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RESUMO 

PINCELLI, Anaclara. Malária nos primeiros dois anos de vida pós-natal de crianças na 

Amazônia Brasileira: fatores associados e risco de anemia aos dois anos de idade. 2023. 
105f. Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2023.  
 
Neste estudo de coorte – aninhado ao estudo Materno-Infantil no Acre: coorte de 
nascimentos da Amazônia Ocidental Brasileira (MINA-Brasil) – investigamos a malária na 
infância, na cidade de Cruzeiro do Sul, no Acre, uma das regiões de maior endemicidade para 
a doença da Amazônia Brasileira. Investigamos os fatores associados com infecção e doença 
bem como as implicações da malária para o nível de hemoglobina aos dois anos de idade. 
Identificamos os casos de malária diagnosticados ao longo dos primeiros dois anos de vida 
da população deste estudo através do cruzamento do banco de dados do projeto MINA-
Brasil com o banco de dados do sistema de notificação de malária SIVEP-Malária. A 
prevalência de período de malária entre as crianças deste estudo foi de 7,1% (n = 110/1539) 
– sendo que 89,0% dos casos de malária diagnosticados foram de malária vivax. Entre as 
crianças que tiveram malária notificada, episódios repetidos foram comuns: 53,6% tiveram 
mais de um episódio notificado e 19,1% tiveram ³4 episódios notificados. Usamos sorologia 
para identificar exposições prévias ao P. vivax nos primeiros dois anos de vida 
independentemente de terem sido notificadas no sistema SIVEP-Malária. Vimos que nos 
primeiros dois anos de vida 5,3% (n = 23/435) das crianças avaliadas tiveram evidência 
sorológica de infecção prévia por P. vivax – definida como positividade para ³2 antígenos da 
fase sanguínea de P. vivax em amostras coletadas aos ≅12 ou ≅	24 meses de idade. 
Observamos que parte importante das infecções por P. vivax nos primeiros dois anos de vida 
não é diagnosticada, o que indica subnotificação de infecções por P. vivax no início da vida. 
Vimos que as crianças que foram expostas à malária na vida intrauterina tiveram maior risco 
de infecção por P. vivax nos primeiros dois anos de vida (notificação de malária vivax: razão 
da taxa de incidência ajustada 2,52 IC 95% 1,36 - 4,66, P = 0,003; infecção prévia por P. vivax 
identificada por sorologia: razão de prevalência [PR] ajustada 2,61 IC 95% 1,27 - 5,36 P = 
0,009). O aleitamento materno por ³12 meses foi fator de proteção importante contra 
evidência sorológica de ao menos uma infecção prévia por P. vivax nos primeiros dois anos 
de vida (PR ajustada 0,20 IC 95% 0,13 - 0,31 P = <0,001). A notificação de malária nos 
primeiros 24 meses de vida se associou com aumento de risco de anemia aos dois anos de 
idade (PR ajustada de 1,81 IC 95% 1,03 - 3,18, P = 0,041); episódios repetidos de malária 
tiveram efeito negativo mais pronunciado (PR ajustada 2,39 IC 95% 1,28 - 4,44, P = 0,006). 
Observamos associação entre notificação de malária vivax e aumento de risco de anemia aos 
dois anos de idade nos casos de episódios recentes (diagnosticados nos 12 meses prévios à 
medição do nível de hemoglobina), ou nos casos repetidos (³2 notificações de malária 
vivax). Os resultados deste estudo apontam para efeito negativo cumulativo da malária no 
início da vida de crianças da Amazônia brasileira, e reforçam a importância da promoção do 
aleitamento materno.  
 
 
 
 
Palavras-chave: Malária na infância; Plasmodium vivax; Amazônia. 



ABSTRACT 

PINCELLI, Anaclara. Malaria during the first two years of the life of children in Amazonian 

Brazil: associated factors and risk of anemia at two years of age. 2023. 105p. Thesis (Ph.D. 
in Science) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2023.  
 

In this cohort study – nested within the Maternal and Child Health and Nutrition in Acre, 
Brazil (MINA-Brazil) study – we investigated malaria in early infancy in the main malaria 
transmission hotspot of Amazonian Brazil. We investigated factors associated with infection 
and disease from birth until the age of 2 years and the clinical impact of malaria for 
hemoglobin levels at the age of 2 years. We identified malaria cases during the first two 
years of age of the study population in the electronic database of the Ministry of Health of 
Brazil (SIVEP-Malaria) for malaria case notifications. The cumulative prevalence of malaria 
was 7.1% (n = 110/1539) – 89.0% of the infections were caused by P. vivax. Few (1.4%) 
children experienced ≥4 infections during the 2-year follow-up, accounting for 43.4% of the 
overall malaria burden among study participants. We used serology to identify prior 
exposures to P. vivax in the first two years of life regardless of the malaria notification. 
Overall, 5.3% (n = 23/435) of the children evaluated had serological evidence of previous P. 
vivax infection – defined as positivity for P. vivax ³2 blood phase antigens in samples 
collected at ≅12 or ≅ 24 months of age. Most (65.2%) children with serologically defined P. 
vivax infection had no clinical vivax malaria episode notified and treated with antimalarials 
during their first two years of life. Children born to mothers who had one or more infections 
during pregnancy are at an elevated risk of P. vivax infection in their early life (reporting of 
vivax malaria: adjusted IRR 2.52 CI 95% 1.36 - 4.66, P = 0.003; P. vivax infection identified by 
serology: adjusted PR 2.61 95% CI 1.27 - 5.36 P = 0.009). We identified prolonged 
breastfeeding (total breastfeeding duration ≥12 months) as a predictor of decreased risk of 
blood-stage P. vivax infection over the first two years of life (adjusted PR 0.20 CI 95% 0.13 - 
0.31 P = <0.001), although not of decreased risk of notified clinical vivax malaria. Malaria in 
the first 24 months of life was associated with an increased risk of anemia at two years of 
age (adjusted PR 1.81, 95% CI 1.03 - 3.18, P = 0.041); repeated episodes of malaria had a 
more pronounced negative effect (adjusted PR 2.39 95% CI 1.28 - 4.44, P = 0.006). Recent 
and repeated vivax malaria episodes in early childhood are associated with increased risk of 
anemia at the age of 2 years. The results of this study indicate a cumulative impact of P. 
vivax infections in infants and toddlers exposed to relatively low levels of malaria 
transmission in the Brazilian Amazon and reinforce the importance of promoting 
breastfeeding. 
 

 

 

 

 

 
 
 
Keywords: Malária during infancy; Plasmodium vivax; Amazon. 
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 INTRODUÇÃO 

 

 MALÁRIA 

 

A malária permanece como uma das principais doenças infeciosas do mundo.  

 

 A malária é uma doença vetorial; a infecção de seres humanos acontece durante o 

repasto sanguíneo de mosquitos fêmea do gênero Anopheles infectados com parasitos do 

gênero Plasmodium. Enquanto o mosquito se alimenta, esporozoítos são inoculados no 

tecido subcutâneo humano. Começa, então, a fase pré-eritrocitária da infecção, um período 

silencioso ao hospedeiro, quando ainda não há manifestação de sintomas clínicos. Parte dos 

parasitos inoculados chegam na corrente sanguínea, alcançam o fígado, atravessam 

hepatócitos e ali se estabelecem. Por aproximadamente 7 a 10 dias os parasitos se 

desenvolvem nos hepatócitos, até que depois de várias replicações mitóticas são liberados 

milhares de merozoítos na corrente sanguínea. Os merozoítos invadem hemácias, se 

multiplicam e originam mais merozoítos. A hemácia, agora cheia de merozoítos maduros, se 

rompe e novos parasitos são liberados na circulação; começa um novo ciclo de invasão de 

hemácias. Nesse momento, na fase sanguínea da infecção, os sintomas clínicos da malária 

podem aparecer. Nas hemácias, os merozoítos podem dar origem a novos merozoítos ou a 

gametócitos, a forma de vida do parasito que pode infectar o vetor e dar continuidade ao 

ciclo da malária (1,2). 

 Seis espécies de Plasmodium parasitam seres humanos: Plasmodium falciparum, P. 

vivax, P. knowlesi, P. ovale curtisii, P. ovale wallikeri, e P. malariae (2). Entre os seis, P. 

falciparum e P. vivax são os principais responsáveis pela carga de malária em humanos.  

 P. falciparum e P. vivax possuem suas especificidades. P. falciparum é a espécie 

predominante no continente africano (Figura 1), está associado a formas mais graves da 

malária, à facilidade de desenvolvimento de resistência aos antimaláricos, e é o agente 

etiológico responsável pela maior parte das mortes por malária no mundo (3). P. vivax 

possui distribuição mais ampla (Figura 1), é a espécie predominante nas Américas e, ainda 

que em menor escala que P. falciparum, também pode provocar malária grave e desenvolver 

resistência aos antimaláricos (4,5). Durante seu ciclo biológico, P. vivax pode desenvolver 

formas dormentes intra-hepáticas, os hipnozoítos, que podem provocar episódios repetidos 
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de malária a partir de uma única infecção primária. Além de terem impacto na saúde do 

hospedeiro e tornarem a história natural da malária vivax mais complexa, os hipnozoítos são 

um desafio para o controle da malária vivax (6–8).  

 

 
Figura 1 Estimativa de incidência global de malária vivax e falciparum no ano de 2017  
Número de casos por 1000 pessoas/ano. Adaptado de Battle et al. 2019 e Weiss et al. 2019. 
 

 Apesar da malária ser um dos grandes problemas de saúde da atualidade, essa é uma 

doença milenar, com via de transmissão conhecida e documentada desde 1897 (9). A 

virulência de P. falciparum é reconhecida há muitos anos; P. vivax, por outro lado, foi 

reconhecido como um problema de saúde pela comunidade científica somente no século XXI 

(4,7,10). Além de ter sido considerada uma espécie benigna por anos, a cultura in vitro de P. 

vivax a longo termo ainda não foi estabelecida, o que dificulta o entendimento dessa 

espécie. Assim, muito da biologia da malária vivax permanece desconhecido. 

 

Incidência de infecções por 
P. vivax em 2017
(casos por 1000 pessoas/ano)

Incidência de infecções por 
P. falciparum em 2017
(casos por 1000 pessoas/ano)
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1.1.1 Malária na infância 

 
 Crianças no início da vida são particularmente vulneráveis às formas mais graves da 

malária: mais da metade das mortes por malária no mundo são em crianças menores de 5 

anos (7,11,12). Após repetidas infecções por Plasmodium, é possível o desenvolvimento de 

imunidade clínica, que não previne a infecção, mas consegue limitar a parasitemia, o 

agravamento da doença e a manifestação de sintomas (13,14). Crianças no início da vida não 

tiveram exposições ao parasito suficientes para desenvolver imunidade e são mais 

vulneráveis às complicações da malária, entre elas anemia e anemia grave (15–17).  

Durante o ciclo de vida de Plasmodium, acontece a invasão de hemácias e destruição 

dessas células quando merozoítos são liberados na corrente sanguínea, o que contribui para 

o desenvolvimento de anemia, um dos principais desdobramentos clínicos da malária. Mas 

durante a infecção, a maior parte das hemácias destruídas são destruídas pelo sistema 

imune do hospedeiro sem nunca terem sido infectadas por Plasmodium (18,19). Enquanto P. 

falciparum invade hemácias de todas as idades, P. vivax invade somente reticulócitos – 

hemácias muito jovens e raras na circulação sanguínea, que correspondem, em adultos, a 

aproximadamente 1% das hemácias circulantes. A exclusividade por reticulócitos limita os 

níveis de parasitemia, que costumam ser mais baixos em infecções por P. vivax do que em 

infecções por P. falciparum (2). Mas a destruição de hemácias não infectadas na malária 

vivax é proporcionalmente maior do que na malária falciparum, e mesmo com diferenças 

nos níveis de parasitemia, a massa de hemácias perdidas na malária vivax e na malária 

falciparum é comparável (20). Além da destruição de hemácias, a infecção por Plasmodium 

pode provocar menor produção de reticulócitos pela medula óssea (21). As recaídas de P. 

vivax são um risco adicional: contribuem para prolongar e agravar a anemia associada à 

malária (7,16,17,20). 

A taxa de mortalidade global por malária em crianças menores de cinco anos reduziu 

de 5,9 (5,5 - 6,4) mortes a cada 1000 nascidos vivos no ano 2000 para 3,0 (2,4 - 3,6) mortes a 

cada 1000 nascidos vivos no ano de 2019 (22). A diminuição na taxa de mortalidade por 

malária não foi homogênea em todas as regiões endêmicas. Nos países com as mais altas 

taxas de mortalidade infantil ao longo dos primeiros cinco anos de vida (≥75 mortes a cada 

1000 nascidos vivos), a malária falciparum segue sendo uma das principais causas de morte 

nessa faixa etária. No Sudão do Sul, Congo, Libéria, Mali, Benim, Lesoto, Burkina Faso, Guiné 
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Equatorial, Guiné-Bissau, Níger e Costa do Marfim, a malária falciparum é a principal causa 

de morte em crianças menores de cinco anos (22).  

 P. faciparum é o grande responsável por mortes por malária no mundo. Mas no 

Sudeste Asiático e Pacífico Ocidental, em regiões endêmicas para P. vivax e para P. 

falciparum, o impacto da malária vivax para a saúde no início da vida é expressivo e 

extrapola o impacto da malária falciparum (16,17,23,24). Nessas regiões, o pico de 

incidência de malária vivax acontece em idade inferior ao pico de malária falciparum 

(16,23,25–27), sugerindo que a aquisição de imunidade contra P. vivax acontece mais cedo. 

Em estudo de vigilância hospitalar em Papua, na Indonésia, entre os pacientes 

diagnosticados com malária, P. vivax foi a espécie mais prevalente nos primeiros três anos 

de vida e principal responsável por anemia grave no início da vida; a partir dos 3 anos, P. 

falciparum passou a ser a espécie mais prevalente (17). Nas Américas, onde 

aproximadamente 75% dos casos de malária são provocados por P. vivax (28), a 

epidemiologia da malária na infância é pouco conhecida.  

 

1.1.1.1 Malária placentária e fenótipo imunotolerante para P. falciparum após o nascimento 

  

 A malária na gestação está associada com anemia materna, com aumento de risco de 

aborto, prematuridade, natimortalidade, baixo peso ao nascer e aumento da mortalidade 

materna e neonatal (7,29–31). Em gestantes, a malária falciparum pode se agravar para 

malária placentária. Faz parte da biologia de P. falciparum a expressão de proteínas 

(proteína 1 da membrana do eritrócito – PfEMP-1) que são transportadas para a superfície 

das hemácias parasitadas e possibilitam a citoaderência dessas hemácias em tecidos do 

hospedeiro. No caso da malária placentária, hemácias parasitadas por P. falciparum com a 

proteína VAR2CSA em sua superfície, se aderem a receptores de sulfato de condroitina A 

(CSA) presentes no sinciotrofoblasto (32). O sequestro de hemácias parasitadas na placenta 

acontece independentemente da imunidade clínica contra malária falciparum adquirida ao 

longo da vida; mas multigestas, quando expostas à malária placentária em gestações 

anteriores, podem desenvolver um repertório de anticorpos contra antígenos de VAR2CSA 

protetor contra esse desenvolvimento da doença (33–36). A malária placentária, além de 

estar associada com piora nos desfechos gestacionais, foi associada com aumento de risco 

de infeção por P. falciparum nos primeiros anos de vida (37–41).  
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 Em estudo realizado em Benim, foi observado aumento de risco de infecção 

sintomática por P. falciparum em crianças de 18 e 24 meses de idade expostas à malária 

placentária na vida intrauterina  (n = 27) quando comparadas com filhos de mães livres de 

malária placentária no parto (razão da taxa de incidência [IRR/Incidence Rate Ratio] ajustado 

1,5, intervalo de confiança [IC] 95%  1,0 - 2,3, P = 0,04); não foi observada diferença no risco 

de infecção assintomática (38). Resultados parecidos foram encontrados em estudo com 

população do Malawi, onde também foi observado aumento de risco para malária ao longo 

dos primeiros dois anos de vida em crianças expostas à malária placentária (razão de odds 

[OR/Odds Ratio] ajustada 3,9 IC 95% 1,2 - 13,0, P = 0,03) quando comparadas com crianças 

sem essa exposição identificada (39).  

 Andronescu et al. 2021, investigaram a associação entre malária placentária e 

tratamento intermitente preventivo da malária durante a gestação (IPTp) – com 

dihidroartemisinina-piperaquina (IPTp-DP), que oferece maior proteção contra malária 

placentária, e sulfadoxina-pirimetamina (IPTp-SP) – e o risco de malária falciparum ao longo 

dos primeiros 24 meses de vida de crianças do Malawi. Os autores não observaram 

associação entre diagnóstico de malária placentária no parto ou esquema de IPTp e risco de 

infecção por P. falciparum ou malária falciparum clínica na infância, e sugeriram que 

associações entre esquema de IPTp e risco de malária na infância sejam principalmente 

decorrentes de fatores ambientais e não da exposição à malária placentária (42).  

 A associação entre exposição à malária placentária durante a vida intrauterina e 

aumento de risco de malária após o nascimento dificilmente será livre de confundidores 

porque as condições ambientais, que costumam ser determinantes para o risco de malária, 

vivenciadas pela mãe ao longo da gestação e pela criança no início da vida, muitas vezes são 

compartilhadas. Mas além das associações epidemiológicas, foram observadas diferenças na 

resposta imunológica contra o parasito em crianças que foram expostas à malária 

placentária quando comparadas a crianças sem essa exposição. Alterações na resposta 

imunológica vão ao encontro do que foi observado em estudos epidemiológicos, e sugerem 

que a exposição a antígenos de Plasmodium ou a eritrócitos infectados durante a vida 

intrauterina pode provocar fenótipo imunotolerante para a malária após o nascimento 

(37,38,43).  

 Malhotra et al. 2009 observaram em estudo de coorte no Quénia que parte das 

crianças expostas à malária placentária desenvolveram perfil imunotolerante para P. 
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falciparum. O perfil imunotolerante se caracterizou por maior risco de infecção por P. 

falciparum nos primeiros três anos de vida e presença de células mononucleares do sangue 

de cordão umbilical (CBMCs) e periférico (PBMCs) que, ao terem contato com antígenos da 

fase sanguínea de P. falciparum, tiveram menor produção de citocinas características de Th1 

e maior produção de IL-10, quando comparadas com CBMCs e PBMCs de crianças não 

expostas à malária placentária. Os autores sugerem que a exposição a antígenos de P. 

falciparum na vida intrauterina pode modular as células T de forma que não reconheçam 

antígenos de P. falciparum como não próprios, perfil que pode se manter nos primeiros anos 

de vida (37).  

 Dechavanne et al. 2022 observaram alterações na população de monócitos de 

crianças expostas – menor frequência de monócitos não clássicos (CD14+ CD16+) (38). A 

exposição à malária placentária foi associada, ainda, a níveis mais baixos de anticorpos IgG 

contra antígenos de P. falciparum nos primeiros dois anos de vida (38,44). Além de fazerem 

apresentação de antígenos, fagocitose e produzirem citocinas, os monócitos podem 

contribuir para redução da parasitemia através da liberação de fatores solúveis que inibem o 

desenvolvimento de parasitos intraeritrocitários, processo chamado Antibody-dependent cell 

inhibition (ADCI). Nesse processo, receptores Fcy expressos nos monócitos reconhecem a 

porção Fc de anticorpos IgG1 e IgG3 ligados a merozoítos opsonizados, o que estimula os 

monócitos a produzirem fatores solúveis que inibem o desenvolvimento de formas  

intraeritrocitárias de P. falciparum (45,46). Dechavanne et al. 2022 levantam a hipótese de 

que a exposição a antígenos de P. falciparum na vida intrauterina pode estar associada com 

modulação de precursores de monócitos, contribuindo para tolerância a infeções por esse 

parasito na infância.  

 Não é conhecido se a exposição a antígenos de P. vivax na vida intrauterina está 

associada com aumento do risco de malária na infância, mas é reconhecido que a malária 

vivax ao longo da gestação pode afetar a saúde placentária. A malária vivax na gestação foi 

associada com aumento da espessura da barreira placentária e aumento do número de 

células mononucleares na placenta, condições que indicam inflamação e que podem 

prejudicar a passagem de nutrientes e oxigênio para o feto  (47–49). Além disso, a malária 

gestacional, tanto vivax como falciparum, pode evoluir para malária congênita quando há 

transmissão vertical de Plasmodium – caracterizada pela presença de estágios sanguíneos do 

parasito no sangue de cordão umbilical ou no sangue periférico do neonato (50–52). As 
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possíveis implicações da malária congênita no desenvolvimento da reposta imunológica 

contra o parasito na infância, ainda não são conhecidas. 

