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I. Resumo 

Introdução: A malária ainda hoje representa a doença parasitária mais incidente em todo 

mundo, 3.4 bilhões de indivíduos estão dentro da área de risco de contrair a doença. A 

fisiopatologia da malária vivax, permanece com muitos pontos a serem esclarecidos, como é o caso 

da enzima superóxido dismutase 1 (SOD1), que apresentou maior especificidade e sensibilidade 

para diagnosticar malária por P. vivax, em comparação com o TNF. Objetivo: Avaliar as mutações 

na SOD1 em pacientes com malária vivax e correlacionar com as formas clínicas da infecção. 

Metodologia: Estudo de corte transversal com amostra composta por 56 indivíduos, sendo 28 

sintomáticos, 17 assintomáticos e 11 indivíduos controle saudáveis da região amazônica brasileira. 

A análise dos cincos éxons do gene da superóxido dismutase 1 foi realizada através de PCR 

sequenciamento. A investigação de posições significantes na manifestação dos sintomas foi feita 

através de mineração de dados pelo software WEKA versão 11.0. Resultado: Níveis de SOD1, 

TNF e IL6 apresentaram diferenças estatisticamente significantes entre os grupos sintomáticos e 

assintomáticos. Níveis de IL10 apresentaram diferenças significativas estatisticamente entre os 

grupos assintomáticos e sintomáticos e assintomáticos e controles. Mutações na SOD1 significantes 

foram encontradas nos éxons 3 e 5. A substituição de uma guanina por uma citosina na posição 02 

do éxon 3 mostrou alta sensibilidade e especificidade para discriminar pacientes sintomáticos e 

assintomáticos. Assim como mutações nos aminoácidos da cadeia proteica da SOD1, nas posições 

06 G>V, 08 H>T, 09 F>L, apresentando alta especificidade para discriminar os grupos clínicos de 

malária vivax entre assintomáticos e sintomáticos. Discussão: A resposta inflamatória da malária é 

complexa e depende de vários fatores. O componente genético da SOD1 mostrou importância na 

forma clínica sintomática da malária vivax. Estudos devem ser conduzidos a fim de confirmar esses 

achados e avaliar se as mutações correspondem na prática alterações na forma e na função da 

enzima SOD1 Conclusão: Foram encontradas mutações no gene da SOD1 e mutações de 

aminoácidos na enzima SOD1 associadas com as formas sintomáticas da malária vivax. 

Palavras Chaves: Malária vivax, Cu-Zn Superoxido dismutase, Mutação genética 
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II. Objetivos 
Principal  

Analisar as mutações no gene da enzima SOD1 em pacientes com malária por P. vivax nas 

formas sintomática, assintomática e controles não infectados da região Amazônica Brasileira.  

Secundários  

Correlacionar as mutações na SOD1 com os níveis plasmáticos da SOD1 e outros marcadores 

inflamatórios (TNF, IL6, INF-gama, IL10, IL12p70) 

Correlacionar as mutações de SOD1 com os marcadores de disfunção orgânica, alanina 

aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e bilirrubina total, bilirrubina indireta e 

proteína C reativa(PCR). 
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III. Fundamentação Teórica 

III.1 - A malária na Atualidade 

A malária ainda hoje representa a doença parasitária mais incidente em todo mundo, com 

taxa de mortalidade em torno de 627 mil pessoas por ano, 207 milhões de casos por ano e 3.4 

bilhões de indivíduos sob risco de contrair esta doença (1). Existem cinco espécies de parasitas do 

gênero Plasmodium sp. que causam malária no mundo: P. vivax, P. falciparum, P. ovale, P. malarie 

e P. knowlesi. No entanto, são as espécies P. vivax e P. falciparum que são responsáveis pelo maior 

número de infecções por malária (2). No Brasil até os anos 80 a incidência de infecção pelo P. 

falciparum era superior à infecção por P.vivax, que a partir de então, passou a causar os maiores 

números de infecção, chegando a representar 90% dos casos de malária(1).  

A associação entre mortalidade e malária é mais estudada na infecção pelo P. falciparum, 

que é responsável pela maioria dos casos de malária grave (3,4). No entanto, diversos estudos 

revelam a inadequação do termo benigno para a forma vivax da malária (5–9), pois esta tem sido 

associada com diversas complicações graves da doença, como anemia grave e insuficiência 

respiratória(10–18).  

III.2 - A fisiopatologia da malária 

III.2.1 O ciclo de vida do parasita do gênero Pasmodium sp. 

O ciclo da malária consiste na inoculação do parasita do gênero Plasmodium sp. na forma de 

esporozoítos na corrente sanguínea do paciente, apresentando inicialmente uma fase hepática com 

maturação da forma evolutiva do parasita e liberação de merozoítos na circulação sanguínea, 

quando se inicia a fase eritrocitária e sintomática da doença (7,19–21). Os merozoítos infectam as 

hemácias e, após múltiplas divisões, rompem-nas com liberação de esquizontes e gametócitos 

novamente para o sangue; desta forma, novas hemácias são reinfectadas e o ciclo da malária finaliza 

com o hospedeiro invertebrado ingerindo os gametócitos que estão na corrente sanguínea do 

paciente no momento do respasto sanguíneo.(7,19–22).  

