimorfismos nesse gene. A sequencia do gene hamp de todos os pacientes foi 

obtida e foi feito alinhamento através do programa Clustal W utilizando como 

referência a sequencia depositada no Genbank NG_011563.1 correspondente ao 

gene hamp. Não foi encontrado nenhum polimorfismo na análise das sequencias do 

alinhamento. A região correspondente ao peptídeo maduro e funcional da proteína 

mostrou-se fortemente conservada entre os pacientes das diferentes regiões 

analisadas (Figura 20).  

        

 

PM 
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Figura 20. Alinhamento da sequencia proteica codificada pelo gene hamp em pacientes de área sem 

transmissão (A) e pacientes de área endêmica (B) comparados a sequencia depositada no GenBank 

(HAMPB). 

 

5.5 Dosagens de hepcidina 

 

As dosagens dos níveis de hepcidina foram determinadas utilizando um kit de 

ELISA comercial (Uniscience, Life Science Inc.) nas amostras de soro ou plasma dos 

30 pacientes de Cuiabá.  

Nas amostras pareadas foram realizadas dosagens na infecção primária e na 

recaída do paciente. O nível médio de hepcidina nas amostras de infecções 

primárias foi de 404,7 ng/mL enquanto nas recaídas o nível médio foi de 339,3 

ng/mL. Não foi observada diferença entre as dosagens de recaídas de ocorrência 

recente (até 35 dias) e recaídas tardias (acima de 35 dias). Os dados não seguem 

uma distribuição normal dentro dos grupos de infecção primária e recaída sendo 

então avaliada a mediana dos dados. Não foi observada diferença estatística entre 

os grupos em relação à mediana da dosagem de hepcidina (Figura 21). 
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Figura 21. Teste de Wilcoxon para dados pareados e teste de correlação de Spearman para dosagem 

de hepcidina. Ao lado esquerdo o Teste de Wilcoxon mostra que não há diferença significativa entre 

os grupos (p-valor=0,1461). Ao lado direito o Teste de correlação de Spearman não demonstra 

correlação linear entre os grupos (p-valor: 0,1576). 

 

5.6 Dosagens de ferro 

 

As dosagens de ferro foram feitas a partir de amostras de soro ou plasma dos 

pacientes pelo método de colorimetria. Foram dosadas apenas as amostras de área 

sem transmissão de malária devido à disponibilidade de soro ou plasma suficientes.  

A média de ferro circulante nas amostras de infecção primária foi de 85,5 

μg/dL e nos episódios de recaída de 92,5 μg/dL. A variável nível de ferro não seguiu 

uma distribuição normal nos dois grupos, somente no grupo de infecções primárias e 

não foi observada diferença significativa entre os grupos em relação à mediana das 

dosagens (Figura 22). 
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Figura 22. Comparação dos níveis de ferro nos diferentes momentos de infecção. O Teste de 

Wilcoxon para dados pareados: p-valor=0,6956 demonstra que não há diferença entre os grupos, em 

relação à quantidade mediana de ferro.  

 

5.7 Dosagem de ferritina 

 

As dosagens de ferritina foram feitas a partir de amostras de soro ou plasma 

dos pacientes pelo método de turbidimetria. Foram dosadas apenas as amostras de 

área sem transmissão de malária devido à disponibilidade de soro ou plasma 

suficientes.  

A média de ferritina circulante nas amostras de infecção primária foi de 314 

μg/L e nos episódios de recaída de 416,7 μg/L. A variável ferritina não seguiu uma 

distribuição aproximadamente normal  nos dois grupos, somente no grupo de 

infecções primárias e não foi observada diferença significativa entre os grupos em 

relação à mediana das amostras. Foi demonstrada uma correlação linear fraca (rs = 

0,36)  nos diferentes momentos de infecção com significância de 10% (p-valor: 

0,0805) (Figura 23). 
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Figura 23. Níveis de ferritina nos diferentes grupos. O Teste de Wilcoxon para dados pareados: p-

valor=0,1855 mostra que não há diferença entre os grupos, em relação à quantidade mediana de 

ferritina. Porém há correlação linear de rs=0,36 entre infecção primária – recaída com significância de 

10% (Teste de correlação de Spearman: p-valor: 0,0805). 