 

1.1.1.2 Proteção contra malária falciparum nos primeiros seis meses de vida  

 
 Crianças nos primeiros cinco anos de vida são um grupo especialmente suscetível às 

complicações da malária; mas nos primeiros meses de vida parecem estar protegidas da 

malária falciparum (53).  

 Até os seis meses de idade as infecções por P. falciparum costumam não se agravar e 

as parasitemias costumam ser relativamente baixas (54–57). A proteção contra a malária 

falciparum no início da vida pós-natal foi observada em diferentes estudos epidemiológicos, 

mas os mecanismos biológicos responsáveis por essa imunidade permanecem pouco 

conhecidos. O caráter predominantemente subclínico da malária falciparum nos primeiros 

meses de vida pode estar associado com: (a) presença de hemoglobinas fetais (HbF), que 

possivelmente não favorecem o desenvolvimento do parasito (58,59); (b) carência de pABA 

(ácido 4-aminobenzóico) no leite materno, nutriente essencial para a replicação parasitária; 

(c) menor exposição aos vetores; (d) anticorpos de origem materna adquiridos na vida 

intrauterina (60,61). Apesar dos anticorpos adquiridos na vida intrauterina serem 

tradicionalmente associados com proteção à malária no início da vida, poucos estudos 

associaram os níveis de anticorpos maternos com a diminuição do risco subsequente da 

doença (62,63). Há estudos que indicam que esses anticorpos sejam principalmente 

marcadores de risco de infecção, e que não tenham capacidade de proteção contra malária 

falciparum (64,65).  

Durante a vida intrauterina, principalmente no terceiro trimestre de gestação, 

anticorpos IgG maternos são ativamente transportados para o feto (66,67). Esse processo é 

mediado por receptores Fc neonatais (FcRn) expressos no sinciciotrofoblasto e específicos 

para anticorpos do tipo IgG (68) (Figura 2). Em uma gestação saudável o transporte pode ser 

tão eficiente que o nível de anticorpos IgG em recém-nascidos a termo pode ser maior do 

que o nível materno (67). Estudos recentes sugerem a passagem transplacentária de IgE 

(69), mas a via de transporte desses anticorpos da mãe para o feto ainda não está clara (70).  

A passagem transplacentária de anticorpos IgG maternos contra antígenos de Plasmodium 

acontece mesmo em regiões de relativa baixa transmissão de malária, onde há cocirculação 
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de P. falciparum e P. vivax, e onde o tratamento da doença é efetivo (71). A passagem 

transplacentária de anticorpos está positivamente associada com o estado de saúde 

materno e placentário. Infecções como a malária podem diminuir a eficiência da passagem 

de anticorpos maternos para o feto (72–74). Além disso, porque o transporte de anticorpos 

acontece principalmente no terceiro trimestre de gestação, a prematuridade, que também é 

ocorrência associada à malária na gestação (75), pode impactar negativamente o nível de 

anticorpos no nascimento (67,76).  

 
Figura 2 Transporte transplacentário de anticorpos IgG maternos mediado por receptores Fc neonatais (FcRn) 
No sinciciotrofoblasto, através de pinocitose, vesículas capturam fluídos maternos contendo IgG. O pH 
acidificado do endomossomo possibilita a ligação entre a porção Fc de anticorpos IgG maternos e receptores 
FcRn – uma ligação de alta afinidade em pH < 6,5 que impede a degradação dos anticorpos. A vesícula 
endossomal se funde na face fetal do sinciciotrofoblasto e expõe o complexo FcRn+IgG ao pH fisiológico (pH = 
7,4), provocando a dissociação da ligação e liberação de anticorpos IgG maternos na circulação fetal. A 
eficiência desse transporte depende da subclasse de anticorpos; em ordem decrescente de eficiência: IgG1, 
IgG4, IgG3 e IgG2 (77). Adaptado de Roopenian e Akilesh 2007. 
 

 A proteção contra a malária vivax nos primeiros seis meses de vida é uma questão 

ainda não resolvida. Em regiões endêmicas para P. vivax e P. falciparum do Sudeste Asiático, 

P. vivax é a espécie mais prevalente e responsável por maior morbidade por malária no 

início da vida (17,24,27). Em estudo realizado em Papua, crianças menores de três meses de 

idade infectadas com P. vivax tiveram maior chance de desenvolver anemia grave 
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(concentração de hemoglobina <5 g/dL), do que crianças da mesma idade infectadas com P. 

falciparum (OR 2,4 IC 95% 1,03 - 5,91, P = 0,041) (24). Douglas et al. 2013 sugerem que a 

maior proporção de reticulócitos na circulação de crianças menores de três meses pode 

estar associada com  suscetibilidade à infecção por P. vivax no início da vida (78).  

 

1.1.2 Aleitamento materno  

 

 A Organização Mundial da Saúde (OMS) recomenda que os bebês recebam somente 

leite materno durante os primeiros seis meses de vida, e que o aleitamento materno seja 

mantido até pelo menos os dois anos de idade 

(https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/259386/9789241550086-eng.pdf). 

  O aleitamento materno diminui a mortalidade e morbidade de diversas doenças 

infeciosas na infância – entre elas, diarreia, pneumonia, sepse e meningite (79–81). 

Favorece, ainda, o alinhamento correto dos dentes, o desenvolvimento da inteligência, e foi 

associado com redução de risco de sobrepeso e diabetes (80). Além de contribuir para saúde 

infantil, mães que amamentam têm menor risco de desenvolver câncer de mama e, 

possivelmente, menor risco de desenvolver diabetes e câncer de ovário (80,82). Victora et al. 

2016 destacam que a amamentação é essencial para construção de um mundo melhor para 

as futuras gerações tanto em países pobres como em países ricos, e que muitas mortes na 

infância poderiam ser evitadas se a amamentação no início da vida fosse universal. 

Através da amamentação a criança recebe elementos que contribuem para 

construção e regulação de sua imunidade – anticorpos (principalmente IgA, mas também 

IgM e IgG), citocinas, hormônios, lactoferrina, oligossacarídeos, entre outros (83,84). 

Bactérias presentes no leite e na mama, e a composição do leite materno, contribuem para 

colonização e manutenção da microbiota intestinal da criança amamentada (85,86). Os 

estudos que investigam a associação entre malária e a microbiota do hospedeiro ainda são 

poucos, mas já foi sugerido que a microbiota intestinal esteja associada com a evolução 

clínica da infecção por Plasmodium (87). Além de nutrientes, bactérias e compostos 

bioativos, é possível que antígenos, incluindo antígenos de Plasmodium, presentes no leite 

materno estejam associados com desenvolvimento de resposta imune infantil contra 

patógenos (88,89). 
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 Os estudos que investigaram a associação entre amamentação e o risco de malária na 

infância foram realizados no continente Africano em regiões endêmicas para P. falciparum. 

Em estudo transversal realizado no Congo com crianças de seis meses de idade, a 

amamentação exclusiva foi associada com redução na prevalência de malária falciparum 

clínica (OR 0,13, IC 95% 0,00 - 0,80) (90). Em estudo em Uganda, o aleitamento materno foi 

associado com proteção contra infecção por P. falciparum em crianças de 6 a 15 meses de 

idade expostas ao HIV (RR ajustado 0,62, IC 95% 0,44 - 0,88) (91). Em estudo caso controle 

no Mali, o aleitamento materno por ³2 anos de idade foi associado com redução no risco de 

malária falciparum grave na infância (OR ajustada 0,57, IC 95% 0,33 - 0,94) (92).  

 
 ESTE ESTUDO 

 

 Neste estudo investigamos a malária na infância em uma das regiões de maior 

endemicidade para a doença da Amazônia Brasileira. Investigamos os fatores associados 

com a infecção e doença – do nascimento aos dois anos de idade – bem como as implicações 

da malária para o nível de hemoglobina aos dois anos de idade. O estudo aqui apresentado é 

complementar ao trabalho que desenvolvi no mestrado, quando investigamos a malária na 

mesma população, mas durante a vida intrauterina e nascimento (93,94). Assim, os 

resultados aqui apresentados completam a investigação da malária ao longo dos primeiros 

1000 dias de vida da população de estudo – da concepção aos dois anos de idade (95).  
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 OBJETIVOS  

 

 Nosso objetivo foi investigar aspectos relacionados à epidemiologia da malária nos 

primeiros dois anos de vida entre crianças da Amazônia Brasileira. Investigamos a incidência 

de infecção e doença, os fatores de risco associados e a relação entre a exposição à malária 

e o risco de anemia aos dois anos de idade.  

 

Objetivamos:  

 

1. Investigar a incidência de malária, com base nas notificações de casos registradas no 

sistema SIVEP-Malária, ao longo dos primeiros dois anos de vida, os fatores 

associados à malária e o impacto da malária no risco de anemia e no nível de 

hemoglobina aos dois anos de idade; 

 

2. Avaliar a associação entre os níveis de anticorpos maternos medidos no parto contra 

três antígenos de fase sanguínea de P. vivax – PvDBP, PvAMA1 e PvMSP119 – e o 

tempo decorrido até o primeiro episódio de malária vivax notificado no sistema 

SIVEP-Malária;  

 

3. Investigar a prevalência de período de infecções subclínicas e/ou subpatentes por 

Plasmodium vivax nos primeiros dois anos de vida, os fatores com elas associados e o 

impacto dessas infecções no risco de anemia e no nível de hemoglobina aos dois 

anos de idade. 

 

 

 

 

 

 

 

  



 33 

 METODOLOGIA  

 

 DELINEAMENTO  

 

Este é um estudo de coorte aninhado ao estudo MINA-Brasil – Materno-Infantil no 

Acre: coorte de nascimentos da Amazônia Ocidental Brasileira (96). 

 

3.1.1 O estudo MINA-Brasil 

 

O estudo MINA-Brasil (auxílio temático FAPESP 2016/00270-6) é coordenado pela 

Profa. Marly Augusto Cardoso, da Faculdade de Saúde Pública da Universidade de São Paulo 

(USP) e conta com a participação de pesquisadores da Universidade Federal do Acre (UFAC) 

e da Harvard T. H. Chan School of Public Health. 

O MINA-Brasil é uma coorte de nascimentos que investiga aspectos da saúde e 

nutrição materno-infantil na cidade de Cruzeiro do Sul, na região do Vale do Alto Juruá no 

estado do Acre. A coorte MINA-Brasil começou no ano de 2015, sendo estruturada da 

seguinte forma: (a) acompanhamento de gestantes da região urbana de Cruzeiro do Sul, com 

ultrassonografia, entrevista estruturada, coleta de sangue venoso e de dados 

antropométricos; (b) entrevista estruturada e coleta de sangue venoso e de sangue de 

cordão umbilical das parturientes da maternidade do Hospital da Mulher e da Criança do 

Juruá residentes na zona urbana, periurbana e rural de Cruzeiro do Sul, sendo esta a linha de 

base do acompanhamento dos nascidos vivos (96); (c) acompanhamento dos nascidos vivos 

residentes na região urbana e periurbana de Cruzeiro do Sul até os cinco anos de idade.  

A maternidade do Hospital da Mulher e da Criança do Juruá é a maternidade 

referência na região do Alto Juruá. Em 2016, 96,3% dos bebês nascidos vivos em Cruzeiro do 

Sul nasceram nessa maternidade - dentre os 1632 nascidos vivos e registrados no município 

em 2016, 1572 nasceram nessa maternidade e 60 nasceram em ambiente não hospitalar 

(http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?sinasc/cnv/nvbr.def). Os dados e amostras 

do estudo MINA-Brasil foram coletados pela equipe do estudo MINA-Brasil – estudantes e 

profissionais da UFAC e da USP (96) – em tablets programados com o software CSPro 

(https://www.census.gov/programs-surveys/international-programs.html), sempre com 
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rotinas de verificação da qualidade e acurácia. O processamento e a gestão dos dados foram 

realizados no Stata 15.1 (StataCorp, College Station, TX, USA). 

 

3.1.1.1 Acompanhamento de gestantes residentes na região urbana de Cruzeiro do Sul  

 

Entre fevereiro de 2015 e janeiro de 2016, com a ajuda de profissionais da equipe de 

Saúde da Família de Cruzeiro do Sul, foram localizadas gestantes residentes na área urbana 

do município inscritas na assistência pré-natal da Estratégia de Saúde da Família. As 

gestantes com idade gestacional inferior a 20 semanas no momento do rastreamento – 

idade calculada de acordo com a data da última menstruação (DUM) - com residência fixa 

em Cruzeiro do Sul e intenção de parir na maternidade desse município foram convidadas a 

participar da coorte MINA-Brasil. As gestantes que quiseram participar da coorte receberam 

visita domiciliar da equipe MINA-Brasil e responderam questionário sociodemográfico e de 

histórico de saúde. Nesse momento, foi agendada a primeira avaliação clínica, programada 

para acontecer entre a 16ª e 20ª semana gestacional. 

 

3.1.1.2 Parturientes na maternidade do Hospital da Mulher e da Criança do Juruá  

 

A equipe MINA-Brasil visitou a maternidade do Hospital da Mulher e da Criança do 

Juruá diariamente, entre julho de 2015 e junho de 2016, e convidou as parturientes 

residentes em Cruzeiro do Sul, antes da alta hospitalar, a participarem do estudo. Foram 

convidadas todas as parturientes residentes no município, independentemente da região de 

moradia. Ao todo, as mães de 1551 nascidos vivos consentiram com a participação no 

estudo MINA-Brasil – 88,5% dos nascidos vivos na maternidade durante o período de 

recrutamento.  

As participantes do estudo MINA-Brasil junto aos seus filhos responderam, ainda na 

maternidade, um questionário estruturado sobre a sua condição socioeconômica, condições 

ambientais, características gestacionais e de histórico obstétrico. Sempre que possível, 

foram recuperadas amostras do sangue venoso coletado como rotina de internação para o 

parto, e coletadas amostras de sangue de cordão umbilical.  

As participantes do estudo também consentiram que a equipe MINA-Brasil acessasse 

seus prontuários da maternidade, dos quais foram recuperadas informações referentes à 
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saúde e assistência no período pré-natal e informações dos desfechos gestacionais – número 

de visitas de acompanhamento pré-natal, idade gestacional no parto, sexo do filho, tipo de 

parto (vaginal ou cesariano), peso e comprimento ao nascer, entre outras informações.  

 

3.1.1.3 Acompanhamento dos nascidos vivos residentes na região urbana e periurbana de 

Cruzeiro do Sul 

 

Foram elegíveis para participar de acompanhamento pela coorte MINA-Brasil após o 

nascimento os nascidos vivos residentes na região urbana e periurbana de Cruzeiro do Sul (n 

= 1246).  

As responsáveis pelas crianças acompanhadas pela equipe MINA-Brasil foram 

entrevistadas por telefone no primeiro mês pós-parto. Nesse momento, foram coletadas 

informações sobre práticas de aleitamento materno e morbidades. Foram feitas também 

visitas em torno de 12 e 24 meses pós-parto. Nas visitas foram coletadas amostras 

sanguíneas, feitas medidas antropométricas dos participantes acompanhados, e novamente 

oferecido às responsáveis um questionário estruturado com perguntas demográficas, 

socioeconômicas, de práticas de aleitamento, práticas comportamentais e de saúde mental 

materna (96).  

A Figura 3 mostra o acompanhamento e avaliações realizadas pelo estudo MINA-

Brasil ao longo dos primeiros dois anos de vida dos participantes da coorte.  
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Figura 3 Representação esquemática do acompanhamento e avaliações realizadas pelo estudo MINA-Brasil 
No presente estudo usamos os dados coletados durante a gestação, dados e amostras (sangue venoso materno 
e sangue de cordão umbilical) coletadas no parto, dados e amostras (sangue venoso) coletados na visita de um 
ano e na visita de dois anos de idade. Figura de Cardoso et al. 2020. 
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3.1.2 Área de estudo  

 

O município de Cruzeiro do Sul fica na região do Vale do Alto Juruá, no estado do 

Acre. Localizado a 710 km de Rio Branco, no extremo oeste do país, faz fronteira com o 

estado do Amazonas e com o Peru (Figura 4). A região fronteiriça é de floresta, onde fica o 

Parque Nacional da Serra do Divisor. Não há estrada entre Cruzeiro do Sul e Pucallpa, a 

cidade peruana mais próxima de Cruzeiro do Sul. Cinco municípios acreanos fazem parte da 

mesorregião do Vale do Juruá – Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima, Rodrigues Alves, Marechal 

Thaumaturgo e Porto Walter –,  sendo Cruzeiro do Sul o mais populoso, com 89.072 

habitantes segundo estimativa de 2020 (https://cidades.ibge.gov.br/brasil/ac/cruzeiro-do-

sul/panorama).  

No ano de 2010, a taxa de escolarização das crianças de 6 a 14 anos em Cruzeiro do 

Sul era de 94,9% e estava entre as mais baixas do Brasil: posição 5043 entre as 5570 cidades 

brasileiras avaliadas. Nesse mesmo ano, apenas 12,7% das residências do município 

possuíam esgotamento sanitário adequado; o Índice de Desenvolvimento Humano Municipal 

(IDHM) – calculado com base em indicadores de longevidade, educação e renda – era 

classificado como médio (0,664). A taxa de mortalidade infantil – número de mortes no 

primeiro ano de vida a cada 1000 nascidos vivos – foi estimada em 9,8 em 2016. 

Aumentando a cada ano, em oposição à taxa de mortalidade infantil média no Brasil, em 

2019 a taxa de mortalidade infantil em Cruzeiro do Sul foi estimada em 17,1. Em 2020, a taxa 

de mortalidade infantil no município caiu para 10,6 e alcançou a média brasileira 

(https://cidades.ibge.gov.br/brasil/ac/cruzeiro-do-sul/panorama) (Figura 5 A). 

No que se refere à malária, Cruzeiro do Sul é considerado município de alto risco. Em 

2016, no início deste estudo, a Incidência Parasitária Anual (IPA) – calculada a partir do 

número de casos de malária notificados por 1000 habitantes/ano – foi de 231,9, o quarto 

maior IPA do país (http://www.funasa.gov.br/documents/20182/34981/Lista-de-municipios-

pertencentes-as-areas-de-risco-ou-endemicas-para-malaria.pdf). Nos últimos anos os casos 

de malária diminuíram, mas ainda assim, com IPA de 50,1 em 2021, Cruzeiro do Sul 

permanece classificado como município de alto risco para doença (Figura 5 B). A malária é 

um problema na região do Vale do Alto Juruá, na medida em que aproximadamente 8% dos 

casos de malária notificados no país no ano de 2019 são provenientes dessa região (97). Os 
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municípios vizinhos de Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Rodrigues Alves, respectivamente 

com IPA de 67,0 e 87,6 em 2021, também são considerados de alto risco para doença.  

A maioria dos casos de malária em Cruzeiro do Sul é causada por P. vivax. No período 

deste estudo, entre os anos de 2015 e 2018, P. vivax foi responsável, em média, por 78,5% 

dos casos de malária notificados no município 

(https://public.tableau.com/app/profile/mal.ria.brasil) (Figura 5 B). Aproximadamente 71,8% 

da população de Cruzeiro do Sul mora na área urbana do município; a transmissão de 

malária em Cruzeiro do Sul, apesar de ser mais prevalente na área rural, acontece também 

nas regiões urbanizadas (93,97,98).  

 

 
 

Figura 4 Município de Cruzeiro no mapa 
(A) Peru, Brasil e o Estado do Acre em destaque. (B) Estado do Acre destacado em verde e Cruzeiro do Sul em 
verde mais escuro. (C) Município de Cruzeiro do Sul e municípios vizinhos: Guajará, no Amazonas, Mâncio Lima 
e Rodrigues Alves no Acre. Os triângulos mostram a localização da área urbana do município. Estradas e ruas 
estão representadas em cinza claro. Rios representados em azul. Figura elaborada com o programa QGIS 
software version 3.14 por Igor Cavallini Johansen. 
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Figura 5 Taxa de mortalidade infantil e notificação de malária no Brasil e em Cruzeiro do Sul  
(A) Taxa de mortalidade infantil no Brasil (linha tracejada) e em Cruzeiro do Sul (linha contínua) entre os anos 
de 2007 e 2020. O período que este estudo foi realizado está destacado em verde; em tom mais escuro está 
destacado o período em que os participantes do estudo MINA-Brasil tinham 1 ano de idade 
(https://www.ibge.gov.br/cidades-e-estados/ac/cruzeiro-do-sul.html). (B) Casos de malária notificados no 
Brasil (linha tracejada) e em Cruzeiro do Sul (linha contínua; em rosa claro P. vivax, em rosa escuro P. 
falciparum) entre os anos de 2007 e 2020. O período que este estudo foi realizado está destacado em verde. 
(https://public.tableau.com/app/profile/mal.ria.brasil/viz/Dadosparacidado_201925_03_2020/Incio). 
 