O conhecimento científico atual mantém foco na malária por P. falciparum por causa da 

mortalidade e morbidade comparado com outras formas clínicas de malária causada por outras 

espécies como P. vivax(3,23). O desequilíbrio a cerca da patologia da malária vivax é considerado 

por alguns autores como uma negligência dos pesquisadores.  (5,6,24). Este descaso pode ser 

exemplificado no montante aplicado em pesquisas relacionadas a doença visto que, no período de 

2006-2009, os investimentos em malária vivax representaram apenas 3,1% de todo capital utilizado 

em pesquisa sobre malária no mundo (25). Apesar do baixo investimento no conhecimento da 



6 
 

 
 

patologia, as populações em risco sofrem infecções recorrentes de malária vivax(26).  Por causa 

disso, a qualidade de vida desses habitantes é reduzida, inclusive, prejudicando o aprendizado de 

crianças em período escolar, na Amazônia Brasileira e no Sri Lanka(14,26,27). 

III.2.2 - A via do Heme 

O P. vivax possui peculiaridades no seu ciclo evolutivo que dificultam o tratamento e o 

controle da doença, como por exemplo, a forma hepática quiescente hipnozoíto que aumenta a 

incidência de recidivas do parasita (28,29). O P. vivax infecta principalmente as formas jovens das 

hemácias, os reticulócitos, com destruição celular e liberação de gametócitos na corrente sanguínea, 

concomitantemente com a liberação de hemoglobina (7,19,22). A hemoglobina no sangue será 

oxidada pelas espécies reativas de oxigênio (ROS) em metahemoglobina com liberação do heme 

livre em grandes concentrações plasmáticas (30). Em altos valores plasmáticos, o heme livre é 

extremamente danoso para o ser humano visto que: possui efeito tóxico no endotélio, expondo a 

matrix extracelular e favorecendo a formação de microtrombos na circulação do hospedeiro; 

estimula uma resposta inflamatória exacerbada, com recrutamento de neutrófilos que irão iniciar a 

resposta imune estimulando a produção de ROS(31,32). Desta maneira, constrói-se um ciclo vicioso 

pois quanto mais heme livre, mais inflamação e consequentemente, mais ROS, que irão reagir com 

a hemoglobina, liberando assim mais  heme livre na circulação sanguínea(30,31). 

O hospedeiro possui proteínas carreadoras e enzimas para controlar os efeitos tóxicos 

produzidos pelo heme livre. A associação com proteínas plasmáticas é fundamental para posterior 

metabolização e inativação do heme livre (33,34). A haptoglobina(Hp), proteína tetramétrica 

plasmática, se liga ao heme livre conduzindo o complexo Heme livre/Hp para o receptor CD163 dos 

macrófagos e monócitos presentes na polpa vermelha do baço (35). Os macrófagos então inativam o 

heme livre através da Heme Oxigenase 1, convertendo o heme livre em biliverdina e monóxido de 

carbono(CO)(34,36). Entretanto com o grande rompimento de hemácias no ciclo da malária, os 

mecanismos naturais homeostáticos não são suficientes para impedir que o heme livre haja no 

endotélio vascular, expondo a matriz trombótica, e ativando os polimorfos nucleares, que consiste 

no ciclo da malária a ROS mais atuante na oxidação do heme livre (31,32). A produção de radical 

superóxido está associada com o combate e extermínio do parasita ao nível celular, entretanto a 

elevada produção de superóxido leva a formação de metehemeglobina e heme livre em excesso 

(32). 
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III.3 - A Superóxido Dismutase 

 III.3.1 - Características bioquímicas 

A SOD contribui na resposta imune convertendo o radical superóxido em oxigênio e 

peróxido de hidrogênio, que será convertido pela catalase e pela glutationa peroxidase em água e 

oxigênio (37). Esta enzima possui três isoformas: a SOD1, citoplasmática, também chamada de 

Cu/Zn SOD; a SOD2, mitocondrial, conhecida como Mn SOD; e a SOD extra celular (SOD 

EC)(36,38,39). 

As mutações na SOD1 podem levar a hiperfunção e ,consequentemente, mudança do efeito 

protetor da enzima, passando a apresentar efeito nocivo à célula. Os elevados níveis de peróxido de 

hidrogênio, resultados da hiperatividade da SOD1, aumentará a quantidade do radical hídroxila (-

OH) intracelular.(40). Por ser altamente reativa, o radical hidroxila compromete toda a estrutura 

proteica e da membrana lipoproteica por reação de oxidação intracelular e posterior desnaturação da 

estrutura.  

 III.3.2 - Correlação com a  gravidade da malária vivax 

Andrade et al (2010) identificaram a enzima SOD-1 como biomarcador para distinguir 

pacientes com malária vivax grave daqueles com infecção moderada na Amazônia brasileira, sendo 

melhor em sensibilidade e especificidade que o TNF-alfa, marcador rotineiramente utilizado para 

avaliar a resposta imune-inflamatória na malária (41). Além disso, foi descrito que o heme livre 

exerce atividade inibitória na produção das citocinas anti-inflamatórias IL10 e TGF-Beta através da 

SOD1 e da ligação do heme livre ao ao CD14 (42–44).  

 III.3.3 - Polimorfismos genéticos da superóxido dismutase  

As mutações na SOD1 apresentam participação fundamental na patogênese na esclerose 

lateral amiotrófica familiar (ELAf); já que polimorfismo em único nucleotídeo (SNPs do inglês 

Single Nucleotide Polimorphism)  estão associadas com a manifestação dos sintomas desta doença 

(45,46). O papel da SOD1 na fisiopatologia da ELAf ainda não é totalmente claro, no entanto, 

acredita-se que  as mutações pontuais da SOD1 aumentam as funções tóxicas da enzima, 

principalmente a atividade catalítica devido a liberação do íon Cobre catalítico. (47). Entretanto, os 

mecanismos o papel da SOD1 na patogênese da ELAf não está totalmente esclarecido,por isso, é 

necessário  de mais estudos para elucidar os mecanismos patológicos da SOD1.(47).  