 

 5.8 Análise das variáveis do estudo 

 

Foram adquiridas informações sobre as amostras pareadas que podem ser 

variáveis que se relacionem ao objeto de estudo, como idade dos pacientes, 

parasitemia e níveis de hemoglobina. Foi feita avaliação de cada variável nos 

diferentes momentos de infecção (Tabela 3) e posteriormente uma busca de 

associações entre as variáveis juntamente com as dosagens realizadas de 

hepcidina, ferro e ferritina. 
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Tabela 3. Estatísticas sumárias de cada variável nos diferentes momentos de infecção 

 

Na avaliação da variável idade foi observada uma distribuição 

aproximadamente normal dos dados na curva padrão, porém notou-se que a maioria 

dos pacientes que foram infectados pelo P. vivax e que sofreram recaídas tem entre 

20 e 40 anos (Figura 24).  

 

 

Figura 24. Distribuição de dados referentes à idade dos pacientes na curva-padrão. A variável segue 

uma distribuição aproximadamente normal (Teste de Shapiro Wilk: p-valor = 0,05484). 

 

Variável Mínimo Quartil 1 Mediana Média Desvio-
padrão 

Quartil 3 Máximo Missing 

Infecção Primária 
Dosagem 177,1 294,7 347,3 404,7 187,2 450,7 978,3 - 
Idade 14,0 23,8 32,0 34,1 13,8 42,0 63,0 - 
Parasitemia 22,0 658,8 1258,0 2034,1 2031,0 2602,5 8238,0 - 
Hemoglobina 7,6 12,0 13,1 12,8 1,92 14,0 15,7 2 
Ferro 15,0 50,2 77,2 85,5 48,6 106,9 200,4 - 
Ferritina 54,4 161,9 294,9 325,0 199,0 490,2 771,0 - 
IR_DBP 0,25 0,57 1,08 1,13 0,65 1,50 2,67 1 
IR_MSP1 0,18 0,88 2,94 2,62 1,70 3,96 5,04 1 
IR_AMA 0,30 0,74 1,38 1,57 1,03 2,31 3,38 1 
 
Recaída 
Dosagem 92,1 211,6 300,6 339,3 168,8 399,5 760,6 - 
Idade 14,0 24,8 32,0 34,3 13,7 42,0 63,0 - 
Parasitemia 15,0 610,0 1680,0 2055,0 1765,0 2843,0 5740,0 1 
Hemoglobina 10,0 12,6 13,7 13,7 1,78 15,0 16,8 3 
Ferro 10,2 63,1 79,0 92,5 54,2 112,6 270,9 1 
Ferritina 40,3 225,5 354,3 414,3 280,9 454,5 1095,2 1 
IR_DBP 0,28 0,84 1,12 1,17 0,46 1,40 2,13 1 
IR_MSP1 0,24 1,49 3,09 2,78 1,52 4,04 4,85 1 
IR_AMA 0,62 1,19 1,50 1,72 0,77 2,19 3,30 1 
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A variável parasitemia não segue uma distribuição aproximadamente normal 

nos grupos avaliados. Quando avaliado se existe diferença significativa entre a 

mediana de parasitemia entre os grupos, não foi observada diferença significativa 

entre os grupos e não houve correlação linear entre os grupos (Figura 25).  

 

 

 

 

Figura 25. Comparação da parasitemia nos diferentes momentos de infecção. Foi aplicado o Teste de 

Wilcoxon para dados pareados: p-valor=0,9191 onde foi observado que não há diferença entre os 

grupos, em relação à mediana da parasitemia. 

 

 Os níveis de hemoglobina encontrados nos pacientes seguem uma 

distribuição normal na curva e apresentam uma média de 12,8 g/dL nos pacientes 

de infecções primárias e 13,7 g/dL nos pacientes de recaídas. A hemoglobina se 

apresenta significativamente mais elevada nos episódios de recaída e existe uma 

moderada correlação linear de 0,49 entre os episódios de infecção primária e 

recaída (Figura 26).  
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Figura 26. Níveis de hemoglobina nos diferentes momentos da infecção. Foi aplicado o Teste T de 

Student para dados pareados: p-valor= 0,0264 onde foi observado que há diferença entre os grupos, 

em relação à hemoglobina média e correlação linear moderada de 0,49 entre primária-recaída (Teste 

de correlação de Pearson: p-valor: 0,01418) 

 

5.9 Análise da resposta imune humoral contra os principais antígenos de P. 

vivax nas amostras pareadas de infecções primárias e recaídas 

 

Os índices de reatividade foram comparados na busca de diferença de 

resposta imune nos episódios de recaída em relação aos da infecção primária.  