3.1.2.1 Diagnóstico e notificação de malária na Amazônia Brasileira  

 

A malária no Brasil é uma doença de notificação obrigatória, o tratamento é definido 

pelo Ministério da Saúde e está disponível somente através do Sistema Único de Saúde 

(SUS). O paciente só recebe antimaláricos após o diagnóstico laboratorial. O padrão-ouro de 

diagnóstico de malária no país é a microscopia de gota espessa, preparada com sangue de 

punção digital (99). O limite de sensibilidade em campo da microscopia de gota espessa é de 

100 parasitos/μL de sangue (99). A notificação de diagnósticos positivos deve ser feita no 
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sistema de notificação de casos de malária no Brasil, o SIVEP-Malária (Sistema de Informação 

de Vigilância Epidemiológica – Malária).  

Na maioria das vezes, a busca de casos de malária no país é feita de forma passiva. 

Assim, o diagnóstico da infecção costuma acontecer somente quando o paciente procura 

assistência e casos assintomáticos costumam não ser diagnosticados. O Ministério da Saúde 

preconiza que a busca ativa de infecções por Plasmodium, independentemente da presença 

de sintomas, seja feita em todas as consultas de pré-natal. Apesar da recomendação, o 

diagnóstico de malária nas rotinas de pré-natal não era comum na época do estudo em 

campo (100).  

A primaquina é o único medicamento em uso no Brasil que pode tratar as formas 

dormentes de P. vivax, os hipnozoítos. Gestantes e crianças menores de 6 meses não devem 

receber primaquina como tratamento para infecção por P. vivax. Por não poderem receber 

esse medicamento, gestantes, puérperas e bebês são particularmente vulneráveis às 

recaídas de malária vivax (101). Atualmente, o Ministério da Saúde recomenda que 

gestantes diagnosticadas com infecções por P. vivax recebam tratamento com cloroquina 

por três dias, e profilaxia de recaídas com cloroquina administrada semanalmente ao longo 

da gestação até o primeiro mês pós-parto. Quando o estudo MINA-Brasil começou, época 

em que a população deste estudo foi gestada, a recomendação do Ministério da Saúde era 

diferente: a profilaxia com cloroquina em gestantes deveria ser prescrita por 12 semanas 

após o segundo diagnóstico de infecção por P. vivax na gestação (102).  

 

3.1.3 População do estudo 

 

Neste estudo, trabalhamos com a totalidade da população autorizada a participar do 

estudo MINA-Brasil na maternidade do Hospital da Mulher e da Criança do Juruá que 

completou o segundo aniversário de vida. Foram incluídas tanto as crianças residentes na 

região urbana, como as residentes na região rural de Cruzeiro do Sul. Trabalhamos também 

com recortes da população de crianças residente na região urbana e periurbana do 

município que foi acompanhada pelo projeto MINA-Brasil após o nascimento  

Acompanhamos os participantes da coorte MINA-Brasil do nascimento até os dois 

anos de idade. Trabalhamos com dados e amostras coletados na maternidade do Hospital da 

Mulher e da Criança do Juruá e nas visitas de um ano e de dois anos de idade. Além dos 
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dados primários coletados pela equipe MINA-Brasil e de informações recuperadas dos 

prontuários da maternidade, trabalhamos com o banco de dados do sistema SIVEP-Malária. 

Recuperamos retrospectivamente do sistema SIVEP-Malária os casos de malária notificados 

nos primeiros dois anos pós-parto, tanto de malária materna (mães dos participantes) como 

de malária infantil.  

 

3.1.3.1 Histórico de malária na gestação  

 

Antes de investigarmos a malária na infância, pesquisamos aspectos da malária na 

gestação das mães da população deste estudo, quando as crianças participantes da coorte 

MINA-Brasil viviam a vida intrauterina. Investigamos os fatores associados com o diagnóstico 

de malária na gestação e as implicações dessa exposição para os desfechos gestacionais de 

nível de hemoglobina materna no parto, e escore z de peso e comprimento ao nascer 

(93,94). 

A prevalência de malária na gestação notificada no sistema SIVEP-Malária nas mães 

de participantes deste estudo foi de 8,0% (n = 94/1180). Entre as gestantes expostas, 21,3% 

(n = 20/94) tiveram mais de um episódio de malária notificado ao longo da gestação. A 

prevalência de infecção por Plasmodium no parto diagnosticada por PCR quantitativa em 

tempo real (qPCR) foi de 7,5% (n = 89/1180) – 89,9% (n = 80/89) dessas infecções foram 

assintomáticas. A prevalência de malária gestacional, definida como notificação de ao menos 

um caso de malária ao longo da gestação ou infecção por Plasmodium diagnosticada no 

parto por qPCR, foi de 12,5% (n = 148/1180). P. vivax foi responsável por 74,6% das 

notificações de malária e por 83,1% das infecções por Plasmodium diagnosticadas no parto. 

Infecção congênita por Plasmodium, definida como diagnóstico por qPCR positivo para 

Plasmodium em amostra de cordão umbilical, foi rara na população deste estudo: entre as 

637 amostras avaliadas, 4 (0,6%) tiveram diagnóstico positivo para P. vivax e 2 para P. 

falciparum (0,3%). Morar em área rural foi o principal fator associado à malária gestacional 

(OR ajustada 3,58 IC 95% 2,42 - 5,29, P = <0,001); gestantes do quintil menos pobre tiveram 

menor chance de diagnóstico de malária gestacional (OR ajustada 0,39 IC 95% 0,18 - 0,82, P 

= 0,01) (93).  

Observamos que a notificação de um único episódio de malária vivax ao longo da 

gestação, quando comparado com gestações livres de malária gestacional, foi suficiente para 
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impactar negativamente os desfechos gestacionais analisados: peso ao nascer, redução de 

0,30 no escore z (IC 95% -0,57 - -0,02, P = 0,04); comprimento ao nascer, redução de 0,41 no 

escore z (IC 95% -0,71 - -0,11, P = 0,01); nível de hemoglobina materna no parto, redução de 

0,39 g/100ml (IC 95% -0,76 - -0,02, P = 0,03). Episódios repetidos de malária vivax tiveram 

efeito negativo mais pronunciado para peso ao nascer, redução de 0,65 no escore z (IC 95% -

1,19 - -0,11, P = 0,02), e para o nível de hemoglobina materna parto, redução de 0,92 

g/100ml (IC 95% -1,64 - -0,21, P = 0,01) (93). 

 

3.1.3.2 Práticas de aleitamento materno no primeiro mês de vida 

 

Ao completarem o primeiro mês de vida, 1,6% (n = 15/962) dos participantes do 

estudo MINA-Brasil acompanhados após o nascimento já não eram amamentados, 61,7% (n 

= 594/962) recebiam leite materno e também outros alimentos, e 36,7% (n = 353/962) 

recebiam somente leite materno (98). Entre os bebês avaliados, 88,5% (n = 803/907) foram 

amamentadas na primeira hora após o nascimento.  

 

 CASOS DE MALÁRIA NOTIFICADOS NOS PRIMEIROS 24 MESES PÓS-PARTO 

 

Identificamos casos de malária materna e infantil nos primeiros dois anos pós-parto 

através do cruzamento do banco de dados do projeto MINA-Brasil com o banco de dados do 

sistema SIVEP-Malária. Porque a malária no Brasil é uma doença de notificação obrigatória e 

os medicamentos antimaláricos estão disponíveis somente através do SUS, esperamos que 

tenha sido localizada a maioria dos casos de malária notificados na população deste estudo. 

A busca das crianças da coorte MINA-Brasil no banco de dados do sistema SIVEP-

Malária foi feita através de similaridade entre nome materno, sexo e idade. A busca dos 

casos de malária materna seguiu o mesmo princípio, mas usamos como referência de busca 

o nome de registro materno (101). O período de dois anos pós-parto foi ajustado para cada 

participante. Foram consideradas elegíveis para pareamento todas as crianças que tinham o 

nome materno disponível. Todos os pareamentos foram conferidos manualmente.  
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 SOROLOGIA  

 

Usamos sorologia para investigar (a) a associação entre anticorpos IgG maternos 

contra as fases sanguíneas de P. vivax adquiridos na vida intrauterina e proteção contra a 

malária vivax no início da vida e (b) para identificar exposições prévias ao P. vivax nos 

primeiros dois anos de vida.  

Neste trabalho, utilizamos três antígenos recombinantes da fase sanguínea de P. 

vivax: resíduos 43-487 de PvAMA1, cepa brasileira, expressos em Pichia pastoris (103); 

resíduos 194–521 de PvDBP, cepa Salvador I expresso em Escherichia coli (104); resíduos 

1616-1704 de PvMSP119, cepa Belém expressos em Escherichia coli (105). Os antígenos 

PvAMA1 e PvMSP119 foram gentilmente cedidos pela Dra. Irene S. Soares (USP), e o 

antígeno PvDBP pelo Dr. Christopher L. King (Case Western Reserve University). 

Interpretamos que a presença de anticorpos para algum dos três antígenos avaliados neste 

estudo é indicação de presença de anticorpos contra P. vivax; esperamos que os indivíduos 

com sorologia positiva tenham repertório de anticorpos contra esse parasito que vai além 

dos antígenos avaliados neste estudo (106).  

Os níveis de anticorpos IgG foram estimados por ELISA. Cada amostra foi avaliada 

para as três proteínas em paralelo, de forma a diminuir o número de descongelamentos, 

sempre em duplicata técnica. Cada placa contou com 10 controles negativos compostos por 

amostras de alunos da USP nunca expostos a regiões endêmicas para malária – gentilmente 

cedidos pela Dra. Natalia F. Soares (USP). Placas de 96 poços (high-binding 96-well Costar 

microplates – Corning) foram sensibilizadas com 50μl/poço de antígeno – concentração de 1 

μg/ml para PvAMA1 e 0,025 μg/ml para PvDBP e PvMSP119 – em PBS (tampão salino 

fosfatado) a 4°C durante a noite. No dia seguinte, após lavagem com PBS/0,05% Tween 20, 

as placas foram bloqueadas com 200μl de solução de PBS/5% leite em pó desnatado por 2h 

a 37 °C. Em seguida, após lavagem, colocamos 50μl/poço dos plasmas a serem testados 

diluídos em PBS/5% leite em pó desnatado – diluição de  1:800 para PvAMA1 e PvMSP119, e 

1:200 para PvDBP - e incubamos por 1h a 37 °C.  Após lavagem, colocamos 50μl/poço de 

anticorpo de cabra anti-IgG humana conjugado a peroxidase (SouthernBiotech, Birmingham, 

AL), diluído a 1:8000 em PBS e incubamos por 1h a 37 °C. Após lavagem, revelamos o ensaio 

com 50μl/poço de TMB; a reação foi parada com 25μl/poço de ácido sulfúrico. As 
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absorbâncias foram lidas a 450 nm. A concentração de antígeno e de amostra foi otimizada 

para o máximo sinal considerando o background a partir de diluições seriadas com 

diferentes combinações de concentrações de antígeno e de amostra. 

Para investigar a associação entre anticorpos maternos e risco subsequente de 

malária vivax, utilizamos amostras de sangue venoso materno e cordão umbilical coletadas 

no parto. Para quantificar a presença de anticorpos, estimamos um valor de corte por placa 

a partir da média das absorbâncias dos 10 controles negativos presentes na placa mais três 

desvios padrão. Determinamos um índice de reatividade (IR) a partir da razão da média das 

absorbâncias da amostra e o valor de corte da placa (média da absorbância da amostra/ 

valor de corte). Consideramos positivas as amostras com IR>1. 

Para identificar exposições prévias às fases sanguíneas de P. vivax utilizamos 

amostras coletadas nas visitas de um e dois anos de idade. Dessa vez, optamos por 

determinar o valor de corte a partir da média das absorbâncias de 42 amostras de pessoas 

nunca expostas ao Plasmodium mais três desvios padrão, gentilmente cedidos pela Dra. 

Kátia S. Françoso (USP). Para essa parte do estudo, priorizamos a especificidade da 

metodologia sobre a sensibilidade – o valor de corte definido a partir da placa de negativos 

foi mais restrito que o valor de corte calculado por placa. O IR foi determinado como a razão 

da média das absorbâncias da amostra e o valor de corte. Amostras com IR>1 foram 

consideradas positivas. 

 

 ANÁLISES  

 

Rodamos as análises deste estudo no programa Stata 15.1 (StataCorp, College 

Station, Texas) e no programa GraphPad Prism versão 9.3 para Mac OS X (GraphPad 

Software, San Diego, California USA). Definimos significância estatística como valor de p 

<0,05 com intervalo de confiança de 95%.   

Usamos teste do qui-quadrado para comparar as populações incluídas nas análises 

com as populações que não foram incluídas por perda de seguimento, por falta de amostra 

sanguínea, ou por residirem em área rural.  

Construímos modelos ajustados para investigar (a) fatores associados com a malária 

notificada no sistema SIVEP-Malária nos primeiros dois anos de vida, (b) fatores associados 

com evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax aos dois anos de idade, (c) a 
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associação entre níveis de anticorpos maternos anti-PvDBP, anti-PvAMA1 e anti-PvMSP119 e 

o risco de notificação de malária infantil e materna, e (d) a associação entre exposição ao 

Plasmodium no início da vida e o risco de anemia aos dois anos de idade.  

Fizemos a seleção de variáveis independentes a partir de modelos conceituais 

hierárquicos (107,108) (Figura 6 e 7). Os determinantes dos desfechos de interesse foram 

organizados em níveis distal, intermediário e proximal. Na abordagem hierarquizada as 

variáveis do nível distal podem ter influência sobre as variáveis do nível intermediário; o 

nível proximal, por sua vez, pode ser influenciado pelas variáveis dos níveis intermediário e 

distal. As variáveis que se ajustaram ao desfecho de interesse com associação estatística de 

p<0,20 na análise bruta foram testadas no modelo ajustado. Em cada nível do modelo 

ajustado, mantiveram-se as variáveis com associação de p<0,10 com o desfecho de 

interesse.  

Incluímos nos modelos as seguintes variáveis: índice de riqueza estratificado em 

quartis (96); escolaridade materna (≤9 anos, 10 a 12 anos, >12 anos); família beneficiária do 

programa Bolsa Família; cor da pele materna (branca, não branca); atividade remunerada 

materna; mãe responsável economicamente pelo núcleo familiar; mãe vivendo com o 

parceiro(a); área de residência (urbana, periurbana/rural); Incidência Parasitária Anual (IPA) 

na região de moradia; número de habitantes na residência (até 2, 3 a 4, 5 ou mais 

moradores); material de construção da residência (alvenaria, madeira/misto); fonte de água 

(rede pública de distribuição, poço/cacimba/nascente, rio/igarapé, compra/mineral); 

saneamento (rede pública/fossa, céu aberto/rio); idade materna (<19, 19 a 34, ³35); 

paridade (primigesta, 1 gestação prévia, 2 gestações prévias, 3 gestações prévias, 4 ou mais 

gestações prévias); malária na gestação (notificação de malária no sistema SIVEP-Malária ao 

longo da gestação ou diagnóstico molecular no parto positivo para Plasmodium); 

suplementação com micronutrientes na gestação (ferro, polinutrientes, vitamina A, ácido 

fólico); comorbidades maternas autorreferidas (hipertensão, infecção urinária, cegueira 

noturna gestacional); consumo de álcool na gestação (referente aos últimos três meses: 

nunca, ao menos uma vez); número de visitas de pré-natal (<6, ³6 ); ganho de peso 

gestacional (adequado, insuficiente, excessivo); anemia materna (concentração de 

hemoglobina <11g/100mL no parto); escore z de peso ao nascer com base nos parâmetros 

do INTERGROWTH-21st (96); idade gestacional no nascimento (109); tipo de parto (vaginal, 

cesariano); apoio social materno de acordo com o Medical Outcomes Study (MOS)(98,110); 
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frequenta creche; costuma tomar banho de sol; aleitamento materno (variável contínua); 

amamentação prolongada (<12 meses, ³12 meses); suplementação com micronutrientes; 

diagnóstico de pneumonia desde o nascimento; diagnóstico de dengue desde o nascimento; 

ocorrência de hospitalização desde o nascimento; episódio de infecção com helmintos desde 

o nascimento; diarreia nos últimos 15 dias; sangramento nas fezes nos últimos 15 dias;  

vômito nos últimos 15 dias; sintomas gripais nos últimos 15 dias. 

A Incidência Parasitária Anual na região de moradia foi uma das variáveis de ajuste 

mais importantes deste estudo. O sistema de controle de endemias de Cruzeiro de Sul divide 

o município em localidades que partilham características epidemiológicas e ecológicas. Cada 

localidade foi georreferenciada e teve as moradias e habitantes registrados pela equipe de 

controle de endemias. A partir das coordenadas de latitude e longitude de cada localidade, 

tamanho da população, e número de casos de malária diagnosticados entre 2016 e 2018, 

calculamos o IPA médio na localidade no período de estudo e determinamos o IPA na região 

de moradia. 
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Figura 6 Modelos conceituais hierárquicos para investigação de notificação de malária no sistema SIVEP-
Malária nos primeiros dois anos de vida - como desfecho e como exposição 
(A) Fatores associados com notificação de malária no sistema SIVEP-Malária (n = 1494) e associação entre 
níveis de anticorpos maternos anti-PvDBP, anti-PvAMA1 e antiPvMSP119 e o risco de notificação de malária 
infantil (n = 1095). (B) Associação entre notificação de malária e risco de anemia aos dois anos de idade (n = 
860). Variáveis em azul mantiveram-se no modelo ajustado independentemente do nível de associação com o 
desfecho na análise bruta ou ajustada. 
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1. Características socioeconômicas:
• Índice de riqueza (quartil)
• Escolaridade materna
• Beneficiária do programa Bolsa Família
• Cor de pele materna
• Atividade remunerada materna
• Mãe responsável economicamente pelo lar
• Mãe vive com um parceiro (a)
• Área de residência (urbana/periurbana rural)

3. Características maternas:
• Idade materna
• Paridade

4. Características gestacionais:
• Malária na gestação
• Suplementação com micronutrientes
• Hipertensão
• Infecção urinária
• Cegueira notura gestacional
• Consumo de álcool na gestação
• Número de visitas de pré natal 
• Ganho de peso gestacional
• Anemia materna

5. Características neonatais:
• Peso ao nascer (z-score)
• Idade gestacional no nascimento
• Tipo de parto (vaginal/cesariano)

6. Características comportamentais:
• Apoio social
• Frequenta creche
• Banho de sol 

7. Características nutricionais:
• Aleitamento materno
• Suplementação com micronutrientes

8. Saúde infantil:
• Pneumonia desde o nascimento
• Dengue desde o nascimento
• Infecções por helmintos
• Sangramento nas fezes nos últimos 15 dias
• Diarréia nos últimos 15 dias
• Vômito nos últimos 15 dias
• Resfriado/gripe nos ultimos 15 dias
• Hospitalização desde o nascimento
• Notificação de malária desde o nascimento

• Sexo e idade

2. Características ambientais:
• Número de habitantes na residência
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• Saneamento
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Figura 7 Modelos conceituais hierárquicos para investigação de evidência sorológica de infecção prévia por P. 
vivax - como desfecho e como exposição  
(A) fatores associados com evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax (n = 431). (B) Associação entre 
evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax e risco de anemia aos dois anos de idade (n = 428). 
Variáveis em azul mantiveram-se no modelo ajustado independentemente do nível de associação com o 
desfecho na análise bruta ou ajustada. 
 