Portanto, visto que SNPS na SOD1 já terem sido associados com a ELAf, é válido investigar 

se mutações desta enzima também estão relacionadas com outras doenças que já demonstraram que 

a SOD1 pode ter um efeito importante em sua fisiopatologia, como a malária vivax. Pretende-se, 
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então, neste trabalho avaliar se as mutações na SOD1 encontradas em pacientes com malária vivax 

estão associadas com a gravidade dos sintomas, em uma tentativa e compreender qual a função da 

SOD1 na patogênese da malária.  
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I. Metodologia 

Estudo populacional e participantes  

O estudo realizado foi um corte transversal com amostras obtidas de indivíduos residentes 

em Buritis (10°12’43’’S, 63°49’44’’W) e Demarcação (8°10’04,12’’S, 62°46’52.33’’O), Rondônia, 

Brasil, entre junho de 2006 a agosto de 2007. A detecção ativa da malária foi feita nos indivíduos 

que solicitaram atenção domiciliar à Fundação Brasileira Nacional de Saúde (FUNASA). Pacientes 

admitidos no Hospital Municipal de Buritis com sintomas moderados a graves também foram 

convidados a fazerem parte do estudo. Todos os indivíduos, diagnosticado ou não com malária, de 

quinze a setenta anos, de ambos os sexos, e que vivem na região por mais de seis meses foram 

convidados a participar do estudo. O diagnóstico da malária vivax foi feita de duas formas: a 

primeira com o exame da gota espessa, usando microscopia de campo e parasitemia (parasitas/ 

microL) e a reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizado em todas as amostras para 

confirmar o diagnóstico. Os critérios de exclusão foram: hepatites virais A, B, C e D, alcoolismo 

crônico, Vírus da Imunodeficiência Humana tipo 1 (HIV) , febre amarela, leptospirose, câncer, 

doenças degenerativas, traço falcêmico e uso de drogas hepatotóxicas e imunossupressoras. Dois 

indivíduos com infecção por P. malariae foram retirados do estudo.  

Depois de confirmado o diagnóstico, os indivíduos infectados por P. vivax foram 

acompanhados por 30 dias. Aqueles que não apresentavam nenhum sintoma foram considerados 

assintomáticos, e os que apresentavam sintomatologia da doença eram considerados sintomáticos. O 

grupo amostral utilizado foi de 56 pacientes no total, sendo 28 pacientes sintomáticos, 17 pacientes 

assintomáticos e 11 pacientes controles. A coleta de sangue foi realizada antes do tratamento, no 

momento do diagnóstico. Todos os casos foram tratados conforme os protocolos da FUNASA.  

Confirmação Ética  

O consentimento escrito foi obtido de todos os participantes e toda a investigação clínica 

ocorreu seguindo a declaração de Helsinki. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Medicina São Lucas, Rondônia, Brasil, sob o número de licença 55/07. O 

parecer de aprovação do projeto pelo CEP está em anexo (ANEXO I). 

Diagnóstico de Malária por PCR  

O diagnóstico de malária vivax foi confirmado utilizando PCR. 5ml de sangue em um tubo a 

vácuo contendo EDTA e a extração de DNA feita seguindo o modelo fenol-clorofórmio, seguido da 

precipitação de acetato de sódio e etanol. A primeira amplificação de DNA foi feita com primers 

gene específicos PLU5 e PLU6. Amostras positivas que rendiam mais que 1,200bp serviam de 
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padrão para o nested PCR. A amplificação do PCR foi realizada com primers espécies específicas 

para 30 ciclos à temperatura de annealing de 58ºC para P. Falciparum( Fal e Fal2), de 65ºC para P. 

vivax (Viv e Viv2) e P. malariae (Mal e Mal2). Os fragmentos obtidos do P. vivax eram de 120bp 

enquanto que o P. falciparum e o P. malariae eram de 205 e 144bp, respectivamente. Os produtos 

foram visualizados em gel de agarose a 2% com coloração por brometo de etídio. Uma amostra 

controle foi colocada a cada doze amostras a fim de controlar contaminações cruzadas. Todos os 

testes foram realizados no Laboratório Integrado de Microbiologia e Imunorregulacao (LIMI) no 

Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz (FIOCRUZ/BA).  

Dosagens plasmáticas 

A quantificação do TNF, IL6, IL8, IL-10, IL4, e IFN-gama, IL12p70, CXCL10 foi realizada 

por CBA (do inglês Cytometric Bead Array), BD Biosciences Pharmingen, USA. Todas as amostras 

foram analisadas em um único ensaio de acordo com o protocolo do fabricante. Curvas padrão 

foram elaboradas com detecção mínima das citocinas de 3.7 pg/ml. Após acidificação e ativação do 

TGF-beta, seguido de neutralização, a TGF-beta total foi mensurado a partir do ELISA (conforme 

as instruções do fabricante).  