Para os dados das proteínas DBP e AMA-1 que seguiram uma distribuição 

normal foi utilizado o teste T para amostras pareadas.  

Na avaliação da resposta contra a DBP não foi observada uma diferença 

significativa entre os dois grupos (p = 0,8762) (figura 27). 
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Figura 27. Índice de reatividade contra a Duffy Binding Protein em amostras pareadas. O Teste de t 

de Student para dados pareados mostra que não há diferença entre os grupos, em relação ao índice 

de reatividade (p-valor=0,8762). 

 

Em relação ao antígeno de membrana apical (AMA-1), a variável segue 

distribuição normal apenas no grupo de recaídas, porém não foi observada diferença 

significativa entre os níveis de reatividade entre os grupos de primárias e recaídas (p 

= 0,4201) (figura 28).  

 

 

 

 

Figura 28. Índice de reatividade ao Antígeno de Membrana Apical em amostras pareadas. O Teste 

Wilcoxon para dados pareados mostra que não há diferença entre os grupos, em relação ao índice de 

reatividade (p-valor=0,4201).  
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Os dados dos testes para a proteína MSP1 não seguiram uma distribuição 

normal, sendo utilizado o teste Wilcoxon para amostras pareadas, porém não foi 

encontrada diferença significativa entre os grupos (p = 0,6528) (figura 29).  

 

 

Figura 29. Índice de reatividade à Proteína de Superfície do Merozoíto em amostras pareadas. O 

Teste Wilcoxon para dados pareados mostra que não há diferença entre os grupos, em relação ao 

índice de reatividade (p-valor=0,6528). 

 

5.10 Associações entre as variáveis  

 

As variáveis foram selecionadas para avaliação de associação entre si dentro 

dos grupos de infecções primárias e recaídas. Foi utilizado o teste de Correlação de 

Spearman para avaliação das associações. Elas foram separadas entre o grupo de 

infecções primárias e recaídas avaliando as variáveis de: i) Dosagem de hepcidina; 

ii) idade; iii) parasitemia; iv) níveis de hemoglobina; v) níveis de ferro; vi) níveis de 

ferritina; vii) Índice de reatividade à Duffy Binding Protein (DBP); viii) Índice de 

reatividade à Proteína de Superfície do Merozoíto (MSP1); ix) Índice de reatividade 

ao antígeno de Membrana Apical.  

Foram encontradas quatro associações positivas no grupo de infecções 

primárias e cinco no grupo de recaídas. Também foi observada uma associação 

negativa no grupo de recaídas (Tabela 4). 
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Tabela 4. Associações entre variáveis nos grupos de infecções primárias e recaídas avaliadas no 

teste de Correlação de Spearman. 

Tipo de 
infecção 

Variáveis associadas 
Tipo de 

associação 

Coeficiente de 
correlação 

p-valor 

Primária 
Parasitemia e Índice de Reatividade 
contra AMA-1 

Positiva 0,38 0,05337 

Primária 
Índice de reatividade contra DBP e Índice 
de reatividade contra MSP1 

Positiva 0,68 0,0000828 

Primária 
Índice de reatividade contra MSP1 e 
Índice de reatividade contra AMA1 

Positiva 0,95 2,47-14 

Primária 
Índice de reatividade contra DBP e Índice 
de reatividade contra AMA1 

Positiva 0,61 0,001044 

Recaídas Idade e parasitemia Positiva 0,56 0,002554 

Recaídas Hemoglobina e ferro Positiva 0,62 0,001215 

Recaídas 
Hemoglobina e Índice de Reatividade 
contra DBP 

Negativa -0,41 0,04405 

Recaídas 
Índice de reatividade contra DBP e Índice 
de reatividade à MSP1 

Positiva 0,45 0,01736 

Recaídas 
Índice de reatividade contra DBP e Índice 
de reatividade contra AMA1 

Positiva 0,88 1,12-09 

Recaídas 
Índice de reatividade contra MSP1 e 
Índice de reatividade contra AMA1 

Positiva 0,57 0,00213 
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6 DISCUSSÃO  

 

6.1 Caracterização molecular de isolados de P. vivax em amostras pareadas 

 

A partir dos resultados de intervalo de ocorrência de recaídas nos pacientes 

deste estudo, observa-se que, no Brasil, o perfil dos parasitos causadores da 

malária por Plasmodium vivax é correspondente às cepas de regiões tropicais 

(Chesson) com frequentes recaídas que ocorrem em curtos intervalos de latência 

(Coatney et al., 1950; Shute et al., 1976). 