3.4.1 Fatores associados com notificação de malária nos primeiros dois anos de vida  

 

 Para investigar fatores associados com notificação de malária ao longo dos primeiros 

dois anos de vida, construímos modelos de regressão binomial negativa multinível – 

comando menbreg no Stata. Avaliamos dois desfechos: (a) número de notificações de 

malária nos primeiros dois anos de vida e (b) número de notificações de malária vivax nos 

primeiros dois anos de vida. A variável IPA na região de moradia estratificada em quintis foi 

incluída no modelo como variável contextual. Com o objetivo de investigar a associação 

entre IPA na região de moradia e risco de notificação de malária, fizemos também regressão 

binomial negativa com a variável IPA na região de moradia como variável independente não 

contextual – comando nbreg no Stata.  

Participaram desta análise todas as crianças do estudo MINA-Brasil com informação 

de notificação de malária no sistema SIVEP-Malária e IPA na região de moradia – tanto as 

crianças residentes na região rural, como as residentes na região urbana de Cruzeiro do Sul 
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(n = 1494). O modelo conceitual hierárquico construído para selecionar as variáveis 

independentes dessa análise está esquematizado na Figura 6 A.  

 

3.4.2 Sorologia de amostras coletadas no parto e análise de sobrevivência  

 

Avaliamos a associação entre idade materna e presença de anticorpos anti-PvDBP, 

anti-PvAMA1 e anti-PvMSP119 em amostras de sangue venoso materno coletadas no parto 

com teste do qui-quadrado para tendência linear de Mantel-Haenszel. Usamos o teste de 

Mann-Whitney para comparar níveis de anticorpos presentes em amostras de parturientes 

infectadas e não infectadas por P. vivax. Investigamos a correlação entre os níveis de 

anticorpos em amostras de sangue venoso materno e amostras de sangue de cordão 

umbilical com o teste de correlação de Spearman – comando spearman no Stata.  

Para investigar a associação entre níveis de anticorpos maternos no momento do 

parto e risco de notificação de malária vivax infantil e materna, fizemos análise de regressão 

de riscos proporcionais de Cox com observações incompletas (participantes com diagnóstico 

de P. falciparum foram censurados) – comando stcox no Stata. As análises de sobrevivência 

de casos de malária materna no primeiro e segundo ano pós-parto foram feitas 

separadamente porque no modelo com tempo de 24 meses houve violação do pressuposto 

de riscos proporcionais, de acordo com teste de Schoenfeld – comando stphtest no Stata. 

Para todas as análises de sobrevivência os níveis de anticorpos foram estratificados em 

quintis (primeiro quintil, menores valores de IR).  

Participaram das análises de sobrevivência todas as crianças e mães do estudo MINA-

Brasil, residentes na região rural e urbana de Cruzeiro do Sul, com informação de notificação 

de malária no sistema SIVEP-Malária, IPA na região de moradia e disponibilidade de amostra 

sanguínea materna coletada no parto (n = 1095). Selecionamos as variáveis independentes 

de ajuste com o mesmo modelo conceitual hierárquico usado na análise binomial negativa 

para o desfecho de número de notificações de malária (Figura 6 A). 
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3.4.3 Fatores associados com evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax aos 

dois anos 

 

 Para investigar fatores associados com evidência sorológica de infecção prévia por P. 

vivax aos dois anos construímos modelos de regressão multinível de Poisson com variância 

robusta para o desfecho binário positivo/negativo (111) – comando mepoisson no Stata. 

Incluímos no modelo a variável IPA na região de moradia estratificada em quintis como 

variável contextual.  

Realizamos essa análise com recorte da população acompanhada pela coorte MINA-

Brasil até os dois anos de idade (n = 431). Por ser uma análise composta apenas por crianças 

que foram acompanhadas pela coorte MINA-Brasil, pudemos incluir no modelo a variável 

aleitamento materno, informação que não tínhamos disponível para toda a população que 

participou da análise binomial negativa para o desfecho de número de notificações de 

malária ao longo dos primeiros dois anos de vida. As variáveis idade (momento em que foi 

feita a coleta de amostra usada para sorologia) e índice de riqueza foram incluídas no 

modelo como variáveis fixas: variáveis que se mantiveram no modelo final 

independentemente do nível de associação com o desfecho na análise bruta ou ajustada. O 

modelo conceitual hierárquico usado para seleção de variáveis independentes está 

esquematizado na Figura 7 A. 

 

3.4.4 Infecção por Plasmodium e anemia aos dois anos de idade  

 

 Para avaliar a associação entre exposição ao Plasmodium nos primeiros 24 meses de 

vida e anemia aos dois anos de idade, construímos modelos de regressão de Poisson com 

variância robusta para o desfecho binário com anemia/sem anemia (111) – comando poisson 

no Stata. 

Primeiramente investigamos a associação entre notificação de malária e risco de 

anemia aos dois anos de idade. Os modelos foram sempre ajustados para idade (momento 

em que o nível de hemoglobina foi medido) e sexo. Investigamos quatro exposições 

diferentes: (a) número de notificações de malária nos primeiros dois anos (0, 1, 2+), (b) 

número de notificações de malária vivax nos primeiros dois anos (0, 1, 2+), (c) notificação de 

malária nos 12 meses prévios à medição, (d) notificação de malária vivax nos 12 meses 
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prévios à medição. Nas análises, a referência foram crianças sem nenhuma notificação de 

malária vivax identificada no sistema SIVEP-Malária. Participaram dessa análise as crianças 

acompanhadas pela coorte MINA-Brasil após o nascimento e que tinham informação de 

nível de hemoglobina aos dois anos de idade (n = 860). 

Investigamos também a associação entre evidência sorológica de infecção prévia por 

P. vivax e risco de anemia aos dois anos de idade.  Os modelos foram sempre ajustados para 

idade (momento em que o nível de hemoglobina foi medido), sexo e índice de riqueza. 

Investigamos quatro exposições diferentes: (a) evidência sorológica de infecção prévia por P. 

vivax identificada na visita de um ou dois anos, (b) evidência sorológica de infecção prévia 

por P. vivax identificada na visita de dois anos, (c) evidência sorológica de infecção prévia 

por P. vivax ou notificação de malária vivax, (d) somente evidência sorológica de infecção 

prévia por P. vivax e nenhuma notificação de malária vivax. Nas análises, a referência foram 

crianças sem nenhuma infecção prévia por P. vivax identificada, seja por sorologia ou 

notificação no sistema Sivep-Malária. Realizamos essa análise com recorte da população 

acompanhada pela coorte MINA-Brasil nos primeiros dois anos de vida (n = 428).  

Porque o nível de hemoglobina aos dois anos na população deste estudo não tem 

distribuição normal (p<0,001 no teste de Shapiro-Wilk – comando swilk no Stata), fizemos 

também análise de regressão quantílica (IC 95% por bootstrap calculado a partir de 500 

pseudorreplicatas) para investigar a associação entre notificação de malária nos primeiros 24 

meses de vida e nível de hemoglobina aos dois anos das crianças dos percentis 25, 50, e 75 – 

comando sqreg no Stata.  

 

3.4.5 Gráficos  

 

Construímos os gráficos deste estudo no programa GraphPad Prism versão 9.3.0 para 

Mac OS X (GraphPad Software, San Diego, California USA) e no Python: 

UpSetPlot https://upsetplot.readthedocs.io/en/stable/  

Sankey https://plotly.com/python/sankey-diagram/#more-complex-sankey-diagram-with-

colored-links  
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 GLOSSÁRIO  

 

• Malária notificada: qualquer infecção por Plasmodium detectada por exame de gota 

espessa notificada no sistema SIVEP-Malária; em geral casos sintomáticos. 

• Malária gestacional: qualquer detecção de Plasmodium no sangue materno, seja por 

exame de microscopia de gota espessa ao longo da gestação e notificado no sistema 

SIVEP-Malária  ou por diagnóstico molecular no parto (93); 

• Avaliação sorológica: sorologia por ELISA para anticorpos contra as fases sanguíneas 

de P. vivax – anti-PvDBP, anti-PvAMA1 e anti-PvMSP119; 

• Evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax: presença de anticorpos (IR>1) 

contra ³2 antígenos (PvDBP, PvAMA1 ou PvMSP119) na visita de um ano ou dois 

anos de idade; 

• Anemia: concentração de hemoglobina menor que 11g/100ml; 

• Anemia materna: concentração de hemoglobina menor que 11g/100ml no dia do 

parto; 

• Primeiros 1000 dias de vida: período da concepção até o aniversário de dois anos de 

idade; 

• Primeiros dois anos de vida: aqui consideramos a vida extrauterina, do parto até o 

aniversário de dois anos de idade; 

• Amamentação prolongada: amamentação por ³12 meses. 

 

 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Os pais ou responsáveis pelas crianças que participaram deste estudo assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido da coorte MINA-Brasil (Apêndice A). O 

protocolo de pesquisa do estudo MINA-Brasil foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

da Faculdade de Saúde Pública da USP, e este trabalho teve aprovação da Comissão de Ética 

em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Instituto de Ciências Biomédicas da USP – CAAE 

97570918.5.0000.5467. 
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 RESULTADOS  

 

 POPULAÇÃO DE ESTUDO 

 

 Entre julho de 2015 e junho de 2016, foram identificados 1753 nascidos vivos na 

maternidade do Hospital da Mulher e da Criança do Juruá, em Cruzeiro do Sul. Ao todo, 1538 

mães – 1551 nascidos vivos, sendo 13 pares de gêmeos – concordaram em participar do 

estudo, autorizaram seus filhos a participarem também, foram entrevistadas, e tiveram seus 

dados recuperados dos prontuários da maternidade. A equipe MINA-Brasil não conseguiu 

contato com 18 parturientes; 184 foram convidas a participar da coorte MINA-Brasil, mas 

decidiram não participar do estudo (96).  

Recuperamos o histórico de notificação de casos de malária nos primeiros dois anos 

de vida do sistema SIVEP-Malária das crianças que tinham as informações de identificação 

necessárias para o cruzamento entre o banco de dados do estudo MINA-Brasil e o banco de 

dados do sistema SIVEP-Malária e que completaram o segundo aniversário de vida. Ao todo, 

1539 crianças – 99,2% dos que concordaram em participar do estudo e 87,8% dos nascidos 

vivos entre julho de 2015 e junho de 2016 na maternidade do Hospital da Mulher e da 

Criança do Juruá – tiveram o histórico de casos de notificação de malária recuperados.  

Neste estudo, realizamos as análises que envolveram o desfecho de anemia aos dois 

anos de idade com as crianças acompanhadas pela coorte MINA-Brasil (96) que participaram 

da visita feita aos dois anos, e que tinham a informação de nível de hemoglobina aos dois 

anos disponível (n = 860). As crianças acompanhadas pela coorte MINA-Brasil que 

participaram da visita de um ano e de dois anos de idade, e que tinham disponíveis amostras 

de plasma sanguíneo coletadas nas duas visitas, participaram da avaliação sorológica e 

tiveram exposições prévias por P. vivax identificadas por sorologia (n = 435). As crianças 

residentes na área rural (n = 305), as mais expostas à malária (112), não foram 

acompanhadas após o nascimento pela coorte MINA-Brasil e, portanto, não participaram 

das análises que envolveram coletas de dados primários e amostras após o nascimento. O 

fluxograma deste trabalho, com as informações de quantidade de participantes e de perda 

de seguimento, é apresentado na Figura 8. 
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Figura 8 Fluxograma do estudo 
Entre julho de 2015 e junho de 2016, foram identificados 1753 nascidos vivos na maternidade do Hospital da 
Mulher e da Criança do Juruá, em Cruzeiro do Sul. Participantes e perdas de seguimento, do nascimento aos 
dois anos de idade, são mostrados na figura. Estão destacadas em azul as populações que tiveram histórico de 
casos de notificação de malária recuperados do sistema SIVEP-Malária; em tom mais forte, a população que 
teve o nível de hemoglobina quantificado aos dois anos de idade, e a população que teve exposições prévias ao 
Plasmodium vivax nos dois primeiros anos de vida identificadas por sorologia. 
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4.1.1 Perdas: comparação entre as crianças que participaram e que não participaram das 

análises de anemia aos dois anos de idade e da avaliação sorológica por residirem 

na região rural, por perda de seguimento, por recusas ou por indisponibilidade de 

amostra sanguínea  

 

Comparamos a população que participou da análise de anemia aos dois anos de 

idade (n = 860) com os nascidos vivos autorizados a participarem da coorte MINA-Brasil, mas 

que não foram incluídos nas análises por residirem na região rural de Cruzeiro do Sul, por 

perda de seguimento, recusas ou indisponibilidade de amostra sanguínea (n = 691 perdas). 

Fizemos uma segunda análise comparativa somente entre as crianças residentes na região 

urbana e periurbana de Cruzeiro do Sul que participaram (n = 860) e que não participaram 

desta parte da pesquisa (n = 386 perdas), mas que seriam elegíveis para acompanhamento 

pela coorte MINA-Brasil após o nascimento (Tabela 1).  

Fizemos as mesmas comparações com a população que participou da avaliação sorológica 

para identificação de exposições prévias ao P. vivax (n = 435). Primeiramente comparamos 

os participantes com a população que não participou dessa parte da pesquisa, incluindo as 

305 crianças residentes na região rural (n = 1116 perdas). Em seguida, fizemos a comparação 

somente com as crianças residentes na região urbana e periurbana de Cruzeiro do Sul (n = 

811 perdas) (Tabela 2). 

As crianças que seriam elegíveis para o acompanhamento pela coorte MINA-Brasil 

após o nascimento, por residirem na região urbana ou periurbana de Cruzeiro do Sul (96), 

mas que não foram incluídas nas análises de anemia aos dois anos de idade (n = 386 perdas) 

e na avaliação sorológica (n = 811 perdas), são filhos de mães mais jovens, de famílias mais 

pobres, filhos de mães com menor educação formal, filhos de mães com maior proporção de 

ganho de peso gestacional inadequado e com menor número de consultas de pré-natal 

(p<0,050 no teste de χ2) (Tabela 1 e 2). As diferenças são ainda maiores quando incluímos 

no grupo de perda de seguimento as crianças residentes na área rural de Cruzeiro do Sul (n = 

305), que são mais pobres, tem mais irmãos, e tiveram maior exposição à malária na vida 

intrauterina e nos primeiros 24 meses de vida (Tabela 1 e 2).  
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Tabela 1 Comparação entre a população que participou (n = 860) e que não participou da análise de anemia 
aos dois anos de idade mas foi autorizada a participar do estudo MINA-Brasil (n = 691, incluindo 305 crianças 
residentes na região rural,  n = 386 somente residentes na área urbana ou periurbana de Cruzeiro do Sul) 
 

 Todos os nascidos vivos autorizados a 
participar do estudo MINA-Brasil 

Nascidos vivos autorizados a participar do 
estudo MINA-Brasil residentes na região 

urbana e periurbana 

 
Não 

participantes 
(n = 691) 

Participantes  
(n =860)   

Não 
participantes 

(n = 386) 

Participantes 
(n =860)  

  

 Variáveis %  n %  n P (χ2) %  n %  n P (χ2) 

Idade materna             
<19 25.47 176 15.00 129 <0.001 26.42 102 15.00 129 <0.001 

19-34 66.43 459 74.07 637   66.84 258 74.07 637 
 

≥	35  8.10 56 10.93 94   6.74 26 10.93 94 
 

Índice de riqueza            
1 (mais pobre) 39.50 252 14.03 118 <0.001 24.86 91 14.03 118 <0.001 

2 27.90 178 22.83 192   31.42 115 22.83 192 
 

3 18.97 121 29.49 248   24.32 89 29.49 248 
 

4 (menos pobre) 13.64 87 33.65 283   19.40 71 33.65 283 
 

Escolaridade materna            
≤	9 anos 59.81 381 28.89 243 <0.001 51.23 187 28.89 243 <0.001 

10-12 anos 32.18 205 51.49 433   36.99 135 51.49 433 
 

> 12 anos 8.01 51 19.62 165   11.78 43 19.62 165  

Cor de pele materna           
Branca 9.72 62 13.08 110 0.046 10.66 39 13.08 110 0.239 

Não branca 90.28 576 86.92 731   89.34 327 86.92 731 
 

Ocupação remunerada materna          
Não remunerada 82.76 528 65.16 548 <0.001 80.60 295 65.16 548 <0.001 

Remunerada 17.24 110 34.84 293   19.40 71 34.84 293 
 

Família beneficiária do bolsa família           
Não 49.53 316 62.43 525 <0.001 55.46 203 62.43 525 0.023 

Sim 50.47 322 37.57 316   44.54 163 37.57 316 
 

IPA (quintil)            
1 (menor) 13.48 88 28.02 239 <0.001 22.45 86 28.02 239 0.020 

2 16.08 105 21.45 183   27.15 104 21.45 183 
 

3 18.53 121 20.40 174   22.72 87 20.40 174 
 

4 24.96 163 18.99 162   20.37 78 18.99 162 
 

5 (maior) 26.95 176 11.14 95   7.31 28 11.14 95 
 

Número de habitantes no domicílio          
1 a 2 pessoas 18.18 116 21.17 178 <0.001 19.95 73 21.17 178 0.002 

3 a 4 pessoas 36.36 232 46.02 387   36.89 135 46.02 387 
 

5 pessoas ou mais 45.45 290 32.82 276   43.17 158 32.82 276 
 

Saneamento            
Rede/fossa séptica 66.98 426 75.09 630 0.001 69.78 254 75.09 630 0.055 

Céu aberto/rio 33.02 210 24.91 209   30.22 110 24.91 209 
 

Material de construção da moradia          
Alvenaria 19.12 122 30.80 259 <0.001 27.32 100 30.80 259 0.225 

Madeira  80.88 516 69.20 582   72.68 266 69.20 582 
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Tabela 1 Continuação da página anterior  

 Variáveis %  n %  n P (χ2) %  n %  n P (χ2) 

Área de moradia            
Urbana 45.73 316 77.67 668 <0.001 81.87 316 77.67 668 0.093 

Periurbana  10.13 70 22.33 192   18.13 70 22.33 192 
 

rural 44.14 305 0.00 0   . . . . 
 