A SOD1 foi mensurada através do Kit Elisa Cu/Zn Superoxidodismutase, de acordo com o 

protocolo do fabricante (Calbiochem, EMD, chemicals, Darmstad, Alemanha). Resumidamente, o 

plasma humano foi diluído em 1:200 em PBS, distribuído e sensibilizado em 96 poços. As amostras 

foram incubadas a temperatura ambiente com HRP conjugado com anticorpo contra Cu/Zn SOD. O 

substrato colorimétrico foi adicionado por dez minutos protegido da luz intensa. A reação foi 

interrompida e analisada no 450nm.  

As dosagens plasmáticas de creatinina plasmática, ALT, AST, bilirrubina total, direta e 

indireta, Proteína C reativa (PCR) e Creatinina foram realizadas pelos laboratórios clínicos da 

Universidade de São Lucas e o Laboratório de Patologia Clínica (Salvador). . 

Genotipagem 

As reações de PCR para amplificação dos éxons do gene da SOD-1 foram realizadas 

conforme técnica padronizada pela equipe do de Microbiologia e Imunorregulação do CPqGM A 

reação realizada consiste em uma solução de 50 microL para cada 5 microL de DNA da amostra. A 

solução é composta por 0,4 microL de Taq DNA polimerase, 1,0 microL de nucleotídeo, 0,5 microL 

de Primer Forward e 0,5 microL de Primer Reverse, 5 microL de Cloreto de Magnésio e 3 microL 

de Tampão 10x. Para completar 50 microL era adicionado água Milli-Q®. Os oligonucleotídeos 

sintéticos (Primers) a serem utilizados nas várias reações são descritos na Tabela 1. Para o 
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sequenciamento do gene da SOD-1 foi utilizado o protocolo realizado pela Plataforma Tecnológica 

de Seqüenciamento de DNA do CPqGM – FIOCRUZ, utilizando o sequenciador automático de 

DNA ABI Prism 3100 DNA, o Kit BigDye 03 Terminator™ Sequencing Standards (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) e os oligonucleotídeos listados na Tabela 1.  

Tabela 01 - Sequência dos oligonucleotídeos sintético 
 

Gene Primers (5'-->3') 

SOD-1 éxon1 

Direto GGTTTGCGTCGTAGTCTCCTG 

Inverso CGCTCCTAGCAAAGGTGCGC 

SOD-1 éxon2 

Direto CAGCTGTTTTCTTTGTTCAG 

Inverso GTTTAGGGGCTACTCTACTG 

SOD-1 éxon3 

Direto TGATGCAGGTCAGCACTTTC 

Inverso GTATACCATATGACCTCCAG 

SOD-1 éxon4 

Direto GCTCATGAACTACCTTGATG 

Inverso AGAAACCGCGACTAACAATC 

SOD-1 éxon5 

Direto GTAGTGATTACTTGACAGCCC 

Inverso AATCTGTTCCACTGAAGCTG 

Os reagentes utilizados foram 100 a 200 ng/ml do DNA molde, oligonucleotídeos sintéticos 

(2,0 pMol), utilizando 2 microlitros/amostra de cada primer separadamente, tampão de 

sequenciamento, 1,5 microlitros/amostra, Big dye (versão 3,1), 1 microlitro/amostra e água para 

PCR (DNAse, RNAse free) 5,5 microlitros, finalizando 10 microlitros de solução. A purificação foi 

feita com isopropanol 65% e etanol 70%. A desnaturação foi feita utilizando Formamida Hi-Dl, 10 

microlitro/amostra. Para a termociclagem, realizou-se 1 ciclo de 1 min a 96ºC, 35 ciclos de 15 

segundos a 96ºC, 15 segundos a 50 ºC, 4 min a 60 ºC e 4ºC por tempo infinito. A precipitação da 

amostra fez-se com a adição de 40 microlitros de isopropanol 65% por poço, selou-se a placa com 

tampa de silicone e para agita-la suavemente, depois por 15 a 30 minutos a placa ficou incubada a 

temperatura ambiente, sendo levada para a centrifugação por 45 minutos a 3700 rpm, após esse 

período. O sobrenadante foi descartado, diminuiu-se o break da centrífuga para 5 e com a placa 

invertida foi realizado o spin a 200 rpm sobre um papel absorvente. Adicionou-se 200 microlitros 

de etanol 70% com posterior vedação com tampa de silicone e centrifugação por 20 minutos a 3700 

rpm. Novamente, o sobrenadante foi descartado, a centrífuga teve seu break reduzido para 5 e fez o 

spin a 200 rpm com a placa invertida sobre um papel absorvente. A placa foi secada em temperatura 

ambiente por trinta minutos no escuro. A desnaturação, que é realizada logo antes de colocar a placa 

no sequenciador, foi realizada com a suspenção em 10 microlitros de formamida, depois 

desnaturação por 5 minutos no termociclador, choque térmico por dois minutos em gelo ou freezer a 

-20ºC e finalizando com a placa sendo colocada no sequenciador. 
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Analise de dados 

As sequências genéticas foram analisadas através do Electropherogram Quality 

Analysis(Embrapa) e alinhadas com o software Bioedit versão 5.0 a partir da sequência referência 

de cada éxon para a Superoxido Dismutase 1.  

As sequências foram submetidas ao algoritmo BLAST do National Center of Biotechnology 

Information, NCBI, (Disponível em www.ncbi.nlm.nih.gov) para comparação com as sequências 

genéticas homólogas da Superóxido dismutase 1 no Genbank,(Disponível em: 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  

Por fim, as sequências foram alinhadas através do programa  MUSCLE (Multiple Sequence 

Comparison by Log Expectation). 