O estudo das recaídas é complexo por vários fatores como dificuldade de 

distinção de uma recaída de outras origens de recidivas da malária causada pelo P. 

vivax como a recrudescência e a reinfecção. Os principais estudos moleculares das 

recaídas utilizam amostras de pacientes residentes em áreas endêmicas para a 

doença, o que aumenta a possibilidade da recidiva ter sido causada por uma 

reinfecção e dificulta a garantia de que as amostras estudadas sejam originadas da 

ativação das formas latentes de P. vivax. Neste estudo, os critérios de inclusão de 

amostras estabelecidos excluem a possibilidade de ocorrência de recrudescência e 

reinfecção, entretanto limita o número de amostras, o que dificulta a realização de 

algumas análises estatísticas importantes.  

Em estudos moleculares de recaídas por P. vivax utilizando microssatélites foi 

visto que a diversidade genética dos parasitos era elevada e que as recaídas 

resultam de hipnozoítos geneticamente distintos (heterólogos) dos parasitos da 

infecção primária (Imwong et al., 2007; Restrepo et al., 2011), o que também foi 

demonstrado em amostras brasileiras por Orjuéla-Sanchez e colaboradores em 

2009, em área de baixa endemicidade para a doença. Utilizando 14 microssatélites, 

os autores encontraram em 28 amostras pareadas, de infecção primária e recaída, 

apenas dois pares de amostras com haplótipos idênticos e 4 pares de amostras com 

haplótipos relacionados considerando os alelos predominantes, porém neste estudo 

e em quase todos os estudos publicados as amostras utilizadas são originadas de 

pacientes de área endêmica, o que dificulta a exclusão de uma nova infecção. 

Os resultados apresentados neste trabalho reforçam os dados da literatura de 

uma ativação heteróloga de hipnozoítos. Van Den Eede e colaboradores (2010) 

encontrou essa ativação heteróloga em 83% dos 16 pacientes que apresentaram 
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recidivas em estudo de amostras do Vietnã. Imwong e colaboradores (2007) também 

encontra uma prevalência de ativação heteróloga em amostras da Tailândia e 

Myanmar. Analisando 58 amostras da Colômbia, Restrepo e colaboradores (2011) 

encontraram 54 diferentes haplótipos de amostras pareadas. Além disso, 

demonstrou que alguns haplótipos são exclusivos de área endêmica, o que pode 

sugerir a existência de padrões distintos de recaída de acordo com a taxa de 

transmissão e endemicidade da ocorrência de infecções por determinada cepa de 

parasito. É importante considerar a ocorrência de infecções múltiplas não somente 

nas infecções primárias, mas também nas recaídas. Essas infecções múltiplas 

aumentam a complexidade da definição de uma ativação heteróloga de hipnozoítos, 

visto que diferentes variantes podem estar presentes nas infecções e o mesmo 

parasito de uma primeira infecção pode ser encontrado nos episódios subsequentes 

de recaída, porém em baixa frequência.  

As análises de múltiplas recaídas bem como a utilização de uma técnica que 

pode ser considerada padrão ouro para definição de infecção múltipla (clonagem) 

sugerem um fenômeno de flutuação da predominância de alelos nos diferentes 

momentos das infecções e que parasitos geneticamente idênticos podem ser 

encontrados em ambas as infecções, porém em frequências distintas. Koepfli e 

colaboradores (2009) também descrevem esse efeito de flutuação de predominância 

de alelos durante o curso de uma infecção causada pelo P. vivax. Van Den Eede e 

colaboradores (2011) reforçam essa hipótese de ressurgimento de genótipos 

durante as recorrências da doença em análise de pacientes na Amazônia Peruviana.  

Estudos recentes tem mostrado que a primeira recaída da vida do indivíduo 

geralmente é originada de uma ativação homóloga (Imwong et al., 2012), o que 

também foi observado neste trabalho a partir da avaliação de pacientes 

primoinfectados. Em 5 dos 7 pacientes foi observada ativação homóloga de 

hipnozoítos. Entretanto, infecções por P. vivax geralmente são multiclonais, ou seja, 

são encontradas mais de uma variante do parasito em uma mesma infecção, que 

pode ser proveniente da inoculação das diferentes variantes por um mesmo inseto 

vetor ou pela inoculação de variantes distintas por picadas de mais de um vetor. 