Hipertensão crônica na gestação          
Não  89.03 568 87.16 733 0.274 89.07 326 87.16 733 0.352 

Sim 10.97 70 12.84 108   10.93 40 12.84 108 
 

Infecção urinária na gestação            
Não 37.63 260 33.95 292 0.133 30.83 119 33.95 292 0.278 

Sim 62.37 431 66.05 568   69.17 267 66.05 568 
 

Malária na gestação           
Não 83.65 578 91.86 790 <0.001 89.64 346 91.86 790 0.201 

Sim 16.35 113 8.14 70   10.36 40 8.14 70 
 

Número de consultas de pré-natal          
< 6 37.95 255 19.65 168 <0.001 33.25 126 19.65 168 <0.001 

 ≥ 6 62.05 417 80.35 687   66.75 253 80.35 687 
 

Paridade            
Primigesta 37.93 242 40.67 342 <0.001 43.17 158 40.67 342 0.176 

1 gestaçao prévia 23.20 148 27.35 230   24.32 89 27.35 230 
 

2 gestaçoes prévias 13.95 89 14.27 120   13.66 50 14.27 120 
 

3 gestaçoes prévias 7.84 50 8.68 73   6.28 23 8.68 73 
 

4 ou mais gestaçoes prévias 17.08 109 9.04 76   12.57 46 9.04 76 
 

Ganho de peso gestacional            
Insuficiente  38.96 194 30.02 242 0.001 34.47 101 30.02 242 0.085 

Adequado 34.54 172 35.36 285   37.88 111 35.36 285 
 

Excessivo 26.51 132 34.62 279   27.65 81 34.62 279 
 

Idade gestacional            
≥	37 a <42 89.73 620 89.65 771 0.997 87.56 338 89.65 771 0.553 

< 37 semanas 8.97 62 9.07 78   10.88 42 9.07 78 
 

≥	42 semanas 1.30 9 1.28 11   1.55 6 1.28 11 
 

Anemia materna parto            
Não  59.24 388 60.69 494 0.572 59.39 215 60.69 494 0.675 

Sim 40.76 267 39.30 320   40.61 147 39.31 320 
 

Sexo biológico             
Feminino  51.52 356 49.88 429 0.522 51.55 199 49.88 429 0.585 

Masculino 48.48 335 50.12 431   48.45 187 50.12 431 
 

Peso ao nascer            
≥	2,5 kg a <4,0 kg 87.41 604 85.91 738 0.600 87.31 337 85.91 738 0.656 

<2,5 kg 7.24 50 7.57 65   7.51 29 7.57 65 
 

≥	4,0 kg 5.35 37 6.52 56   5.18 20 6.52 56 
 

Notificação de malária nos primeiros dois anos de vida        
 

Nenhum caso notificado (SIVEP-Malária) 88.66 602 96.16 827 <0.001 92.89 353 96.16 827 0.013 

Ao menos um caso notificado (SIVEP-Malária) 11.34 77 3.84 33   7.11 27 3.84 33   
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Tabela 2 Comparação entre a população que participou (n = 435) e que não participou da avaliação sorológica 
para identificação de exposições prévias ao P. vivax mas foi autorizada a participar do estudo MINA-Brasil (n = 
1116, incluindo 305 crianças residentes na região rural, n = 811 somente residentes na área urbana ou 
periurbana de Cruzeiro do Sul) 
 

 Todos os nascidos vivos autorizados a 
participar do estudo MINA-Brasil 

Nascidos vivos autorizados a participar do 
estudo MINA-Brasil residentes na região 

urbana e periurbana 

 
Não 

participantes 
(n = 1116) 

Participantes 
(n =435)    

Não 
participantes 

(n = 811) 

Participantes 
(n = 435)  

  

Variáveis %  n %  n P (χ2) %  n %  n P (χ2) 

Idade materna             
<19 21.51 240 14.94 65 0.008 20.47 166 14.94 65 0.025 

19-34 69.53 776 73.56 320   70.9 575 73.56 320 
 

≥35  8.96 100 11.49 50   8.63 70 11.49 50 
 

Índice de riqueza            
1 (mais pobre) 30.15 316 12.53 54 <0.001 19.97 155 12.53 54 <0.001 

2 26.05 273 22.51 97   27.06 210 22.51 97 
 

3 21.95 230 32.25 139   25.52 198 32.25 139 
 

4 (menos pobre) 21.85 229 32.71 141   27.45 213 32.71 141 
 

Escolaridade materna            
≤	9 anos 47.85 501 28.54 123 <0.001 39.61 307 28.54 123 0.001 

10-12 anos 39.45 413 52.2 225   44.26 343 52.2 225 
 

>12 anos 12.7 133 19.26 83   16.13 125 19.26 83 
 

Cor de pele materna           
Branca 11.45 120 12.06 52 0.738 12.5 97 12.06 52 0.826 

Não branca 88.55 928 87.94 379   87.5 679 87.94 379 
 

Ocupação remunerada materna          
Não remunerada 75.38 790 66.36 286 <0.001 71.78 557 66.36 286 0.049 

Remunerada 24.62 258 33.64 145   28.22 219 33.64 145 
 

Família beneficiária do bolsa família           
Não 54.58 572 62.41 269 0.006 59.15 459 62.41 269 0.267 

Sim 45.42 476 37.59 162   40.85 317 37.59 162 
 

IPA (quintil)            
1 (menor) 19.81 213 26.45 114 <0.001 26.21 211 26.45 114 0.373 

2 18.33 197 21.11 91   24.35 196 21.11 91 
 

3 18.98 204 21.11 91   21.12 170 21.11 91 
 

4 22.51 242 19.26 83   19.5 157 19.26 83 
 

5 (maior) 20.37 219 12.06 52   8.82 71 12.06 52 
 

Número de habitantes no domicílio          
1 a 2 pessoas 20.04 210 19.49 84 0.006 21.52 167 19.49 84 0.057 

3 a 4 pessoas 39.41 413 47.8 206   40.72 316 47.8 206 
 

5 pessoas ou mais 40.55 425 32.71 141   37.76 293 32.71 141 
 

Saneamento            
Rede/fossa séptica 70.53 737 74.19 319 0.157 73.09 565 74.19 319 0.68 

Céu aberto/rio 29.47 308 25.81 111   26.91 208 25.81 111 
 

Material de construção da moradia          
Alvenaria 24.71 259 28.31 122 0.151 30.54 237 28.31 122 0.416 

Madeira  75.29 789 71.69 309   69.46 539 71.69 309 
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Tabela 2 Continuação da página anterior 

Variáveis %  n %  n P (χ2) %  n %  n P (χ2) 

Área de moradia            
Urbana 58.06 648 77.24 336 <0.001 79.9 648 77.24 336 0.272 

Periurbana  14.61 163 22.76 99   20.1 163 22.76 99 
 

rural 27.33 305 0 0   . . . . 
 

Hipertensão crônica na gestação          
Não  88.26 925 87.24 376 0.582 88.02 683 87.24 376 0.694 

Sim 11.74 123 12.76 55   11.98 93 12.76 55 
 

Infecção urinária na gestação            
Não 35.66 398 35.4 154 0.923 31.69 257 35.4 154 0.184 

Sim 64.34 718 64.6 281   68.31 554 64.6 281 
 

Malária na gestação           
Não 86.56 966 92.41 402 0.001 90.51 734 92.41 402 0.258 

Sim 13.44 150 7.59 33   9.49 77 7.59 33 
 

Número de consultas de pré-natal          
< 6 31.81 348 17.32 75 <0.001 27.34 219 17.32 75 <0.001 

 ≥ 6 68.19 746 82.68 358   72.66 582 82.68 358 
 

Paridade            
Primigesta 38.74 406 41.3 178 0.030 41.49 322 41.3 178 0.161 

1 gestaçao prévia 25.38 266 25.99 112   26.68 207 25.99 112 
 

2 gestaçoes prévias 14.41 151 13.46 58   14.43 112 13.46 58 
 

3 gestaçoes prévias 7.44 78 10.44 45   6.57 51 10.44 45 
 

4 ou mais gestaçoes prévias 14.03 147 8.82 38   10.82 84 8.82 38 
 

Ganho de peso gestacional            
Insuficiente  36.6 325 26.68 111 <0.001 33.97 232 26.68 111 0.004 

Adequado 35.14 312 34.86 145   36.75 251 34.86 145 
 

Excessivo 28.27 251 38.46 160   29.28 200 38.46 160 
 

Idade gestacional            
≥ 37 a <42 89.16 995 91.03 396 0.335 87.92 713 91.03 396 0.149 

< 37 semanas 9.32 104 8.28 36   10.36 84 8.28 36 
 

≥ 42 semanas 1.52 17 0.69 3   1.73 14 0.69 3 
 

Anemia materna parto            
Não  59.07 622 62.5 260 0.226 59.08 449 62.5 260 0.252 

Sim 40.93 431 37.5 156   40.92 311 37.5 156 
 

Sexo biológico             
Feminino  50.54 564 50.8 221 0.925 50.18 407 50.8 221 0.835 

Masculino 49.46 552 49.2 214   49.82 404 49.2 214 
 

Peso ao nascer            
≥ 2,5 kg a <4,0 kg 86.38 964 87.1 378 0.285 85.94 697 87.1 378 0.234 

<2,5 kg 7.97 89 5.99 26   8.38 68 5.99 26 
 

 ≥ 4,0 kg 5.65 63 6.91 30   5.67 46 6.91 30 
 

Notificação de malária nos primeiros dois anos de vida        
 

Nenhum caso notificado (SIVEP-Malária) 91.58 1011 96.09 418 0.002 94.66 762 96.09 418 0.262 

Ao menos um caso notificado (SIVEP-Malária) 8.42 93 3.91 17   5.34 43 3.91 17   
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 INFECÇÕES POR PLASMODIUM AO LONGO DOS PRIMEIROS DOIS ANOS DE VIDA  

 

4.2.1 Casos de malária notificados no sistema SIVEP-Malária  

 

Na primeira parte deste trabalho investigamos a distribuição de casos de malária 

notificados no sistema SIVEP-Malária ao longo dos primeiros 24 meses de vida. Como base 

de comparação de nível de incidência ao longo do tempo, descrevemos também a incidência 

de casos de malária materna notificados no mesmo período (24 meses pós-parto) (Figura 9). 

 Identificamos no banco de dados do SIVEP 236 casos de malária vivax infantil e 29 

casos de malária falciparum ou infecção mista nos primeiros dois anos de vida. A prevalência 

de período de malária (pelo menos um caso notificado) entre as crianças do estudo foi de 

7,1% (n = 110/1539) nos primeiros dois anos de vida. Durante o mesmo período, a 

prevalência de período de malária notificada nas mães foi de 16,8% (n = 257/1533). 

Diagnósticos de malária vivax foram incomuns no primeiro ano de vida; a partir do segundo 

ano de vida, a incidência da doença nas mães e crianças foi comparável (Figura 9 A). A 

incidência de malária falciparum foi baixa ao longo de todo o período avaliado (Figura 9 B).  

 Ainda que a maioria das crianças não tenha tido malária notificada nos primeiros dois 

anos de vida, entre as que tiveram, episódios repetidos foram comuns: 53,6% (n = 59/110) 

tiveram mais de um caso notificado, chegando ao máximo de 9 casos de malária notificados 

nos primeiros 24 meses de vida. 19,1% (n = 21/110) tiveram ³4 episódios diagnosticados e 

juntas foram responsáveis por 43,4% de todos os episódios de malária diagnosticados na 

população de estudo. Entre as crianças que tiveram malária vivax diagnosticada nos 

primeiros 24 meses de vida, 54,9% (n = 56/102) tiveram mais de um caso diagnosticado; nas 

mães essa proporção foi de 46,1% (n = 100/217).  
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Figura 9 Incidência de casos de malária infantil e materna notificados nos primeiros 24 meses pós-parto  
(A) Incidência de malária vivax, e (B) malária falciparum ou malária mista falciparum e vivax. Malária infantil em 
azul (população avaliada: n = 1539), materna em cinza (população avaliada: n = 1533); intervalo de confiança 
95% destacado em tom mais claro. 
 

4.2.2 Identificação de exposições prévias às fases sanguíneas de P. vivax por sorologia  

 

Na primeira parte deste trabalho investigamos a incidência de casos de malária 

notificados no sistema SIVEP-Malária ao longo dos primeiros dois anos de vida. Foi possível 

observar com clareza aumento pronunciado da incidência de notificação de malária vivax a 

partir do segundo ano de idade (Figura 9) (112). Mas apenas com as informações recuperadas 

do sistema SIVEP-Malária não é possível                  saber se no primeiro ano de vida a incidência de 

infecções por Plasmodium na população deste estudo foi baixa, ou se as crianças foram 

infectadas mas permaneceram com infecções subpatentes, infeções assintomáticas, ou com 

sintomas leves que desapareceram sem o uso de antimaláricos.  

As infecções assintomáticas por P. vivax são frequentes na população adulta de áreas 

endêmicas da Amazônia (93,107,113,114), mas a malária subclínica no início da vida 

permanece desconhecida na região. Casos assintomáticos, apesar de silenciosos, podem 

impactar negativamente a saúde (115,116) e contribuir para a manutenção da transmissão 

de malária (107,117,118). Havia, portanto, uma lacuna importante a ser preenchida: a 

proporção de infeções por P. vivax não notificadas no sistema SIVEP-Malária. 

Usamos sorologia para identificar infeções por P. vivax que permanecem silenciosas 

ao sistema de saúde brasileiro. Trata-se de metodologia interessante porque permite 

identificar exposições ao parasito sem que necessariamente seja feita a coleta de amostra 
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durante a infecção. No contexto do estudo MINA-Brasil, uma coorte de nascimentos, 

diminuir o número de coletas de amostras é particularmente importante.  

Buscamos anticorpos IgG contra três antígenos presentes nas formas sanguíneas 

de P. vivax: PvAMA1, PvDBP e PvMSP119 (112). Assim, identificamos crianças previamente 

expostas às formas sanguíneas do parasito, independentemente de terem tido malária 

vivax notificada no sistema SIVEP-Malária. As amostras utilizadas para a sorologia foram 

coletadas nas visitas de um e dois anos de idade – idade média na visita 12,72 meses 

(idade mínima 11,15, máxima 16,23, desvio padrão [DP] 0,75) e 23,67 meses (idade 

mínima 16,00, máxima 32,13, DP 1,42). O critério de inclusão na avaliação sorológica foi a 

disponibilidade de amostras de plasma coletadas nas visitas de um e dois anos. Ao todo, 

435 crianças residentes na região urbana e periurbana de Cruzeiro do Sul participaram da 

avaliação sorológica para identificação de exposições prévias ao P. vivax. 

O primeiro passo da avaliação sorológica foi investigar a presença de anticorpos 

IgG anti-PvAMA1, anti-PvDBP e anti-PvMSP119 na população de estudo. Na visita de um 

ano a prevalência de anticorpos contra ao menos um dos três antígenos avaliados foi de 

15,6% (n = 68, IC 95% 12,5 - 19,4) e para ³2 antígenos 4,4% (n = 19, IC 95% 2,8 - 6,8) 

(Figura 10 A). Aos dois anos a prevalência de anticorpos contra ao menos um antígeno foi 

de 13,6% (n = 59, IC 95% 10,7 – 17,1), para ³2 antígenos 2,5% (n = 11, IC 95% 1,4 - 4,5) 

(Figura 10 B).  Anticorpos anti-PvAMA1 foram menos prevalentes do que anticorpos anti-

PvDBP e anti-PvMSP119, o que sugere  que a resposta humoral contra esse antígeno exija 

exposições repetidas ao parasito (119). A baixa prevalência para anticorpos anti-PvAMA1 

vai ao encontro dos resultados observados na sorologia com amostras maternas, quando 

vimos que a prevalência de anticorpos anti-PvAMA1 nas parturientes deste estudo está 

associada positivamente com a idade (112). 

Investigamos a soroconversão e sororreversão entre as visitas de um e dois anos 

de idade. Para essa avaliação criamos três categorias: (a) crianças negativas para os três 

antígenos, (b) positivas para um dos antígenos, e (c) positivas para ³2 dos antígenos 

investigados. Entre as 19 crianças positivas para ³2 antígenos na visita de um ano, 94,7% 

(n = 18) mantiveram-se positivas para ao menos um antígeno na visita de dois anos. Entre 

as 49 crianças positivas para um único antígeno na visita de um ano, 67,3% (n = 33) 
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sororreverteram na visita de dois anos e não tiveram anticorpos detectados para nenhum 

dos três antígenos investigados (Figura 11).  

A partir destes resultados definimos como evidência sorológica de exposição às 

fases sanguíneas de P. vivax, isto é, evidência sorológica de ao menos um episódio de 

infeção prévia por P. vivax, a presença de anticorpos contra ³2 antígenos em ao menos 

uma das visitas (um ano ou dois anos). Assim, priorizamos a especificidade da 

metodologia diagnóstica. Porque objetivamos investigar fatores associados com a 

exposição ao P. vivax, e a maior parte das crianças da coorte MINA-Brasil não foi exposta 

ao parasito, julgamos que a especificidade seria mais importante do que a sensibilidade.  
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Figura 10 Proporção de crianças com anticorpos IgG anti-PvAMA1, anti-PvDBP e anti-PvMSP119 detectados nas 
visitas de um ano e dois anos de idade 
(A) Visita de um ano e (B) visita de dois anos (n = 435). Círculos em preto indicam positividade (índice de 
reatividade >1), círculos em cinza indicam negatividade (índice de reatividade ≤1). 

A

B
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Figura 11 Distribuição de crianças de acordo com ausência ou presença de anticorpos IgG para 1 ou ³2 
antígenos da fase sanguínea de Plasmodium vivax (PvAMA1, PvDBP ou PvMSP119) 
(A) Todos os participantes avaliados (n = 435), (B) participantes que soroconverteram ou sororreverteram entre 
as visitas de 1 e 2 anos (n = 93). 
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4.2.2.1 Evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax  

 

Identificamos evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax no primeiro ano 

de vida - positividade para ³2 antígenos na visita de um ano de idade - em 19 crianças 

(4,4%, IC 95% 2,8 - 6,8%). Nos primeiros dois anos de vida, 23 crianças (5,3%, IC 95% 3,5 - 

7,8%) tiveram evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax - positividade para ³2 

antígenos na visita de um ou dois anos de idade.  

Quando avaliamos as exposições ao P. vivax identificadas por sorologia ou 

notificação no sistema SIVEP-Malária nas 435 crianças que participaram da avaliação 

sorológica, observamos que a maior parte das infecções por P. vivax no início da vida 

permanecem invisíveis ao sistema de saúde brasileiro: não são diagnosticadas, tratadas e 

notificadas no sistema SIVEP-Malária. No primeiro ano de vida, 77,3% (n = 17/22) das 

crianças com exposição ao P. vivax identificada neste estudo não tiveram nenhum caso de 

malária vivax notificado no sistema SIVEP-Malária. Nos dois primeiros anos de vida, 50,0% 

(n = 15/30) das crianças com exposição ao P. vivax identificada neste estudo não tiveram 

nenhuma notificação de malária vivax no sistema SIVEP-Malária (Figura 12).  

Nos primeiros dois anos de vida, 7 crianças tiveram malária vivax notificada no 

sistema SIVEP-Malária sem evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax (Figura 12). 

Neste estudo, as limitações quanto à sensibilidade da sorologia para identificar exposições 

prévias ao P. vivax são claras e não permitem que a prevalência de infecções por P. vivax 

nos primeiros 24 meses de vida da população que participou da avaliação sorológica seja 

estimada.  
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Figura 12 Crianças que participaram da avaliação sorológica e tiveram exposições ao Plasmodium vivax 
identificadas por sorologia ou notificação no sistema SIVEP-Malária (n = 22 no primeiro ano de vida, n = 30 nos 
primeiros dois anos de vida) 
Em verde água, crianças com evidência sorológica de infeção prévia por P. vivax (presença de anticorpos IgG 
para ³2 antígenos da fase sanguínea de Plasmodium vivax - PvAMA1, PvDBP ou PvMSP119) (n = 17 primeiro 
ano de vida, n = 15 primeiros dois anos de vida); em preto, crianças com ao menos um caso de malária vivax 
notificado no sistema SIVEP-Malária e com evidência sorológica de exposição prévia ao P. vivax (n = 2 primeiro 
ano de vida, n = 8 primeiros dois anos de vida); em rosa, crianças com ao menos um caso de malária vivax 
notificado no sistema SIVEP-Malária (n = 3 primeiro ano de vida, n = 7 primeiros dois anos de vida). Os dados se 
referem ao período do nascimento até a visita de 1 ano ou 2 anos de idade. Aos 2 anos foram incluídos tanto os 
dados sorológicos da visita de 2 anos como de 1 ano de idade. 
 

 FATORES ASSOCIADOS COM INFECÇÕES POR PLASMODIUM NOS PRIMEIROS DOIS 

ANOS DE VIDA 

 

Uma vez que tínhamos em mãos os dados de histórico de notificação de casos de 

malária nos primeiros dois anos de vida da população deste estudo (n = 1539), e que 

tínhamos a informação de evidência sorológica de exposição prévia ao P. vivax  para um 

extrato da população (n = 435), investigamos fatores associados com infecções por 

Plasmodium nos primeiros dois anos de vida.  

 

4.3.1 Fatores associados com notificação de malária no sistema SIVEP-Malária 

  

Observamos maior incidência de casos de notificação de malária nos primeiros dois 

anos de vida nas crianças residentes na região rural (Figura 13). Durante a gestação não foi 

diferente: gestantes que moravam na região rural de Cruzeiro do Sul foram mais expostas à 

malária quando comparadas com gestantes que residiam na área urbana da cidade, razão de 

odds ajustada de 3,40 (IC 95% 2,13 - 5,44, P = < 0,001) (93).  
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Figura 13 Incidência de casos de malária de acordo com a região de moradia 
(A) Mapa da região do Vale do Alto Juruá com 81 localidades de residência dos participantes deste estudo (n = 
1494). As localidades foram representadas por círculos de tamanhos proporcionais ao número de crianças 
participantes deste estudo residentes no local. As cores dos círculos representam a incidência de malária na 
população residente ao longo dos primeiros 24 meses de vida (maiores incidências nas cores mais quentes). 
Estradas e ruas estão representadas em cinza, rios em azul. (B) Detalhe da cidade de Cruzeiro do Sul. 
 

Para investigar os fatores associados com notificação de malária nos primeiros 24 

meses de vida, fizemos regressão binomial negativa multinível com a variável IPA na 

região de moradia estratificada em quintis como variável contextual. O desfecho foi o 

número de casos de malária de qualquer espécie, ou malária vivax em específico, 

diagnosticados nos primeiros dois anos de vida. Incluímos nessa análise todas as crianças 

autorizadas a participar do estudo MINA-Brasil que tinham disponíveis as informações 

para busca de notificação de casos de malária no banco de dados do sistema SIVEP-

Malária, e a informação de IPA na região de moradia n = 1494.    