Mineração de Dados 

Utilizou o programa WEKA volume 11 para realizar a mineração de dados das mutações nas 

posições encontradas. Os critérios de exclusão para cada posição adotados foram informação 

perdida em mais de 50% dos pacientes e variância da posição encontrada em menos de 10% dos 

pacientes. 

Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o método do Qui-quadrado ou teste de Fisher 

para análise de dois grupos com amostras paramétricas, utilizando o valor de significância 

estatística P< 0.05. Para análise entre dois grupos de dosagens não paramétricas utilizou-se o teste 

de Mann –Whitney e para análise de dois ou mais grupos, realizou-se o teste de Oneway-Anova, 

Kruskal-Wallis com Teste de comparação múltipla de Dunns, para comparar a relação entre os 

grupos, especificamente.  

As análises estatísticas foram realizadas no programa Graphpad Prism ( versão 5.0b) 

software ( Graphpad software, San Diego, CA, EUA). 
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IV. Resultados 

O grupo amostral analisado foi composto de 56 indivíduos, sendo 28 pacientes sintomáticos, 

17 pacientes assintomáticos e 11 controles saudáveis. Nos grupos sintomáticos e controle, houve 

uma proporção equilibrada entre homens e mulheres, com um percentual da população masculina 

de 47,5% e 45,4% nos grupos respectivamente. No grupo assintomático, observou-se uma maior 

quantidade de mulheres com percentual de 70,6% do total das amostras de assintomático (Tabela 

02). A mediana das idades entre os grupos também não foi estatisticamente significante (P>0,05), o 

grupo de assintomáticos apresentou a maior mediana com o valor em anos de 42 e nos grupos de 

sintomáticos e controles a mediana ficou entre 35 e 37 anos (Tabela 02). O número de episódios de 

malária prévios se mostrou elevado no grupo de assintomáticos com mediana de 17 e significância 

estatística (P<0,001) tendo o grupo de sintomáticos média de 5. A parasitemia mostrou ser um 

parâmetro significante estatisticamente (P<0,001) para diferenciar o grupo de sintomáticos e 

assintomáticos, com mediana do primeiro grupo em torno de 6.852 parasita/microlitro comparado 

com mediana de 0 parasitas/microlitro no grupo assintomáticos(Tabela 02). 

Tabela 02 – Variáveis epidemiológicas relacionadas com os grupos clínicos de malária vivax 
 

Variáveis Epidemiológicas Sintomático Assintomático Controle Valor de P 

Homens(%) 47,5 29,4 45,4 0,5030 

Idade(Anos) 
   

 

Mediana 35 42 37 0,5399 

Intervalo Interquartil   28-48 32-47 29-47 

 

Episódios de Malária 
  

 

Mediana 5 17 13 <0.0001 

Intervalo Interquartil   1-12 13-21 8-22  

Parasitemia(Parasita/Microlitro) 
   

 

Mediana 6852 0 0 <0.0001 

Intervalo Interquartil   1493,2-56334,5 0-30,5 0  

As amostras de grupos sintomáticas apresentaram níveis elevados de ALT comparado com 

os outros dois grupos (P<0,001) com mediana de 167,52U/L em comparação com a média do grupo 

de assintomáticos que foi de 35 (Tabela 03). Os níveis de AST mostraram que os grupos 

sintomáticos apresentam maiores valores com mediana de 152 U/L contra valores de 45 e 43 das 

médias dos grupos de assintomáticos e controles (P<0,05). As medidas de creatinina se mostraram 

significativas para distinguir o grupo controle de sintomáticos e assintomáticos (P<0,05). Os valores 

de Proteína C reativa (PCR) mostraram-se maior no grupo de sintomáticos com valor de P < 0,05 

para diferenciar entre o grupo de assintomático (Tabela 03). A diferença entre os valores de 

bilirrubina total não mostrou ser estatisticamente significantes entre os grupos clínicos (P>0,05). A 
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diferença entre o grupo de sintomático e controle do valor de bilirrubina direta mostrou ser 

significante estatisticamente (P < 0,05) (Tabela 03). E a diferença entre os valores de bilirrubina 

indireta mostraram ser significantes entre os grupos sintomáticos e assintomáticos (P< 0,05) (Tabela 

03). 

Tabela 03 – Marcadores de disfunção orgânica relacionadas com os grupos clínicos de malária vivax 

Marcadores de Disfunção Orgânica Sintomático Assintomático Controle Valor de P 

ALT(U/L 
 

 
 

 

Mediana 167,52 35 43 <0.0001 

Intervalo Interquartil 112,5-392,5 25,5-47,5 33-51  

AST(U/L) 
   

 

Mediana 152 45 43 0,0023 

Intervalo Interquartil  68,5-489 34-83 29-54  

PCR(mg/dl) 
   

 

Mediana 9,5 7 4 0,0033 

Intervalo Interquartil 6,25-20 3-9,5 3-4  

Bilirrubina Total(mg/dl) 
   

 

Mediana  4 5 5 0,9814 

Intervalo Interquartil 1-7,75 2,5-7,5 3-6  

Bilirrubina Direta(mg/dl)     

Mediana 3,5 3 1 0,0288 

Intervalo Interquartil 2-4,7 1-5,5 0-3  

Bilirrubina indireta(mg/dl) 
   

 