Essas ocorrências dificultam o entendimento e a definição do mecanismo de 

ativação dos hipnozoítos que não se sabe se são por ordem de ativação, sendo 

heterólogos ativados primeiro o que explicaria sua prevalência nas recaídas ou se 
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estão relacionadas ao número de parasitos homólogos/heterólogos que são 

ativados. 

Um ponto importante a ser considerado foi a alta diversidade haplotípica 

encontrada pelo nosso grupo e por outros autores (Orjuela-Sánchez et al., 2009). 

Para construção dos haplótipos foi considerado apenas o alelo predominante da 

infecção (pico com maior nível de fluorescência na genotipagem), entretanto após a 

realização da clonagem foi observada a presença de até 4 alelos por infecção, 

analisando até 40 colônias por produto clonado. Esses resultados nos levaram a 

questionar qual o melhor critério para definição de uma infecção múltipla. Neste 

trabalho para definição de um alelo foi considerado um cut-off mínimo de 

fluorescência de 150 rFu (unidades arbitrárias de fluorescência). Outros autores 

estabelecem os critérios de que um segundo pico na análise de eletroferograma 

para ser considerado um alelo deve ter uma altura mínima de 25 ou 33% em relação 

à altura do pico de maior fluorescência, considerado o alelo predominante da 

infecção (Anderson et al., 1999; 2000). Dependendo do critério utilizado para 

determinação de infecção múltipla alguns dados importantes podem ser perdidos na 

análise e os critérios utilizados por outros autores podem não considerar alelos 

presentes em baixas frequências em uma determinada infecção.  Utilizando o critério 

de cut-off mínimo de 150rFu e 5 dos 10 marcadores deste estudo foi possível fazer a 

identificação de todas as infecções múltiplas nas amostras analisadas, uma 

metodologia que diminuiria os custos e o tempo de trabalho na detecção de uma 

infecção mútipla e que poderia ser útil no diagnóstico desse tipo de infecção e nos 

futuros estudos de recaídas por Plasmodium vivax.  

 

6.2 A influência da homeostase do ferro no desenvolvimento das recaídas 

 

O ciclo de vida do parasito inclui uma fase sanguínea no hospedeiro na qual 

ele invade as hemácias, se desenvolve e as destrói para liberação de mais 

parasitos. A destruição massiva de hemácias desencadeia sintomas frequentes da 

malária como febre e anemia. A anemia caracterizada pela diminuição dos níveis de 

hemoglobina circulante é um dos sintomas responsáveis pela elevada morbidade 

conhecida da doença. 
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A anemia pode ter várias causas dentre elas a deficiência de ferro tanto do 

ponto de vista circulante quanto do ferro estocado na forma de ferritina (Anemia 

ferropriva) e a pela liberação aumentada de citocinas inflamatórias que levam a uma 

elevação da produção de moléculas reguladoras da homeostasia do ferro, como a 

hepcidina (Anemia por inflamação), gerando uma restrição do mesmo no plasma 

causada pelo sequestramento do metal por macrófagos, enterócitos e hepatócitos 

(Howard et al., 2007).  

A relação entre a hepcidina e a malária ainda é pouco estudada, porém 

alguns estudos mostram um aumento dos níveis desse hormônio durante a infecção 

malárica. Analisando 91 crianças da Indonésia acometidas por malária, de Mast e 

colaboradores (2010) observaram que infecções assintomáticas por P. vivax e P. 

falciparum levam a um aumento nos níveis de hepcidina. Em 2009, o mesmo autor 

observou esse efeito de aumento dos níveis do hormônio, porém com dosagem feita 

em urina, em crianças anêmicas da Tanzânia acometidas por malária causada pelo 

P. falciparum (de Mast et al., 2009). Infecções assintomáticas por P. falciparum 

diminuem em 40% a absorção de ferro pelos enterócitos através da hepcidina 

(Cercamondi et al., 2010). Outro estudo interessante avalia o efeito da hepcidina em 

camundongos infectados com Plasmodium berghei. Através da utilização de 

anticorpos neutralizantes de hepcidina foi descrito um aumento nas taxas de 

mortalidade e parasitemia dos camundongos, entretanto uma superexpressão de 

hepcidina regula o grau da infecção desses camundongos demonstrando um papel 

protetor da hepcidina contra a malária (Wang et al., 2011) 