A exposição à malária na vida intrauterina, presente em 11,9% (n = 178/1494) dos 

participantes deste estudo, foi um dos principais fatores associados com risco de notificação 

de malária nos primeiros dois anos de vida, IRR na análise ajustada de 2,32 (IC 95% 1,26 - 

4,25, P = 0,007). Ser beneficiário do Bolsa Família, um marcador de pobreza, se associou com 



 69 

maior risco de malária, IRR na análise ajustada de 1,94 (IC 95% 1,12 - 3,35, P = 0,018). Filhos 

de mães com uma gestação prévia, quando comparados com filhos de mães primigestas, e 

crianças do quartil menos pobre, quando comparadas com as mais pobres, tiveram menos 

risco de notificação de malária: IRR na análise ajustada de 0,29 (IC 95%  0,13 - 0,62, P = 

0,001) e 0,17 (IC 95%  0,06 - 0,47, P = 0,001) (Tabela 3). 

Investigamos também a associação entre IPA na região de moradia e o risco de 

notificação de malária nos primeiros dois anos de vida. Agora, o modelo de regressão 

binomial negativa não foi multinível, e IPA na região de moradia entrou como variável 

independente. Observamos que o risco de malária aumenta substancialmente nos quintis 

superiores, passando de IRR na análise ajustada de 4,70 (IC 95% 1,57 - 14,06, P = 0,006) no 

quarto quintil, para 20,72 (IC 95% 7,09 - 60,52, P = < 0,001) no quintil superior, com uma 

grande amplitude no IC (Tabela 4).  

 
Tabela 3 Regressão binomial negativa multinível para avaliação de fatores associados com o número de 
notificações de malária e malária vivax em específico nos primeiros 24 meses de vida (n = 1494) 
 
   Desfecho: malária qualquer espécie Desfecho: malária vivax 

Variáveis na  IRRb (IC 95%) P IRRb (IC 95%) P 
Índice de riqueza (quintil) 

        
1 (mais pobre) 341 Ref. 

   
Ref. 

   
2 358 0.64 (0.34 1.19) 0.159 0.66 (0.34 1.26) 0.206 

3 363 0.71 (0.38 1.36) 0.304 0.76 (0.39 1.48) 0.424 

4 364 0.17 (0.06 0.47) 0.001 0.20 (0.07 0.55) 0.002 

Bolsa Famíliad 
        

não 821 Ref. 
   

Ref. 
   

sim 605 1.94 (1.12 3.35) 0.018 1.91 (1.09 3.34) 0.024 

Malária na gestação  
        

não 1316 Ref. 
   

Ref. 
   

sim 178 2.32 (1.26 4.25) 0.007 2.52 (1.36 4.66) 0.003 

Gestações prévias  
        

primigesta 570 Ref. 
   

Ref. 
   

1 365 0.29 (0.13 0.62) 0.001 0.28 (0.13 0.62) 0.002 

2 203 0.73 (0.34 1.55) 0.410 0.79 (0.37 1.70) 0.549 

3 118 0.59 (0.23 1.47) 0.255 0.52 (0.20 1.35) 0.177 

>= 4  170 1.06 (0.51 2.22) 0.873 1.11 (0.52 2.37) 0.778 

aNúmero total de cada variável pode não ser igual a 1494 por conta de missing  
bIRR = Incidence Rate Ratio 
Variável IPA na região de moradia estratificada em quintis foi incluída como variável contextual 
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Tabela 4 Regressão binomial negativa para avaliação de fatores associados com o número de notificações de 
malária e malária vivax em específico nos primeiros 24 meses de vida (n = 1494) 
 
   Desfecho: malária qualquer espécie Desfecho: malária vivax 

Variáveis na  IRRb (IC 95%) P IRRb (IC 95%) P 
Índice de riqueza (quintil)         
1 (mais pobre) 341 Ref.    Ref.    
2 358 0.64 (0.34 1.20) 0.164 0.66 (0.35 1.27) 0.215 

3 363 0.73 (0.39 1.39) 0.344 0.79 (0.41 1.53) 0.485 

4 364 0.17 (0.06 0.48) 0.001 0.21 (0.07 0.58) 0.003 

Bolsa Famíliad         
não 821 Ref.    Ref.    
sim 605 1.92 (1.11 3.31) 0.020 1.88 (1.07 3.29) 0.027 

IPAe          
1 (menor) 300 Ref.    Ref.    
2 312 2.65 (0.84 8.38) 0.096 3.13 (0.91 10.80) 0.071 

3 292 2.65 (0.84 8.34) 0.097 3.32 (0.97 11.40) 0.057 

4 323 4.70 (1.57 14.06) 0.006 4.98 (1.50 16.51) 0.009 

5 (maior) 267 20.72 (7.09 60.52) <0.001 22.73 (7.08 73.01) <0.001 

Malária na gestação          
não 1316 Ref.    Ref.    
sim 178 2.20 (1.21 4.02) 0.010 2.39 (1.30 4.40) 0.005 

Gestações prévias          
primigesta 570 Ref.    Ref.    
1 365 0.28 (0.13 0.61) 0.001 0.27 (0.12 0.61) 0.002 

2 203 0.72 (0.34 1.53) 0.393 0.78 (0.37 1.67) 0.528 

3 118 0.57 (0.23 1.43) 0.231 0.50 (0.19 1.30) 0.153 

>= 4  170 1.04 (0.50 2.17) 0.913 1.09 (0.52 2.32) 0.815 

aNúmero total de cada variável pode não ser igual a 1494 por conta de missing  
bIRR = Incidence Rate Ratio 

 

4.3.2 Anticorpos maternos adquiridos na vida intrauterina: um possível fator protetor 

contra malária vivax no início da vida 

 

A baixa incidência de notificação de malária no início da vida na população deste 

estudo pode estar associada com a presença de anticorpos IgG maternos adquiridos na vida 

intrauterina. Assim, buscamos investigar a associação entre a presença de anticorpos 

maternos contra as fases sanguíneas de P. vivax adquiridos na vida intrauterina e o risco 

subsequente de notificação de malária vivax. Fizemos avaliação sorológica de amostras 

maternas (sangue venoso) e do recém-nascido (sangue de cordão umbilical) coletadas no 

parto para os três antígenos da fase sanguínea de P. vivax utilizados neste estudo: PvDBP, 

PvMSP119 e PvAMA-1. 
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4.3.2.1 Anticorpos contra antígenos das fases sanguíneas de P. vivax e risco de malária vivax 

materna nos primeiros 24 meses pós-parto  

 

O primeiro passo para investigar a associação entre anticorpos adquiridos na vida 

intrauterina e o risco subsequente de malária foi a caracterização da presença de anticorpos 

IgG anti-PvDBP, anti-PvMSP119 e anti-PvAMA1 nas parturientes deste estudo. Participaram 

da avaliação sorológica as mães que possuíam amostra disponível de sangue venoso 

coletada no dia do parto (n = 1095). 

A prevalência de positividade de anticorpos em amostras de sangue venoso materno 

coletadas no parto anti-PvAMA1 foi de 31,8%, anti-PvDBP 31,7%, e anti-PvMSP119 44,4%. 

Observamos níveis mais altos de anticorpos nas parturientes com diagnóstico molecular 

(qPCR) (93) positivo para P. vivax – P <0,0001 para todos os antígenos no teste de Mann-

Whitney (Figura 14 A). O teste do qui-quadrado para tendência linear de Mantel-Haenszel 

indicou aumento da prevalência de anticorpo anti-PvAMA1 com o aumento da idade (P= 

0,015) (Figura 14 B). A prevalência de anticorpos anti-PvDBP e anti-PvMSP119 não se 

associou com a idade materna (Figura 14 B). Observamos nas mães deste estudo associação 

entre níveis altos de anticorpos no momento do parto (quintis superiores) e aumento de 

risco de notificação de malária vivax nos primeiros 12 meses pós-parto (Figura 14 C).  

Fizemos análise de sobrevivência de riscos proporcionais de Cox para o desfecho de 

primeiro caso de notificação de malária vivax materna no primeiro e no segundo ano pós-

parto. Observamos associação significativa entre níveis altos de anticorpos e aumento de 

risco de notificação de malária vivax nos primeiros 12 meses pós-parto para todos os 

antígenos avaliados (Tabela 5). É possível que o maior risco de notificação de malária vivax 

observado em mães com altos IR no parto esteja associado com infecções recentes de 

malária vivax na gestação e com episódios de recaídas no período pós-parto. Gestantes não 

devem receber primaquina como tratamento para malária vivax e isso torna essa população 

particularmente vulnerável a recaídas. No segundo ano não houve associação entre nível de 

anticorpos no parto e risco subsequente de malária (mães com diagnóstico de malária no 

primeiro ano foram excluídas da análise no segundo ano) (Tabela 5).  
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Figura 14 Anticorpos IgG anti-PvDBP, anti-PvMSP119 e anti-PvAMA1 nas parturientes deste estudo e risco 
subsequente de diagnóstico de malária vivax (n = 1095; amostras coletadas no parto)  
(A) Comparação entre níveis de anticorpos anti-PvAMA1, anti-PvDBP e anti-PvMSP-119 em parturientes 
infectadas (n = 70) e não infectadas (n = 1025) por Plasmodium vivax - diagnóstico por qPCR (93); barras na 
mediana e no intervalo interquartil; **** = P<0,0001 no teste de Mann-Whitney. (B) Prevalência de anticorpos 
maternos anti-PvAMA1, anti-PvDBP e anti-PvMSP-119 de acordo com a idade da parturiente. Foram 
consideradas positivas as amostras com Índice de Reatividade (IR) >1: <16 n = 47, 16-20 n = 312, 21-25 n = 274, 
26-30 n = 226, 31-35 n = 163, 36+ n = 73. (C) Incidência cumulativa de notificação de malária vivax materna nos 
primeiros 24 meses pós-parto de acordo com os níveis de anticorpos anti-PvAMA1, anti-PvDBP e anti-PvMSP-
119 estratificados em quintis (1 = IR mais baixo). Mulheres diagnosticadas com P. falciparum foram censuradas. 
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Tabela 5 Regressão de riscos proporcionais de Cox para primeiro caso de notificação de malária vivax nas mães 
dos participantes deste estudo no primeiro e no segundo ano pós-parto (n = 1095) 
 
População  Desfecho Antígeno 

HRb conforme quintil de 

nível de anticorpo 
IC 95%  P 

Mães  Tempo para primeiro caso de notificação de 
malária vivax nos 12 meses pós-parto (96 falhas) a PvAMA1 1 Ref. 

      (n = 1095) 

   
2 1.72 (0.68 4.31) 0.251 

   
3 1.92 (0.77 4.76) 0.160 

   
4 2.36 (1.00 5.58) 0.050 

   
5 2.94 (1.26 6.86) 0.013 

  
PvDBP 1 Ref. 

   
   

2 3.27 (1.30 8.21) 0.012 

   
3 1.79 (0.67 4.80) 0.244 

   
4 2.69 (1.07 6.80) 0.036 

   
5 3.75 (1.54 9.13) 0.004 

  
PvMSP119 1 Ref. 

   
   

2 2.02 (0.75 5.42) 0.162 

   
3 2.24 (0.85 5.90) 0.104 

   
4 3.43 (1.40 8.41) 0.007 

   
5 3.67 (1.51 8.94) 0.004 

Mães  Tempo para o primeiro caso de notificação de 
malária vivax nos 12-24 meses pós-parto (51 
falhas) a 

PvAMA1 1 Ref. 
   

(n = 981) c 

   
2 0.99 (0.41 2.38) 0.977 

   
3 1.13 (0.48 2.67) 0.778 

   
4 1.48 (0.66 3.32) 0.345 

   
5 0.53 (0.18 1.63) 0.269 

  
PvDBP 1 Ref. 

   
   

2 0.34 (0.11 1.05) 0.061 

   
3 1.18 (0.54 2.55) 0.683 

   
4 1.09 (0.50 2.41) 0.823 

   
5 0.71 (0.28 1.80) 0.472 

  
PvMSP119 1 Ref. 

   
   

2 0.59 (0.25 1.38) 0.223 

   
3 0.63 (0.27 1.46) 0.281 

   
4 0.70 (0.31 1.59) 0.392 

   
5 0.66 (0.27 1.58) 0.350 

a Análise de riscos proporcionais de Cox ajustada para índice de riqueza (quartis), IPA no local de moradia (variável continua), malária na 
gestação (sim/não). 
b HR = Hazard Ratio 
c Mães diagnosticadas com malária (provocada por qualquer espécie de Plasmodium) nos primeiros 12 meses foram excluídas da análise 12-
24 meses.   

 

Neste estudo estimamos os níveis de anticorpos IgG totais contra os antígenos 

PvAMA1, PvDBP e PvMSP119; não avaliamos a atividade biológica desses anticorpos. 

Sabemos que nem todos os anticorpos gerados contra Plasmodium são protetores contra a 

infecção, e que possivelmente não tenhamos conseguido identificar a presença de 
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anticorpos protetores somente com sorologia de IgG total, sendo este um dos motivos pelos 

quais não sugerimos que anticorpos contra os antígenos avaliados não tenham atividade 

protetora contra malária vivax.  

 

4.3.2.2 Anticorpos maternos contra antígenos das fases sanguíneas de P. vivax adquiridos na 

vida intrauterina e risco de malária vivax nos primeiros 24 meses de vida  

 

Avaliamos a correlação de IR de 101 pares de amostras coletadas no parto de sangue 

venoso materno e de sangue de cordão umbilical. O coeficiente de correlação de Spearman 

foi de 0,801 para anticorpos anti-PvDBP, 0,813 anti-PvAMA1 e 0,858 anti-PvMSP119, P 

<0,0001 para todos os antígenos (Figura 15 A). Porque neste estudo a disponibilidade de 

amostras de sangue de cordão umbilical é menor do que a de sangue venoso materno, e 

porque houve correlação entre os níveis de anticorpos maternos e os níveis de anticorpos 

presentes no cordão umbilical, optamos por usar nas análises de sobrevivência de malária 

infantil o IR de anticorpos do sangue venoso materno como referência de níveis de 

anticorpos maternos adquiridos na vida intrauterina. 

Não houve associação entre níveis de anticorpos maternos e risco de malária nos 

primeiros 24 meses de vida - análise de sobrevivência com o modelo de riscos proporcionais 

de Cox para o desfecho de primeiro caso de notificação de malária vivax nos primeiros 24 

meses de vida (n = 1095) (Figura 15 B, Tabela 6). Para investigar a associação entre 

anticorpos IgG maternos e risco de malária infantil, o ideal teria sido fazer a análise de 

sobrevivência restrita aos primeiros 6 meses de vida. Mas a incidência de malária no 

primeiro ano de vida na população deste estudo foi baixa e não foi possível fazer a análise 

cobrindo somente os primeiros seis meses pós-parto. Assim, considerando as limitações 

deste estudo, nossos resultados não são suficientes para sugerir ausência de associação 

entre anticorpos maternos anti-PvDBP, anti-PvAMA1 e anti-PvMSP119 adquiridos na vida 

intrauterina e proteção contra malária vivax no início da vida. 
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Figura 15 Anticorpos IgG maternos anti-PvDBP, anti-PvMSP119 e anti-PvAMA1 e risco subsequente de 
diagnóstico de malária vivax (n = 1095) 
(A) Scatter plot de Índice de Reatividade (IR) de anticorpos anti-PvAMA1, anti-PvDBP e anti-PvMSP-119 
maternos e de cordão umbilical (n = 101 pares). (B) Incidência cumulativa de notificação de malária vivax nos 
primeiros 24 meses de vida de acordo com os níveis de anticorpos maternos anti-PvAMA1, anti-PvDBP e anti-
PvMSP119 estratificados em quintis (1 = IR mais baixo). Crianças diagnosticadas com Plasmodium falciparum 
foram censuradas. 
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Tabela 6 Regressão de riscos proporcionais de Cox para primeiro caso de notificação de malária vivax nos 
primeiros 24 meses de vida (n = 1095) 
 
População  Desfecho Antígeno 

HRb conforme quintil de 

nível de anticorpo 
IC 95%  P 

Crianças  Tempo para o primeiro caso de notificação de 
malária vivax nos primeiros 24 meses de vida 
(67 falhas) a 

PvAMA1 1 Ref. 
   (n = 1095) 

   
2 1.56 (0.62 3.90) 0.345 

   
3 1.05 (0.38 2.91) 0.919 

   
4 1.47 (0.59 3.66) 0.405 

   
5 1.09 (0.43 2.78) 0.853 

  
PvDBP 1 Ref. 

   
   

2 1.08 (0.47 2.47) 0.851 

   
3 0.51 (0.20 1.28) 0.151 

   
4 0.71 (0.30 1.70) 0.445 

   
5 0.97 (0.45 2.10) 0.948 

  
PvMSP119 1 Ref. 

   
   

2 1.09 (0.47 2.51) 0.843 

   
3 0.46 (0.17 1.28) 0.137 

   
4 1.01 (0.45 2.29) 0.972 

      5 0.81 (0.36 1.84) 0.621 
a Análise de riscos proporcionais de Cox ajustada para índice de riqueza (quartis), IPA no local de moradia (variável continua), malária na 
gestação (sim/não), número de gestações prévias (0, 1, 2, 3, 4+), consumo de álcool na gestação (sim/não). 
b HR = Hazard Ratio 

 

4.3.3 Fatores associados com evidência sorológica de exposição às fases sanguínea de P. 

vivax  

 

Investigamos fatores associados com evidência sorológica de infecção prévia por P. 

vivax - positividade para anticorpos IgG contra ³2 antígenos (PvDBP, PvMSP119 ou 

PvAMA1) nas visitas de um ou dois anos de idade. Optamos por usar modelos de 

regressão multinível de Poisson com variância robusta para o desfecho binário 

positivo/negativo (111). A variável IPA na região de moradia estratificada em quintis foi 

incluída no modelo como variável contextual. Participaram da análise as crianças com 

informação disponível de IPA na região de moradia (n = 431).  

Investigamos também fatores associados com notificação de malária vivax na 

mesma população (n = 431), com o mesmo método estatístico e com variáveis de ajuste 

selecionadas a partir do mesmo modelo conceitual hierárquico (Figura 7 A). Assim, 

obtivemos dados comparáveis para os dois desfechos: (a) evidência sorológica de infecção 

por P. vivax nos primeiros 24 meses de vida, presente em 23 crianças (5,3%), e (b) ao 
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menos um caso de malária vivax notificado no sistema SIVEP-Malária nos primeiros dois 

anos de vida, presente em 15 (3,4%) crianças. 

A exposição à malária na vida intrauterina, presente em 7,7% (n = 33/431) das 

crianças que participaram da análise, foi o principal fator associado com aumento de risco de 

evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax (Tabela 7). Aleitamento materno 

prolongado, por ³12 meses, presente em 68,2% (n = 292/428) das crianças com essa 

informação disponível, foi fator de proteção para o desfecho de evidência sorológica de 

infecção prévia por P. vivax (Tabela 7), mas não teve associação com o desfecho de 

notificação de malária vivax nos primeiros 24 meses de vida (Tabela 8).  

Investigamos a associação entre aleitamento materno prolongado e infecção por P. 

vivax com uma definição mais abrangente de “evidência sorológica de infecção prévia por P. 

vivax”. Dessa vez, consideramos expostas as crianças com positividade para anticorpos IgG 

contra ao menos um dos antígenos avaliados (PvDBP, PvMSP119 ou PvAMA1) nas visitas de 

um ou dois anos de idade. Com a definição mais abrangente, a positividade passou de 5,3% 

(n = 23, positivas para ³2 antígenos investigados) para 21,4% (n = 92, positivas para ³1 

antígenos investigados). O aleitamento materno prolongado permaneceu como fator 

protetor (Tabela 9).   
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Tabela 7 Regressão multinível de Poisson com variância robusta para investigação de fatores associados com a 
presença de anticorpos IgG para ³2 antígenos da fase sanguínea de P. vivax em crianças com 1 ou 2 anos de 
idade (n = 431) - desfecho binário positivo/negativo 
 
  Não ajustado Ajustado 
 Variáveis   n positivos/total PR a IC 95% P PR IC 95% P 
Idade (meses) 23/431 1.12 (0.88 1.43) 0.341 1.14 (0.86 1.50) 0.357 

Índice de riqueza (quartil)         

1 (mais pobre) 6/93 Ref.    Ref.    