Mediana 4 2 3 0,0037 

Intervalo Interquartil 2-6,75 1-3 2-6  

Os níveis de SOD1 encontrado nos pacientes foram suficientes para diferenciar pacientes 

sintomáticos dos assintomáticos com significância estatística (P<0,001). No modelo adotado pelo 

software WEKA, J48 decision tree, os valores de cut-off  para pacientes discriminar pacientes  

sintomáticos e assintomáticos foi de 12,8 ng/ml e para diferenciar pacientes assintomáticos dos 

controles saudáveis foi de 5,5 ng/ml (Gráfico 1).  
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Os marcadores inflamatórios TNF-α e IL6 mostraram um aumento significativo comparando 

os grupos sintomático e assintomáticos. (P<0.001, respectivamente). (Gráfico 2 e Gráfico 3).  
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As dosagens de IL12p70 apresentaram diferenças significantes entre os grupos sintomáticos 

e controles (P = 0,002) (Gráfico 4). Os níveis de IFN-γ apresentaram média entre os grupos 

sintomáticos, assintomáticos e controle com pouca variação, não encontrando significância 

estatística (P>0.05) (Gráfico 5). A diferença entre os níveis de IL10 teve diferença estatísticos 
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significante entre os grupos, assintomáticos e sintomáticos e assintomáticos e controles, possuindo 

elevados níveis no grupo de assintomáticos (Gráfico 6).  
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Após a análise das sequências genéticas, verificou-se através da mineração de dados que as 

mutações encontradas nos cinco éxons da SOD1 foram significativas para diferenciar pacientes 

sintomáticos de assintomáticos e sintomáticos de controles somente nos éxon 03 e no éxon 05. Os 
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SNPs encontrados nos outros éxons não foram relevantes por estarem presentes em menos que 10% 

dos pacientes. No total foram encontrada 33 mutações de nucleotídeos significantes nos éxons 3 e 5. 

Com o modelo J48  decision tree observou-se que o SNP da posição 2 do éxon 3, com modificação 

de uma base nitrogenada de Guanina por Citosina, está associado com a diferenciação entre os 

pacientes sintomáticos e assintomáticos (P<0.05) (Tabela 04). Entre os aminoácidos encontrou-se 

que modificações nas posições 6, com modificação de uma Glicina por uma Valina, na posição 8, 

com modificação do aminoácido Histidina por uma Treonina e na posição 9 com modificação do 

aminoácido Fenilanina por um Leucina, foram significantes estatisticamente (P < 0.05), com alta 

especificidade para diferenciar pacientes sintomáticos de assintomático.(Tabela 05). 

 Tabela 04 – SNPs em relação aos grupos clínicos de malária vivax. 
 

Posição SNPs Sensibilidade Especificidade Odds Ratio 
Intervalo de 

confiança(95%) Valor de P 

P02_ex3 G>C 0.6154 0.7647 5.200 1,42-18,95 0.0186 

 

 Tabela 05 – Alteração na estrutura proteica em relação aos grupos clínicos de malária  vivax 
 

Posição 
Alteração nos 
Aminoácidos Sensibilidade Especificidade Odds Ratio 

Intervalo de 
confiança (95%) Valor de P 

P06_ex3 G>V 0.7222 0.5789 3.575 1.11-11.48 0.0419 

P08_ex3 H>T 0.7105 0.5789 3.375 1.06-10.65 0.0460 

P09_ex3 F>L 0.7105 0.5789 3.375 1.069-10.65 0.0460 
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VI. Discussão 

A malária vivax constitui no Brasil uma endemia, com concentração significante na região 

norte do país(14,48). Entretanto, viajantes, constantemente, se expõe ao parasita a partir do 

momento que visitam regiões endêmicas. Quando retornam aos seus locais de origem podem 

manifestar os sintomas em centros de saúdes que não estão preparados para tratar a malária como 

diagnóstico diferencial, subdiagnosticando a doença(49,50). O tratamento inadequado esta 

associado a uma maior morbimortalidade da malária fora das regiões endêmicas (4,17,20). Além 

disso, estudar a patogênese da malária vivax, elucida informações importantes a cerca da 

fisiopatologia das doenças hemolíticas e a importância do Heme livre na resposta 

Imune/Inflamatória do hospedeiro(32,34). A associação dos componentes da via do Heme na 

patogênese da malária vivax já foi realizada por Mendonça et al (2012). Dessa forma a correlação 

entre as moléculas da via do Heme, como as proteínas que transportam o heme livre para 

metabolização nos macrófagos, haptoglobina, e os receptores dessas protéinas nos macrófagos, o 

CD163, foi estabelecida com grupos de sintomáticos na malária vivax(34).  

Episódios de malária e Parasitemia foram informações epidemiológicas que mostraram 

significância estatística entre os grupos clínicos. Os assintomáticos mostraram estar associados com 

o maior número de Episódios de malária. Outros estudos mostraram que tanto na infecção por P. 

Falciparum e por P. vivax, a maior quantidade de episódios de infecção pelo plasmodium confere 

ao hospedeiro maior a probabilidade dele manifestar formas assintomáticas da doença (6,43,51). 

Manifestação sintomática da doença está intimamente relacionada com a parasitemia da malária, 

por aumentar a reação inflamatória do hospedeiro, a parasitemia elevada encontrada no grupo 

sintomático confirma achados prévios, sobre a correlação entre quantidade de parasitas e 

exacerbação dos sintomas(6,52). 