A maior parte dos estudos que avaliam a relação entre hepcidina e malária 

utilizam amostras de pacientes infectados por P. falciparum. Não foram encontrados 

dados na literatura da relação entre a hepcidina e as recaídas de malária por P. 

vivax, porém nossa hipótese foi de que este hormônio estava envolvido no 

desenvolvimento da recaída da doença. Neste trabalho,os níveis de hepcidina foram 

menores nas recaídas em relação às infecções primárias. Assim, a redução nos 

níveis de hepicidina aumentaria disponibilidade de ferro nos hepatócitos para 

desenvolvimento dos hipnozoítos, os níveis de ferro e de ferritina nas recaídas 

apresentaram-se aumentados, as dosagens de hemoglobina apresentaram-se 

significativamente aumentadas. Entretanto, não foram observadas diferenças 

significativas entre a maior parte destes níveis nas infecções primárias e nas 
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recaídas dos pacientes deste trabalho (significância de 5%). O reduzido número de 

amostras, pela dificuldade de sua obtenção, pode ter sido um fator limitante nestas 

análises estatísticas.  

Nemeth e colaboradores (2003) demonstraram que os níveis de hepcidina 

estão bem correlacionados aos níveis de ferro, hemoglobina e ferritina, entretanto 

essa correlação não foi observada neste estudo, porém é importante destacar que 

os níveis de hepcidina tanto nas infecções primárias quanto nas recaídas se 

apresentam em valores acima dos valores de referência (Mulheres: 17-286 ng/ml; 

Homens: 29-254 ng/ml). 

Como não foram encontradas diferenças significativas nos níveis de hepcidina 

nos questionamos se substituições nas sequências de aminoácidos da proteínas 

poderiam justificar diferenças na atividade do hormônio, por isso sequenciamos 

apenas sua porção madura. Mutações nesse gene não são comuns (Ganz, 2011), 

porém algumas já foram descritas por Santos e colaboradores (2010), Porto e 

colaboradores (2005) e outros; e podem estar relacionadas ao desenvolvimento de 

hemocromatose hereditária (Hattori et al., 2011), doença relacionada a uma 

desordem na disponibilidade de ferro no organismo.  

Na comparação dos grupos de infecção primária e recaída, nota-se que os 

níveis de hemoglobina nas recaídas se apresentam maiores em relação às 

infecções primárias mesmo com os níveis de parasitemia sendo muito semelhantes.  

Em relação ao grupo de infecções primária, foram encontradas algumas 

associações interessantes entre as variáveis de estudo. Uma primeira associação 

positiva entre a parasitemia e o índice de reatividade contra o Antígeno de 

Membrana Apical (AMA1), sugere que o desenvolvimento de resposta imunológica 

ao antígeno é dependente da carga parasitária. Bueno e colaboradores (2010) ao 

estudar células polimorfonucleares demonstra que existe um aumento de células T 

reguladoras e de moléculas expressas por elas possivelmente incluindo citocinas 

nas infecções maláricas e esse aumento está associado à carga parasitária, estudo 

este utilizando a proteína recombinante PvAMA-1.  

O aumento das células reguladoras e da liberação de citocinas bem como a 

inflamação desencadeada pela infecção pelo parasito podem influenciar diretamente 

o número de leucócitos no hospedeiro na tentativa de responder imunologicamente 

ao parasito. Porém, estas situações aumentam o processo de ruptura dos eritrócitos 
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(Anstey, 2009) e aumentam a liberação do hormônio hepcidina como também inibem 

o processo de eritropoiese, diminuindo a formação e disponibilidade de hemoglobina 

e levando a um quadro de anemia do paciente. Na malária as contagens de 

leucócitos são geralmente menores que os valores referência, tanto para P. 

falciparum quanto P. vivax (McKensie et al., 2008). Após o tratamento, a 

regularização do número de leucócitos e a modulação da resposta imune refletem 

na diminuição da liberação do hormônio hepcidina, aumentando disponibilidade de 

ferro circulante. Esses efeitos estimulam o processo de eritropoiese e, 

consequentemente elevando o nível de hemoglobina nos pacientes.  