2 6/114 0.82 (0.27 2.45) 0.717 1.04 (0.42 2.57) 0.934 

3 8/113 1.10 (0.39 3.05) 0.859 1.47 (0.50 4.34) 0.488 

4 (menos pobre) 3/111 0.42 (0.11 1.63) 0.210 0.45 (0.11 1.79) 0.257 

Malária na gestação         

Não 19/398 Ref.    Ref.    

Sim 4/33 2.54 (0.92 7.04) 0.073 2.61 (1.27 5.36) 0.009 

Duração da amamentação         

<12 meses 15/136 Ref.    Ref.    

³12 meses 8/292 0.25 (0.11 0.57) 0.001 0.20 (0.13 0.31) <0.001 

IPA (quintil)          

1 (menor) 5/101 Ref.        

2 3/104 0.58 (0.14 2.38) 0.452     

3 6/91 1.33 (0.42 4.22) 0.626     

4 1/83 0.24 (0.03 2.05) 0.193     

5 (maior) 8/52 3.11 (1.07 9.04) 0.037         

a PR = Prevalence Ratio 
No modelo ajustado a variável IPA na região de moradia estratificada em quintis foi incluída como variável contextual  
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Tabela 8 Regressão multinível de Poisson com variância robusta para investigação de fatores associados com 
ao menos um caso de malária vivax notificado nos primeiros 24 meses de vida (n = 431) - desfecho binário 
positivo/negativo 
 
  Não ajustado Ajustado 
 Variáveis  n positivos/total PR a IC 95% P PR IC 95% P 
Idade (meses) 15/431 1.12 (0.79 1.58) 0.522 1.22 (0.95 1.57) 0.127 

Índice de riqueza (quartil)         

1 (mais pobre) 4/93 Ref.    Ref.    

2 6/114 1.22 (0.36 4.21) 0.749 1.45 (0.90 2.32) 0.123 

3 4/113 0.82 (0.21 3.21) 0.779 1.41 (0.25 7.83) 0.697 

4 (menos pobre) 1/111 0.21 (0.02 1.85) 0.159 0.36 (0.09 1.47) 0.154 

Malária na gestação         

Não 9/398 Ref.    Ref.    

Sim 6/33 8.04 (3.04 21.24) <0.001 5.93 (2.16 16.26) 0.001 

Anemia materna no parto         

Não 4/256 Ref.    Ref.    

Sim 11/156 4.51 (1.46 13.94) 0.009 3.45 (1.43 8.32) 0.006 

Duração da amamentação         

<12 meses 3/136 Ref.    Ref.    

³12 meses 12/292 1.86 (0.53 6.51) 0.329 1.33 (0.17 10.27) 0.788 

IPA (quintil)          

1 (menor) 1/101 Ref.        

2 1/104 0.97 (0.06 15.37) 0.983     

3 3/91 3.33 (0.35 31.53) 0.294     

4 2/83 2.43 (0.22 26.44) 0.465     

5 (maior) 8/52 15.54 (1.99 121.20) 0.009         

a PR = Prevalence Ratio 
No modelo ajustado a variável IPA na região de moradia estratificada em quintis foi incluída como variável contextual  
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Tabela 9 Regressão multinível de Poisson com variância robusta para investigação de fatores associados coma 
presença de anticorpos IgG para ³1 antígenos da fase sanguínea de P. vivax em crianças com 1 ou 2 anos de 
idade (n = 431) - desfecho binário positivo/negativo 
 
  Não ajustado Ajustado 
 Variáveis  n positivos/total PR a IC 95% P PR IC 95% P 
Idade (meses) 92/431 1.10 (0.97 1.24) 0.156 1.11 (0.96 1.27) 0.152 

Índice de riqueza (quartil)         

1 (mais pobre) 20/93 Ref.    Ref.    

2 20/114 0.82 (0.47 1.42) 0.473 0.85 (0.40 1.82) 0.676 

3 26/113 1.07 (0.64 1.79) 0.797 1.12 (0.60 2.09) 0.734 

4 (menos pobre) 26/111 1.09 (0.65 1.82) 0.745 1.08 (0.66 1.75) 0.765 

Malária na gestação         

Não 83/398 Ref.    Ref.    

Sim 9/33 1.31 (0.73 2.36) 0.373 1.49 (0.93 2.39) 0.101 

Duração da amamentação         

<12 meses 45/136 Ref.    Ref.    

³12 meses 46/292 0.48 (0.33 0.68) <0.001 0.48 (0.43 0.53) <0.001 

IPA (quintil)          

1 (menor) 21/101 Ref.        

2 17/104 0.79 (0.44 1.40) 0.415     

3 21/91 1.11 (0.65 1.90) 0.703     

4 17/83 0.99 (0.56 1.74) 0.959     

5 (maior) 16/52 1.48 (0.85 2.59) 0.169         

a PR = Prevalence Ratio 
No modelo ajustado a variável IPA na região de moradia estratificada em quintis foi incluída como variável contextual  

 

 INFECÇÕES POR PLASMODIUM E ANEMIA AOS DOIS ANOS DE IDADE 

 

 A associação entre malária vivax e anemia é conhecida, e o impacto da infecção por 

P. vivax no nível de hemoglobina pode ser particularmente grave em crianças 

(11,16,17,120). Os estudos que investigaram malária vivax e anemia na primeira infância 

foram realizados principalmente no Sudeste Asiático, em regiões de alta endemicidade para 

o parasito. Nessas regiões, a anemia grave provocada por malária vivax é uma causa 

importante de hospitalização e morbidade no início da vida (16,17,23,120). 

Avaliamos a associação entre: (a) notificação de malária nos primeiros 24 meses de 

vida (n = 860) e (b) evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax (n = 428) e o risco de 

anemia aos dois anos de idade. Fizemos modelos de regressão de Poisson com variância 

robusta para o desfecho binário com anemia/sem anemia com diferentes exposições 

envolvendo a notificação de casos de malária e a evidência sorológica de infecção prévia por 

P. vivax.  
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4.4.1 Notificação de malária no sistema SIVEP-Malária e risco de anemia aos dois anos de 

idade 

 

Entre as 860 crianças acompanhadas pela coorte MINA-Brasil, 12,6% (n = 108/860) 

estavam com anemia aos dois anos de idade. Nenhuma criança estava com anemia grave no 

momento da medição – nível de hemoglobina <70 g/L. Aumento de idade, ser filho de mãe 

beneficiária do programa Bolsa Família, anemia materna (que na população deste estudo 

está associada com exposição à malária na gestação (93)) e vômito nos últimos 15 dias, 

foram fatores de risco para anemia aos dois anos de idade (Tabela 10). Notificação de 

malária nos primeiros 24 meses de vida, independentemente da espécie de Plasmodium 

diagnosticada e do número de casos notificados, se associou com aumento de risco de 

anemia aos dois anos de idade, razão de prevalência (PR/Prevalence Ratio) na análise 

ajustada de 1,81 (IC 95% 1,03 - 3,18, P = 0,041) (Tabela 10, Figura 16). Episódios repetidos de 

malária tiveram efeito negativo mais pronunciado, PR na análise ajustada 2,39 (IC 95% 1,28 - 

4,44, P = 0,006) (Figura 16).  

Observamos associação entre notificação de malária vivax e aumento de risco de 

anemia aos dois anos de idade quando a malária vivax foi notificada nos 12 meses prévios à 

medição – PR na análise ajustada de 2,03 (IC 95% 1,16 - 3,52, P = 0,012) –, e nos casos de 

notificação de episódios repetidos - PR 2,37 (IC 95% 1,27 - 4,40, P = 0,006) (Figura 16).  
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Tabela 10 Regressão multinível de Poisson com variância robusta para avaliação de associação entre 
notificação de malária nos primeiros 24 meses de vida e risco de anemia aos dois anos de idade (n = 860) - 
desfecho binário com anemia/sem anemia 
 
   Modelo não ajustado  Modelo ajustado  

Variáveis  
n com anemia/ 

n total 
PR a IC 95%  P PR IC 95%  P 

Sexo          
Feminino 46/429 Ref.    Ref.    
Masculino 62/431 1.34 (0.94 1.92) 0.107 1.34 (0.94 1.90) 0.103 

Idade (meses) 108/860 1.15 (1.04 1.28) 0.007 1.13 (1.02 1.25) 0.019 

Beneficiário do programa Bolsa Família         
Não  42/452 Ref.    Ref.    
Sim 66/408 1.74 (1.21 2.50) 0.003 1.69 (1.18 2.42) 0.005 

Anemia materna no parto         
Não  49/494 Ref.    Ref.    
Sim 55/320 1.73 (1.21 2.48) 0.003 1.58 (1.10 2.27) 0.013 

Cegueira noturna gestacional         
Não  102/769 Ref.    Ref.    
Sim 6/91 0.50 (0.22 1.10) 0.085 0.46 (0.21 1.01) 0.053 

Vômito nos últimos 15 dias         
Não  85/739 Ref.    Ref.    
Sim 23/121 1.65 (1.09 2.51) 0.019 1.68 (1.11 2.53) 0.013 

Malária notificada desde o nascimento         
Não  99/828 Ref.    Ref.    
Sim 9/32 2.35 (1.31 4.22) 0.004 1.81 (1.03 3.18) 0.041 

a PR = Prevalence Ratio 

 

 

 
 

Figura 16 Notificação de malária e anemia aos dois anos de idade - nível de hemoglobina <110g/L (n = 860) 
Modelo de regressão de Poisson ajustado para sexo, idade, participação no programa Bolsa Família, anemia 
materna no parto, cegueira noturna materna, vômito nos últimos 15 dias. Foram rodados modelos separados 
para cada exposição de notificação de malária avaliada. 
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Fizemos também análise de regressão quantílica para investigar a associação entre 

exposição à malária nos primeiros 24 meses de vida e nível de hemoglobina aos dois anos 

das crianças dos percentis 25, 50, e 75 (n = 860). Nessa análise, observamos associação entre 

episódios repetidos de malária nos primeiros dois anos e diminuição no nível de 

hemoglobina em crianças do percentil 25: -5,42 g/L (IC 95% -10,42 g/L - -0,42 g/L, P = 0,034) 

na análise ajustada (Tabela 11).  

 
Tabela 11 Regressão quantílica ajustada para investigação de associação entre notificação de malária nos 
primeiros 24 meses de vida e risco de anemia aos dois anos de idade (n = 860) - Intervalo de Confiança 95% de 
bootstrap calculado a partir de 500 repetições 
 

Exposição 25º percentil 50º percentil 75º percentil 

 b IC 95% P b  IC 95% P b IC 95% P 

1+ caso de malária  -2.99 (-7.66 1.68) 0.209 -2.23 (-6.98 2.52) 0.358 -2.95 (-6.65 0.75) 0.118 

1 caso de malária  4.41 (-2.12 10.94) 0.185 1.62 (-2.48 5.72) 0.438 -2.95 (-6.30 0.40) 0.084 

2+ casos de malária  -5.42 (-10.42 -0.42) 0.034 -6.27 (-13.52 0.99) 0.090 -5.66 (-15.84 4.52) 0.275 

1+ caso de malária vivax  -2.99 (-7.43 1.45) 0.187 -2.25 (-6.98 2.48) 0.351 -2.77 (-6.97 1.43) 0.196 

1 caso de malária vivax 5.05 (-0.69 10.79) 0.084 1.12 (-3.22 5.47) 0.611 -2.77 (-6.90 1.36) 0.188 

2+ casos de malária vivax -5.11 (-10.30 0.09) 0.054 -6.35 (-13.73 1.03) 0.091 -5.65 (-16.65 5.35) 0.314 

Análise ajustada para: idade, sexo, índice de riqueza estratificado em quartis, beneficiária do programa Bolsa Família, escolaridade materna, mãe 
economicamente responsável pelo domicílio, número de habitantes na residência, anemia materna no parto e idade gestacional no parto 

 

4.4.2 Evidência sorológica de exposição prévia ao P. vivax e risco de anemia aos dois anos 

de idade 

 

12,4% (n = 53/428) das crianças que participaram da análise para investigar a 

associação entre evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax e anemia aos dois 

anos estavam com anemia nesta idade. Observamos que evidência sorológica de infecção 

prévia por P. vivax se associou com aumento de risco de anemia aos dois anos de idade, 

RP na análise ajustada de 2,72 (IC 95% 1,40 - 5,32, P = 0,003) (Tabela 12). Porém, quando 

avaliamos a associação entre evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax e 

excluímos da análise as 8 crianças que além da sorologia positiva tiveram também casos 

de malária vivax notificados no sistema SIVEP-Malária, essa associação não foi observada 

(Figura 17).  

A ausência de associação entre as exposições ao P. vivax identificadas por 

sorologia que não foram notificadas no sistema SIVEP-Malária e que, portanto, não 

receberam antimaláricos como tratamento e possivelmente foram infecções 

assintomáticas, deve ser interpretada com cuidado. Neste estudo, a sorologia foi uma 
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metodologia pouco sensível para identificar infecções prévias por P. vivax. Além disso, 

fizemos a avaliação sorológica com somente dois pontos de amostragem (um e dois anos 

de idade). Soma-se ainda, a impossibilidade de se avaliar a duração e o número de 

infecções por P. vivax. Por isso, a ausência de associação observada neste estudo não 

sugere que infecções assintomáticas por P. vivax no início da vida não sejam um fator de 

risco para anemia.  

 
Tabela 12 Regressão multinível de Poisson com variância robusta para avaliação de associação entre evidência 
sorológica de infecção prévia por P. vivax e risco de anemia aos dois anos de idade (n = 428) - desfecho binário 
com anemia/sem anemia 
 
   Modelo não ajustado  Modelo ajustado  

Variáveis  
n anemia/ 

n total 
PR a IC 95%  P PR IC 95%  P 

Sexo          
Feminino 20/216 Ref.    Ref.    
Masculino 33/212 1.68 (1.00 2.84) 0.051 1.74 (1.05 2.88) 0.033 

Idade (meses) 53/428 1.18 (1.03 1.35) 0.017 1.15 (0.99 1.33) 0.060 

Índice de riqueza (quartil)         
1 (mais pobre) 15/93 Ref.    Ref.    
2 15/112 0.83 (0.43 1.61) 0.582 0.75 (0.38 1.47) 0.401 

3 12/111 0.67 (0.33 1.36) 0.268 0.62 (0.32 1.21) 0.163 

4 (menos pobre) 11/112 0.61 (0.29 1.26) 0.182 0.69 (0.34 1.42) 0.317 

Anemia maternal no parto         
Não  26/258 Ref.    Ref.    
Sim 26/151 1.71 (1.03 2.83) 0.038 1.65 (1.00 2.72) 0.048 

Idade gestacional no parto  53/428 1.16 (1.00 1.35) 0.047 1.14 (0.99 1.31) 0.071 

Duração da amamentação         
<12 meses 12/136 Ref.    Ref.    
³12 meses 41/189 1.61 (0.87 2.96) 0.128 1.91 (1.02 3.55) 0.042 

Evidência sorológica de exposição prévia ao P. vivax        
Não  46/405 Ref.    Ref.    
Sim 7/23 2.68 (1.36 5.27) 0.004 2.72 (1.40 5.32) 0.003 

a PR = Prevalence Ratio 
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Figura 17 Evidência sorológica de exposição prévia ao Plasmodium vivax e anemia aos dois anos de idade - nível 
de hemoglobina <110g/L (n = 428) 
Modelo de regressão de Poisson ajustado para sexo, idade, índice de riqueza, anemia materna, idade 
gestacional no nascimento e aleitamento materno prolongado (³12 meses). Foram rodados modelos separados 
para cada exposição de infecção por P. vivax avaliada. 
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 DISCUSSÃO  

 

 Investigamos a malária nos primeiros 1000 dias de vida dos participantes da coorte 

MINA-Brasil – da concepção aos dois anos de idade.  

 Vimos que a malária na gestação, durante a vida intrauterina dos participantes deste 

estudo, teve impacto negativo para o crescimento fetal e para o nível de hemoglobina 

materna no parto (93). A incidência de malária notificada no sistema SIVEP-Malária nos 

primeiros 12 meses de vida pós-natal foi baixa; mas a partir do segundo ano de vida, a 

incidência de malária vivax notificada cresceu de forma pronunciada. Por sorologia, 

identificamos que parte importante das infecções por P. vivax nos primeiros dois anos de 

vida permanece silenciosa para o sistema de saúde brasileiro; essas infecções não são 

diagnosticadas e tratadas com antimaláricos. No que tange aos fatores associados com 

infecção por Plasmodium no início da vida pós-natal, a exposição à malária na vida 

intrauterina foi fator associado com aumento de risco de infecção por P. vivax nos primeiros 

dois anos de vida, tanto de infecções clínicas, como de infecções subpantentes ou 

assintomáticas. Observamos que o aleitamento materno prolongado, por 12 meses ou mais, 

se associou com proteção contra infecção por P. vivax identificada por sorologia, mas não foi 

fator de proteção contra malária vivax notificada no sistema SIVEP-Malária. O diagnóstico de 

malária nos primeiros dois anos de vida pós-natal se associou com aumento de risco de 

anemia aos dois anos de idade; casos de malária recentes ou repetidos tiveram efeito 

negativo mais pronunciado.  

 
 INFECÇÃO POR PLASMODIUM NOS PRIMEIROS DOIS ANOS DA VIDA DE CRIANÇAS DA 

COORTE MINA-BRASIL 

 

5.1.1 Ocorrência 

 
 A prevalência de período de malária notificada no sistema SIVEP-Malária nos 

primeiros dois anos de vida da população deste estudo foi de 7,1% – 89,0% dos casos foram 

diagnosticados como malária vivax. Entre as crianças que tiveram malária notificada, 

episódios repetidos foram comuns: 53,6% tiveram mais de um caso notificado e 19,1% 

tiveram 4 ou mais episódios notificados. Vimos que a incidência de malária foi baixa ao longo 
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do primeiro ano de vida e aumentou de forma pronunciada a partir dos 12 meses de idade 

(Figura 9). As crianças mais expostas foram as que residiam na região rural (Figura 13). 

 Para identificar infecções por P. vivax independentemente de terem sido notificadas 

no sistema SIVEP-Malária, fizemos sorologia para antígenos da fase sanguínea desse 

parasito. Dessa forma, localizamos crianças que tiveram infecções subpatentes, 

assintomáticas ou com sintomas leves, e que não foram diagnosticadas com malária. Vimos 

que grande parte das infecções por P. vivax no início da vida permanece silenciosa ao 

sistema de saúde brasileiro e, portanto, não recebe tratamento com antimaláricos. Neste 

estudo, 77,3% das crianças que tiveram ao menos uma infecção por P. vivax no primeiro ano 

de vida – identificada por sorologia ou malária notificada no sistema SIVEP-Malária – não 

tiveram nenhum caso de malária vivax notificado; nos primeiros dois anos de vida, metade 

das crianças expostas às fases sanguíneas de P. vivax não teve malária vivax notificada 

(Figura 12).  

 Não sabemos o impacto, para a saúde infantil, das infecções por P. vivax que não 

foram tratadas com antimaláricos. Tampouco sabemos a duração e frequência – número de 

infecções não diagnosticadas – dessas infecções na população deste estudo. Porque os 

primeiros dois anos de vida são um período crucial para o desenvolvimento humano e 

infecções assintomáticas por Plasmodium podem impactar negativamente a saúde do 

hospedeiro (14,115,121,122), sugerimos que seja considerada a recomendação de busca 

ativa de infecções por Plasmodium, independentemente da presença de sintomas, nas 

visitas pediátricas de rotina – consultas já recomendadas pelo Ministério da Saúde: primeira 

semana de vida, 1 mês, 2 meses, 4 meses, 6 meses, 9 meses, 12 meses, 18 meses e 24 meses 

(123). A inclusão de busca ativa de infecções por Plasmodium nas consultas de rotina ao 

longo da primeira infância, além de possibilitar o tratamento de infecções assintomáticas, 

pode identificar reservatórios de malária invisíveis ao sistema de saúde brasileiro (118), 

contribuindo, assim, para o controle da transmissão de malária no país – o Brasil tem a meta 

de eliminar a transmissão de malária até 2035 (124). 
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5.1.2 Fatores associados  

 

5.1.2.1 Exposição à malária na vida intrauterina  

 

 A exposição à malária na vida intrauterina foi fator associado com aumento de risco 

de infecção por P. vivax no início da vida pós-natal – tanto com infecções notificadas, como 

com infecções identificadas por sorologia (Tabelas 4 e 7). Entendemos que essa associação 

possui fragilidades: certamente, crianças expostas à malária na vida intrauterina podem ter 

maior risco de infecção no início da vida em decorrência de fatores ambientais comuns aos 

vivenciados no período gestacional. Para minimizar o viés das condições ambientais 

compartilhadas, ajustamos os modelos construídos para investigar os fatores associados 

com infecção por Plasmodium com a variável IPA na região de moradia – um indicador de 

nível de transmissão de malária na região de moradia durante o período deste estudo.  