O ciclo de vida do parasita do gênero Plasmodium envolve lise dos hepatócitos, logo, 

espera-se que enzimas intracelulares como AST e ALT estejam aumentados em pacientes 

sintomáticos(23). Nos pacientes analisados, tanto os marcadores de AST e ALT entre os grupos 

clínicos, os pacientes sintomáticos apresentaram níveis elevados estatisticamente significantes, 

comparando com os pacientes assintomáticos e com o grupo de controles saudáveis. A via do heme 

tem como um dos produtos finais a bilirrubina, que sofre conjugação hepática e depois secreção 

intestinal (44). Nos pacientes sintomáticos, somente a bilirrubina direta apresentou níveis elevados, 

em comparação com os demais grupos. 

Os marcadores inflamatórios TNF e IL6 apresentaram níveis elevados, com diferenças 

estatisticamente significantes, nos pacientes sintomáticos em relação aos assintomáticos e o grupo 
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de controle. Como são citocinas relacionadas com a resposta imune pró-inflamatória do hospedeiro, 

espera-se que os pacientes com esses marcadores elevados manifestem os sintomas da 

doença(43,52). Nos pacientes infectados com P. falciparum, observa-se padrão semelhante no 

comportamento das citocinas e na manifestação de sintomas, inclusive, pacientes com 

manifestações graves da doença (1,21). Entre os pacientes assintomáticos, importante observar que 

os níveis de IL10 tiveram diferenças significativas entre os indíviduos assintomáticos e sintomáticos 

e assintomáticos e sintomáticos de forma significativa estatisticamente. A caraterística moduladora 

da citocina IL10 pode estar relacionada com a não manifestação de sintomas pelos indivíduos 

assintomáticos, indicando importância no controle da malária vivax (43) 

Os níveis de SOD1 acompanham o padrão das citocinas inflamatórias TNF e IL6(47). 

Portanto, estão aumentados de forma significativa nos pacientes sintomáticos em comparação com 

os assintomáticos. No entanto, estabelecer se os níveis de SOD1 como causadores dos sintomas dos 

pacientes com P. vivax ainda não é possível com os dados obtidos. Sabe-se que a resposta imune da 

malária é complexa e multifatorial(43). As moléculas da resposta imune, tanto as inflamatórias e as 

moduladoras, atuam em rede e com suas interações variando a todo momento, acompanhando a 

evolução natural da doença(43). Percepção que transcende a busca natural de um fator causal para a 

respectiva doença e expande a visão para uma rede de fatores interligados e dinâmicos, 

contribuindo para a infecção. Assim, faz-se necessário, adaptar a concepção de resposta imune em 

rede para a malária como já foi proposto por Mendonça et al (2013). Pois, dessa forma, diminui-se a 

probabilidade de restringir a complexidade da malária em uma única molécula e aumenta a 

compreensão da resposta imune, de uma maneira holística, do hospedeiro ao ser infectado pelo 

parasita do gênero Plasmodium sp. 

A via da SOD1 é intimamente relacionada com as enzimas peroxidase e catalase, que 

degradam o peróxido de hidrogênio em água e oxigênio (36). Entretanto, em doenças hemolíticas, 

quando o heme induz o aumento dos níveis de SOD1 e a produção de radicais superóxido em 

excesso podem provocar o acúmulo de peróxido de hidrogênio (47). Supõe-se que, os níveis de 

catalase e peroxidase não aumentam proporcionalmente aos níveis de SOD1, levando ao 

desequilíbrio e excesso de peróxido de hidrogênio na célula (47). A atividade oxidativa mais 

significante entre os radicais oxidativos é do radical superóxido, já que ele é a molécula mais 

instável(40,47). no entanto o peróxido de hidrogênio apresenta atividade oxidativa significante e 

que se não for neutralizado, apresenta danos intracelulares a membrana lipoproteica e a enzimas 

destituindo a função de cada molécula(41,53–55). Por isso, investigar os níveis de peroxidase e 
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catalase em pacientes com malária vivax é essencial para compreender qual o papel da SOD1 na 

manifestação de sintomas pelo paciente infectado. 

Os resultados encontrados mostraram que alterações genéticas no gene da Superoxido 

Dismutase 1 podem estar associados com a susceptibilidade de pacientes a o Plasmodium vivax. 

Mutações no éxon 3 do gene, na posição 02, com substituição de uma Citosina por uma Guanina e 

nas mutações na própria enzima, nas posições 06,08,09. A mutação na posição 06 encontrada 

mostrou a substituição de um aminoácido glicina por uma valina, que apresentam cadeias alifáticas 

laterais não conjugadas similares e potenciais de ionização (PI) próximos, fatores que podem estar 

associados com alteração da forma ou da função da enzima(56). Já a posição 08 apresenta o 

aminoácido histidina, que além de possuir o radical imidazol na sua estrutura, possui caraterísticas 

básicas, sendo substituído pelo aminoácido treonina, que não possui o mesmo radical em sua 

estrutura. Na posição 09 o aminoácido fenilanina, que contém um radical aromático nas suas 

cadeias laterais, é substituído pelo aminoácido leucina, que possui cadeia alifática não polarizada 

nas suas cadeias laterais(56). As modificações nas caraterísticas de cada aminoácido provavelmente 

alteram a estrutura da enzima SOD1, que pode comprometer sua função ou não(55,56).  