Em relação aos índices de reatividade de anticorpos contra os principais 

antígenos da malária, interessante observar que não houve diferença entre os 

índices de reatividade no grupo de infecções primárias comparados aos da recaída. 

Isto sugere que a resposta imune contra estes antígenos pode ser influenciada por 

outros fatores além simplesmente da infecção primaria ou recaída. Porém os índices 

de reatividade contra os antígenos estão associados entre si dentro dos grupos, o 

que pode indicar fatores do hospedeiro indicando uma propensão a ser altamente 

reativo a diferentes antígenos, como por exemplo, a ocorrência de polimorfismos em 

genes correlacionados à resposta imune.  

No grupo das recaídas foi observado um número maior de associações do 

que no grupo de infecções primárias. A associação positiva entre idade e 

parasitemia difere das infecções maláricas, que, de modo geral, apresenta uma 

diminuição da parasitemia com a idade, de acordo com o desenvolvimento de uma 

imunidade antiparasitária. Nas recaídas o aumento da idade relacionado ao aumento 

da parasitemia pode significar que esta seja uma característica relacionada ao 

desenvolvimento das recaídas, pacientes com o aumento da idade que não 

conseguem controlar a parasitemia por alguma característica intrínseca ao paciente 

tais como falha na resposta imune podem estar predispostos a terem recaídas. 

O quadro clínico do paciente é avaliado dentre outros fatores, pelos sintomas 

que apresenta. Um desses sintomas, a anemia, é avaliada pelos níveis de 

hemoglobina e ferro disponíveis no organismo. Foi observada uma associação 

positiva entre os níveis de hemoglobina e ferro nas recaídas. O ferro é um metal 

essencial para formação da molécula de hemoglobina e sua disponibilidade na 

corrente sanguínea pode interferir diretamente na formação do grupamento heme 
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(Lynch, 2011). Os níveis de hemoglobina, como já discutido, também podem ser 

influenciados pela resposta inflamatória do indivíduo, visto que esta desencadeia a 

liberação de hepcidina com consequente inibição de eritropoiese e sequestro de 

ferro nos macrófagos, o que diminuiria a produção de hemoglobina. A associação 

negativa entre o nível de hemoglobina e os índices de reatividade contra a Duffy 

Binding Protein (DBP) pode ser multifatorial como alguns parâmetros não 

evidenciados na análise influenciando diretamente na resposta ao antígeno ou nos 

níveis de hemoglobina como a parasitemia, níveis de citocinas inflamatórias, 

hematócrito, e indiretamente nesses resultados. Outra hipótese seria que a reação 

imunológica contra antígenos diminui os níveis de hemoglobina circulantes, pelo 

sequestramento do ferro, o que evidencia a importância da modulação da resposta 

imune no desenvolvimento clínico e prognóstico do paciente.  

Este trabalho reforça a necessidade de novos estudos relacionados à malária 

causada pelo P. vivax e suas posteriores recaídas, que poderão contribuir para 

elucidação dos mecanismos de ativação dos hipnozoítos e posteriormente o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas que diminuirão os índices de 

transmissão da doença.  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Neste estudo foi avaliada a variabilidade genética de isolados de Plasmodium 

vivax provenientes de amostras pareadas de pacientes infectados e a associação da 

homeostase do ferro no desenvolvimento das recaídas. Uma parte dos pacientes foi 

clinicamente acompanhados no Hospital Universitário Júlio Muller/MT localizado em 

área onde não há transmissão ativa da doença e que, após cura e desaparecimento 

de parasitemia sanguínea com o tratamento recomendado, apresentaram episódio 

(s) de recaída(s) da malária vivax. Devido à ocorrência de alguns pacientes com 

múltiplos episódios de recaída, este estudo pode ser uma evidência de falha 

terapêutica pela primaquina, porém estudos de dosagem plasmáticas da droga são 

necessários para confirmação desse dado.  

Utilizando os critérios de inclusão das amostras foi possível excluir a 

possibilidade de que as recorrências têm como sua origem a recrudescência ou uma 

nova infecção, fatores que poderiam interferir nas análises de recaídas e 

dificultariam a interpretação dos dados.  

Utilizando a técnica de eletroforese capilar e um painel de 10 diferentes 

marcadores moleculares foi possível identificar infecções múltiplas em episódios 

sintomáticos e diferenciar, nas infecções múltiplas, os alelos provenientes de 

parasitos distintos pelo tamanho dos fragmentos e pela intensidade de fluorescência 

gerados pela leitura do sequenciador automático. 

Este trabalho foi pioneiro em identificar múltiplas infecções nos episódios de 

recaída, e o alelo da infecção primária geralmente estava presente nos episódios de 

recaída, na maioria das vezes não como alelo predominante.  

A ativação de hipnozoítos é principalmente heteróloga, mas os haplótipos são 

altamente relacionados devido à limitada disponibilidade de alelos, sendo gerados 

provavelmente por recombinação entre os alelos. Tanto nas análises que utilizam 

somente o alelo predominante quanto nas análises que utilizam todos os alelos 

identificados, os parasitos das recaídas possuem, em sua maioria, alelos com 

tamanhos idênticos em relação aos parasitos da infecção primária e que infecções 

múltiplas são muito comuns, como relatado por outros autores (Havryliuk et al, 

2009). Com apenas 5 marcadores moleculares utilizados neste estudo, consegue-se 
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identificar todas as infecções múltiplas nas infecções, sendo que com 2 marcadores 

já consegue-se identificar cerca de 90% das infecções múltiplas.  

Nos pacientes que apresentaram mais de um episódio de recaída foi possível 

observar uma flutuação no nível dos clones parasitários circulantes. Para confirmar 

essa hipótese, coletas venosas em dias consecutivos dos pacientes infectados 

seriam necessárias para verificar se os níveis de clones circulantes variam de 

acordo com o ciclo biológico de cada clone.  

Através da técnica de clonagem e posterior genotipagem foi possível 

identificar infecções com até 4 parasitos distintos. Outro ponto importante é que foi 

possível verificar que a detecção de alelos raros baseada na proporção dos níveis 

de fluorescência em relação aos alelos predominantes devido à grande variação na 

fluorescência máxima dos picos. Assim, estas estratégias estão subestimando as 

infecções múltiplas que puderam ser confirmadas na clonagem dos fragmentos. 

Entretanto, a alta taxa de infecções múltiplas e a alta diversidade haplotípica 

dificultam a identificação de um marcador específico das recaídas e o entendimento 

dos mecanismos de ativação dos hipnozoítos. A realização de biópsias hepáticas 

seria uma das estratégias para esclarecer estes mecanismos, porém, tal técnica se 

torna inviável em humanos infectados devido a questões éticas e de saúde e os 

modelos animais também não são de fácil utilização. Outra possibilidade seria o 

desenvolvimento de um modelo in vitro para estudo de hipnozoítos em cultivo de 

células hepáticas onde seria possível identificar os fatores responsáveis pelo 

direcionamento de latência.  

A presença de infecções múltiplas tanto nas infecções primárias quanto nas 

recaídas sugere que mecanismos do hospedeiro estejam envolvidos no processo de 

ativação dos hipnozoítos, como, por exemplo, a disponibilidade de ferro no 

organismo. Essa hipótese da influência do ferro como um mecanismo de ativação de 

hipnozoítos foi testada neste trabalho, a partir de dosagens bioquímicas e 

sorológicas de moléculas envolvidas no processo de homeostasia do ferro, 

particularmente de uma de suas principais reguladoras, a hepcidina. Não foram 

observadas diferenças significativas entre os parâmetros bioquímicos, 

hematológicos e sorológicos quando comparados os grupos de infecções primárias 

e recaídas. Para avaliar se o desenvolvimento de recaídas estaria relacionado à 

estrutura e composição da hepcidina o gene hamp codificador dessa proteína foi 
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sequenciado. Para essa análise também foram utilizadas amostras de áreas 

endêmicas de pacientes ativamente acompanhados e que apresentaram ou não 

episódios de recaída para busca de polimorfismos no gene codificador da hepcidina 

que pudessem estar relacionados à recaída. Entretanto o gene se apresentou muito 

conservado, o que não exclui a hepcidina de ter um papel no desenvolvimento das 

recaídas, porém esses dados sugerem a participação e influência de outras 

moléculas no processo de ativação dos hipnozoítos. 

Os resultados apresentados são de grande relevância para o entendimento 

da biologia do parasito que envolve fatores imprescindíveis para o mapeamento de 

determinantes que contribuem com importantes fenótipos do parasito, tais como o 

padrão de recaídas, resistência às drogas e variabilidade antigênica. 
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