Entretanto, os dados não são suficientes para afirmar que as mutações são causa da 

sintomatologia da malária vivax, eles apontam que o polimorfismo da SOD1 pode estar associado 

com a repercussão de sintomas clínicas em pacientes infectados pelo Plamodium vivax. Dados 

similares foram encontrados nas moléculas IL6 e BAT1, indicando que polimorfismos dessas vias 

também estão associados com a malária vivax (57). Estudos tridimensionais da estrutura proteica da 

enzima com cada mutação analisando se sua função permanece intacta ou se altera a partir do novo 

aminoácido modificado em sua estrutura é necessário para corroborar ou afastar tais achados.  

A Esclerose Lateral Amiotrófica familiar é uma doença do neurônio motor superior 

degenerativa. Genótipos diferentes da SOD1 estão associados com a manifestação clínica da doença 

e a evolução da doença(45,47). A relação que é mais aceita no papel da SOD1 na patogênese da 

ELAf é com hiperfunção da molécula, aumentando os níveis de peróxido de hidrogênio e 

comprometendo a dinâmica intracelular dos neurônios, afetando principalmente as 

mitocôndrias(47). Mutações pontuais na posição 4, com a substituição de uma valina por uma 

alanina, e na posição 46 , com a substituição de uma arginina por uma histidina, estão associadas 

com expectativa de vida de 1,5 anos e 18 anos, respectivamente, nos pacientes com ELAf(55). A 

interseção entre a patogênese da ELAf e a malária vivax não é bem estabelecida, no entanto 

observando os mecanismos intracelulares da SOD1 na ELAf é fundamental para investigar como é 

desenvolvida a patogênese da malária vivax. 
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O estudo é o primeiro a analisar mutações genéticas na SOD1 em pacientes com malária 

vivax. Apesar de ter um número amostral restrito, que impede de relacionar casualmente a SOD1 

com a malária, observa-se que há uma relação entre as formas sintomáticas de malária com a 

presença de mutações na SOD1. No entanto, estudos futuros devem ser realizados para investigar se 

a manifestação dos sintomas é por causa de mutações que levem a uma hiperfunção da enzima, 

como ocorre na ELAf (47). Ou por uma inatividade da enzima, tornando a SOD1 incapaz de 

proteger o indivíduo do radical superóxido(47). Ainda deve ser investigado a repercussão proteica 

dessas mutações encontradas. A substituição de aminoácidos indica que deve haver alteração na 

forma e na funcionalidade da enzima devido as diferenças bioquímicas entre os aminoácidos 

modificados. Por isso, avaliar a estrutura tridimensional proteica dessas mutações é fundamental 

para correlacionar se essas mutações repercutem na prática fisiopatológica da doença. Por fim, a 

análise com o software WEKA não permitiu relacionar as mutações com os níveis de citocinas e 

quimiocinas plasmáticas e com os marcadores de função orgânica, por causa de uma limitação 

inerente ao modelo adotado, J48 decision tree. Entretanto novas metodologias já estão investigadas 

para correlacionar esses dados. 
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VII. Conclusões 

1. Foram encontradas mutações genéticas na SOD1 em pacientes com formas clínicas 

sintomáticas da malária por P. vivax. 

2. Foram encontradas mutações proteicas na SOD1 em pacientes com malária por P. vivax. 

3. Mutação de um único nucleotídeo no gene da SOD1 pode estar associado com a 

manifestação de sintomas de paciente com malária por P. vivax. 

4. Alterações de aminoácidos na estrutura proteica da enzima SOD1 podem modificar a 

função e estrutura da SOD1, contribuindo para a manifestação de sintomas em pacientes 

com malária por P. vivax. 
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VIII. Summary 

Background: Actually, malaria still the most protozoan disease in all the world, with 3.4 billion of 

people under the risk zone. Malaria's vivax physiopathology remains with some unclear 

pathological mechanisms, which is the paper of Superoxide dismutase 1 (SOD1), that showed more 

sensibility and specificity, in malaria vivax, than TNF. Objective: Evaluate if mutations in SOD1 

are associated with symptomatology in patients with malaria vivax Methods: A cross sectional 

study was realized with 56 individuals, 28 symptomatic, 17 asymptomatic and 11 health controls, at 

the amazon Brazilian rain forest. After this, all mutations were data mining with software WEKA 

version 11.0, with exclusion criteria: missing data more than 50% and mutations present in 10% of 

patients or less. Cytokines and chemokines were dosed with CBA(Cytometric Bead Array). Organic 

dysfunction markers were dosed in São Lucas, University Results: SOD1, TNF, IL6 levels show 

differences statistically significant between symptomatic and asymptomatic groups, and 

symptomatic and controls groups. IL10 levels show differences statistically significant between 

asymptomatic and symptomatic groups and asymptomatic and controls groups. Mutations in exon 3 

and exon 5 were significant, single nucleotide polymorphism (SNPs) were founded at position 2 of 

exon 3, with a cytosine replacing a guanine. Aminoacids replacements were founded significant in 

position 6, 8 and 9 of exon 3, with elevated specificity and sensibility to diagnose malaria vivax 

symptomatic.Discussion: Malaria inflammatory response is complex and depends from a lot of 

variables. Genetic component of SOD1 show relevance in symptomatic malaria vivax. More studies 

must be done to confirm this finds.Conclusion: Mutations was founded in SOD1 gene and was 

associated with malaria symptomatic. As well as, amino acids mutations in protein structure of 

SOD1 were associated with symptomatic clinical form of malaria vivax 

Key words: 1. Malaria vivax, 2. Cu/Zn superoxide dismutase, 3. Gene mutation. 
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X. Anexo 

ANEXO I: Parecer do Cômite de Ética da Faculdade de São Lucas, com aprovação da 

investigação 

 

 