 Estudos realizados no continente africano sugeriram que a exposição a antígenos de 

P. falciparum na vida intrauterina pode provocar fenótipo imunotolerante para malária na 

infância (37,39). Ainda que P. vivax atinja a saúde placentária de maneira menos agressiva 

que P. falciparum, é possível que a associação entre infecção por P. vivax na gestação e 

aumento de risco de malária na infância, observada neste estudo, tenha componente causal. 

Considerando os resultados deste estudo, consonantes aos de estudos realizados na África 

com P. falciparum, acreditamos que a investigação da imunologia de neonatos que foram 

expostos à malária vivax na gestação seja assunto interessante a ser investigado, além de 

relevante para a saúde infantil em regiões endêmicas para P. vivax.  

 

5.1.2.2 Aleitamento materno 

 

 O aleitamento materno está entrelaçado com a imunidade infantil não só pela 

presença de anticorpos maternos e compostos bioativos, mas também através da 

colonização e manutenção de microbiota saudável no intestino da criança amamentada (84–

86). A importância da amamentação na prevenção de doenças infeciosas é conhecida – 

estima-se que a amamentação pode evitar metade dos casos de diarreia e um terço das 

infecções respiratórias no início da vida (79,80). No campo da malária, sobretudo malária 
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vivax, a dimensão do papel da amamentação ainda não está clara; mas o aleitamento 

materno já foi associado com proteção contra malária falciparum (90–92).  

 Neste estudo, o aleitamento materno prolongado (³12 meses) foi um fator de 

proteção contra evidência sorológica de ao menos uma infecção prévia por P. vivax nos 

primeiros dois anos de vida – presença de anticorpos para ³2 antígenos investigados (PvDBP, 

PvAMA1 e PvMSP119) aos 12 ou 24 meses (Tabela 7). Essa foi uma associação robusta que 

se manteve mesmo quando expandimos nossa definição de “evidência sorológica de 

infecção prévia por P. vivax” como positividade para ³1 antígenos investigados aos 12 ou 24 

meses (Tabela 8). Não vimos a mesma associação para o desfecho de ao menos uma 

ocorrência de malária vivax notificada no sistema SIVEP-Malária nos primeiros dois anos de 

vida (Tabela 9). É possível que as crianças que tiveram malária vivax notificada tenham sido 

mais expostas ao parasito do que as crianças que, apesar de infectadas, não tiveram 

diagnóstico de malária. São necessários mais estudos, com população maior e mais diversa, 

para que haja melhor entendimento do papel do aleitamento materno na proteção contra 

malária vivax; participaram dessa parte do estudo apenas crianças residentes na região 

urbana e periurbana de Cruzeiro do Sul. 

 

5.1.2.3 Baixa incidência de malária vivax no primeiro ano de vida 

 
 A incidência de malária vivax notificada no início da vida pós-natal dos participantes 

da coorte MINA-Brasil foi baixa ao longo do primeiro ano e aumentou significativamente a 

partir do segundo ano de vida (Figura 9). Identificamos, em extrato da população deste 

estudo, sobretudo ao longo do primeiro ano de vida, ocorrência de infecções por P. vivax 

que não foram notificadas (Figura 12), o que sugere presença de infecções assintomáticas, 

com sintomas leves ou subpatentes, em indivíduos que não tiveram tempo de desenvolver 

imunidade clínica através de exposições repetidas ao parasito. Em alguma medida, as 

crianças deste estudo estiveram protegidas da malária vivax no início da vida pós-natal.  

 Muitos fatores podem estar associados com a baixa incidência de malária vivax ao 

longo do primeiro ano de vida das crianças da coorte MINA-Brasil. (a) Nos primeiros meses 

de vida, anticorpos IgG maternos e a presença de hemoglobinas fetais podem ter 

contribuído para proteção contra a malária vivax (58–61). (b) Vimos que o aleitamento 

materno prolongado foi um fator de proteção para evidência sorológica de infecção por P. 
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vivax ao longo dos primeiros dois anos de vida. É possível que no primeiro ano de vida o 

aleitamento materno tenha tido papel ainda mais relevante na proteção contra infecção por 

P. vivax e agravamento da doença – aos 6 meses, 83,0% da população da coorte MINA-Brasil 

era amamentada; aos 12 meses 69,4% ainda recebiam leite materno (96). (c) Os sintomas de 

malária no início da vida podem ter se confundido com outras condições de saúde, e essa 

falta de especificidade pode não ter instigado a procura por exame diagnóstico de malária. 

(d) Aspectos comportamentais podem ter limitado a exposição ao parasito e diminuído a 

carga parasitária no primeiro ano de vida. Vimos que o aumento de incidência de malária 

vivax coincidiu com o momento em que as crianças começam a dormir menos, a caminhar, 

e, possivelmente, ficar mais tempo fora de casa. (e) Finalmente, a carga de recaídas tende a 

ser maior à medida que o tempo passa e mais crianças são expostas ao parasito, o que pode 

contribuir para o aumento expressivo de casos de malária vivax no segundo ano de vida.  

 Nossos resultados parecem apontar para lado oposto do que foi relatado no Sudeste 

Asiático e Pacífico Ocidental, onde a malária vivax é uma importante causa de morbidade 

justamente no início da vida (16,17,23,27). Mas essa diferença possivelmente é decorrente 

do nível de transmissão de malária, que é maior no Sudeste Asiático e Pacífico Ocidental. 

Diferente do que é visto no continente africano, onde o aumento de incidência de malária 

falciparum acontece aproximadamente aos seis meses de idade, ou até antes disso (54–57), 

neste estudo a proteção contra a malária vivax se estendeu pelos primeiros 12 meses de 

vida.  

 

5.1.3 Anemia  

 

Identificamos na população deste estudo aumento de risco de anemia aos dois anos 

de idade em crianças que tiveram diagnóstico de malária; episódios repetidos, incluindo de 

malária vivax em específico, aumentaram esse risco ainda mais (Figura 16).  

A anemia é uma das principais implicações clínicas da malária vivax. Em infecções por 

P. vivax, a perda de hemácias não infectadas é proporcionalmente maior do que em 

infecções por P. falciparum (20). Por essa razão, mesmo com parasitemias relativamente 

baixas – características de P. vivax, espécie que invade somente reticulócitos – a massa de 

hemácias perdidas na malária vivax e na malária falciparum é comparável. Soma-se ainda, a 

ocorrência de episódios repetidos de malária vivax a partir de uma única infecção. As 
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recaídas de malária vivax, que muitas vezes acontecem próximas da infecção primária, 

podem prolongar e agravar a anemia (7,16,17,20). No Sudeste Asiático, em regiões 

endêmicas para P. vivax e para P. falciparum, P. vivax foi identificado como o principal 

responsável por anemia na infância e por anemia grave nos primeiros meses de vida (16,17). 

Neste estudo, vimos que na Amazônia Brasileira – região de baixa endemicidade para 

malária quando comparada com o Sudeste Asiático e Pacífico Ocidental – a malária vivax 

também está associada com aumento de risco de anemia no início da vida. Identificamos 

que em um dos principais focos de malária do Brasil, o risco de malária, e da anemia 

associada à malária, é bastante heterogêneo: ainda que a maior parte das crianças deste 

estudo tenham passado os primeiros dois anos de vida livres de diagnóstico de malária, as 

crianças que tiveram ³4 casos diagnosticados nos primeiros dois anos de vida foram 

responsáveis por >40% dos casos de malária diagnosticados na população deste estudo. 

A infecção prévia por P. vivax identificada por sorologia também foi fator associado 

com aumento de risco de anemia aos dois anos de idade (Figura 17). Quando avaliamos a 

associação entre evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax e excluímos da análise 

as crianças que tiveram também casos de malária vivax notificados no sistema SIVEP-

Malária, não identificamos associação entre essa exposição e anemia aos dois anos de idade 

(Figura 17) – possivelmente porque: (a) participaram dessa análise somente as crianças 

residentes na região urbana e periurbana de Cruzeiro do Sul (as menos pobres e menos 

expostas à malária), (b) neste estudo a sensibilidade da sorologia para identificar exposições 

prévias ao P. vivax foi baixa, (c) estimamos a exposição às fases sanguíneas de P.vivax com 

somente dois pontos de amostragem e (d) não avaliamos a duração e o número de infecções 

não notificadas.  

Além da malária, a anemia materna no parto, que na população deste estudo está 

associada com malária na gestação (93), se associou com aumento de risco de anemia aos 

dois anos de idade (Tabela 10). Ainda que a relação entre nível de hemoglobina materno 

durante a gestação e nível de hemoglobina na infância já tenha sido relatada (125), é 

possível que, neste estudo, essa associação tenha um componente importante de 

confundidores residuais, uma vez que a malária na gestação também está associada com 

aumento de risco de infecção por P. vivax na vida pós-natal. Na análise com a variável de 

“evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax” – que apesar de ter sido feita com um 



 92 

número menor de participantes, incluiu casos assintomáticos de infecção – a anemia 

materna no parto não foi fator associado com o risco de anemia na infância (Tabela 12).  

Acreditamos que tenhamos detectado o efeito mínimo da malária sobre o nível de 

hemoglobina nos primeiros dois anos de vida de crianças do Vale do Alto Juruá, e que o 

impacto seja maior em populações mais vulneráveis da mesma região. Entre as 860 crianças 

que participaram da visita aos dois anos, 76,6% tiveram o nível de hemoglobina medido 

também aos 12 meses de idade; 41,0% delas estavam com anemia e receberam 

suplementação de ferro nesse momento. Todo o recorte populacional que participou da 

análise de anemia e exposição de “evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax” (n = 

428), teve o nível de hemoglobina medido aos 12 meses de idade; 44,2% dessa população 

estava com anemia e recebeu suplementação de ferro. Apesar de não ter sido feito 

acompanhamento e avaliação da adesão à suplementação, é possível que o impacto da 

malária no risco de anemia aos dois anos tenha sido atenuado nas crianças que receberam 

suplementação. Além disso, as crianças da região rural, que são as mais vulneráveis à 

malária, não foram avaliadas para nível de hemoglobina aos dois anos de idade. Caso a 

população rural e as crianças residentes na região urbana de Cruzeiro do Sul que não foram 

acompanhadas pela coorte MINA-Brasil (mais pobres quando comparadas com as crianças 

que foram acompanhadas) tivessem sido incluídas – populações que muitas vezes estão 

expostas a outros fatores além da malária que podem afetar negativamente a saúde – 

possivelmente o impacto da malária no nível de hemoglobina teria sido ainda mais grave.  

 

 LIMITAÇÕES  

 
 Recuperamos retrospectivamente do sistema SIVEP-Malária os casos de malária 

notificados ao longo dos primeiros dois anos de vida da população da coorte MINA-Brasil. É 

possível que não tenhamos recuperado todos os casos diagnosticados. Além disso, a procura 

por diagnóstico de malária pode estar associada com condições sociais e com a facilidade de 

acesso aos serviços de saúde, o que agrega viés nos resultados deste estudo.  

A sensibilidade e especificidade da sorologia para identificar infecções prévias por P. 

vivax depende da biologia do hospedeiro e de características do antígeno – a combinação e 

imunogenicidade dos antígenos, longevidade dos anticorpos, duração da infecção e a 

população estudada (126–128), são fatores determinantes para a efetividade da técnica. 
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Neste estudo, a idade da população é um importante componente a ser considerado, já que 

foi relatada menor longevidade de anticorpos gerados por crianças com idade inferior a três 

anos quando comparada com a longevidade de anticorpos gerados por crianças mais velhas 

(126). Além disso, vimos que a prevalência de positividade para anticorpos anti-PvAMA1 foi 

muito baixa nas crianças da coorte MINA-Brasil que participaram da avaliação sorológica 

(Figura 10), provavelmente porque a resposta humoral para esse antígeno está associada 

com exposições repetidas ao parasito, não sendo este um bom antígeno para identificar 

infecções ocorridas em região de relativa baixa endemicidade para malária, e em crianças. 

Para evitar o risco de falsos positivos, priorizamos a especificidade da sorologia e optamos 

por uma definição de “evidência sorológica de infecção prévia por P. vivax” restritiva. Vimos 

que 7 crianças tiveram casos de malária notificados no sistema SIVEP-Malária e não se 

enquadraram no critério de positividade pra evidência sorológica de infecção prévia por P. 

vivax, o que evidencia a baixa sensibilidade da metodologia. Além disso, não identificamos 

infecções que não levaram a soroconversão, nem o número de infecções prévias não 

diagnosticadas e a duração dessas infecções. Certamente, neste estudo, revelamos com a 

sorologia somente uma parcela das infecções por P. vivax silenciosas ao sistema de saúde 

brasileiro.  

As crianças que participaram das análises de anemia aos dois anos de idade (n = 860) 

e da avaliação sorológica (n = 435) não representam a população de nascidos vivos 

autorizada a participar do estudo MINA-Brasil (n = 1551), ou as crianças elegíveis ao 

acompanhamento pela coorte MINA-Brasil (n = 1246). Os resultados dessa parte do trabalho 

devem ser interpretados levando em consideração que o extrato populacional que 

participou das análises é menos pobre, tem maior acesso aos serviços de saúde e menor 

exposição à malária, quando comparado com a população não incluída nessas análises 

(Tabelas 1 e 2). Não foram incluídas as crianças mais vulneráveis à malária, aquelas 

residentes na região rural de Cruzeiro do Sul.  

Não conseguimos investigar a associação entre níveis de anticorpos IgG maternos no 

parto e o risco de malária vivax subsequente no início da vida pós-natal. A incidência de 

notificação de malária vivax no primeiro ano de vida dos participantes da coorte MINA-brasil 

foi baixa, e o tamanho da população deste estudo não foi suficiente para realizar essa 

investigação.  
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 CONCLUSÃO   

 

 Identificamos efeito cumulativo da malária vivax nos primeiros 1000 dias de vida de 

crianças da Amazônia Brasileira. Em estudo anterior, vimos que um único caso de malária 

vivax diagnosticado na gestação foi suficiente para impactar os desfechos de peso ao nascer 

e nível de hemoglobina materna no parto, e que episódios repetidos tiveram efeito negativo, 

para esses desfechos, ainda maior (93). Agora, identificamos que as crianças que foram 

expostas à malária na vida intrauterina tiveram maior risco de infecção e doença por P. vivax 

nos primeiros dois anos de vida. O diagnóstico recente ou de mais de mais de um caso de 

malária vivax nos primeiros dois anos da vida pós-natal se associou com aumento de risco de 

anemia aos dois anos de idade. Entre as crianças que tiveram ao menos uma malária vivax 

diagnosticada, episódios repetidos de malária vivax foram comuns.  

 Vimos que parte importante das infecções por P. vivax nos primeiros dois anos de 

vida não é diagnosticada e, portanto, não é tratada com antimaláricos. Identificamos que no 

Brasil há subnotificação de infecções por Plasmodium no início da vida e sugerimos que a 

busca ativa de infecção por Plasmodium, independentemente da presença de sintomas, seja 

feita nas consultas pediátricas de rotina que já são recomendadas pelo Ministério da Saúde.  

 O aleitamento materno foi um fator de proteção importante contra infecção por P. 

vivax identificada por sorologia. Os resultados deste estudo reforçam, mais uma vez, a 

importância da promoção do aleitamento materno e construção de políticas públicas de 

saúde que possibilitem que as mães amamentem seus filhos até os dois anos de idade (80). 

 O efeito cumulativo da malária vivax nos primeiros 1000 dias de vida de crianças da 

Amazônia Brasileira e a presença importante de infecções por P. vivax não diagnosticadas 

apontam para a necessidade de estratégias de prevenção, diagnóstico e tratamento de 

infecções por P. vivax, específicas para gestantes e crianças.  
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Abstract

Background

Malaria causes significant morbidity and mortality in children under 5 years of age in sub-

Saharan Africa and the Asia-Pacific region. Neonates and young infants remain relatively

protected from clinical disease and the transplacental transfer of maternal antibodies is

hypothesized as one of the protective factors. The adverse health effects of Plasmodium

vivax malaria in early childhood–traditionally viewed as a benign infection–remain largely

neglected in relatively low-endemicity settings across the Amazon.

Methodology/Principal findings

Overall, 1,539 children participating in a birth cohort study in the main transmission hotspot

of Amazonian Brazil had a questionnaire administered, and blood sampled at the two-year

follow-up visit. Only 7.1% of them experienced malaria confirmed by microscopy during their

first 2 years of life– 89.1% of the infections were caused by P. vivax. Young infants appear

to be little exposed to, or largely protected from infection, but children >12 months of age

become as vulnerable to vivax malaria as their mothers. Few (1.4%) children experienced

�4 infections during the 2-year follow-up, accounting for 43.4% of the overall malaria burden

among study participants. Antenatal malaria diagnosed by microscopy during pregnancy or

by PCR at delivery emerged as a significant correlate of subsequent risk of P. vivax infection

in the offspring (incidence rate ratio, 2.58; P = 0.002), after adjusting for local transmission

intensity. Anti-P. vivax antibodies measured at delivery do not protect mothers from subse-

quent malaria; whether maternal antibodies transferred to the fetus reduce early malaria risk

in children remains undetermined. Finally, recent and repeated vivax malaria episodes in
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early childhood are associated with increased risk of anemia at the age of 2 years in this rel-

atively low-endemicity setting.

Conclusions/Significance

Antenatal infection increases the risk of vivax malaria in the offspring and repeated child-

hood P. vivax infections are associated with anemia at the age of 2 years.

Author summary

Plasmodium vivax malaria causes frequent hospital admissions of infants and toddlers in
areas of intense transmission in the Asia-Pacific region, often due to severe anemia, but its
epidemiology and burden have been understudied in children from other endemic set-
tings. Here we characterize the cumulative impact of P. vivax infections in infants and
toddlers exposed to relatively low levels of malaria transmission in the Brazilian Amazon.
We have previously shown that vivax malaria in pregnancy is associated with increased
risk of maternal anemia and impaired fetal growth in this population. Now we show that
the adverse effects of malaria extend to early childhood. Children born to mothers who
had one or more infections during pregnancy are at an elevated risk of P. vivax malaria in
their early life, although the transfer of maternal antibodies to the fetus may provide some
short-term protection. Children who are repeatedly infected with P. vivax since birth are
more likely to be anemic at the age of 2 years. These findings further challenge the tradi-
tional view of vivax malaria as a relatively benign infection in pregnancy and early child-
hood in the Amazon.

Introduction

Malaria transmission has decreased substantially in Latin America and the Caribbean over the
past two decades, but 120 million people remain exposed to some risk of infection across this
region [1]. Plasmodium vivax accounts for 72% of the 889,000 malaria infections reported
yearly in the Americas [2] and appears to be more resilient than P. falciparum to current con-
trol and elimination strategies worldwide mostly due to relapses and early circulation of mos-
quito-infective blood stages, the gametocytes [3].

P. falciparum infection is a leading cause of morbidity and mortality in children exposed to
intense transmission in sub-Saharan Africa [4], but neonates and young infants are relatively
protected from clinical disease. The poorly understood protective mechanisms appear to com-
prise maternal antibodies transferred to the fetus in the last trimester of pregnancy, the relative
inability of fetal hemoglobin to support intraerythrocytic parasite development, the deficiency
of p-aminobenzoic acid in exclusively breastfed infants, and the reduced exposure of young
children to mosquito vectors [5]. Infants >6 months of age become gradually vulnerable to
repeated infections and children until the age of five years are heavily affected by severe
malaria. Partial immunity develops over years and protects most adolescents and adults from
clinical disease [6,7].

P. vivax is the second most prevalent human malaria parasite worldwide [2]. It is mostly
absent from Central and West Africa, but causes significant morbidity in children elsewhere in
the tropics [8–10]. More malaria-related hospital admissions in infants and toddlers are due to
P. vivax than P. falciparum in the Asia-Pacific region, where both species are co-transmitted
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[11,12]. Severe anemia is particularly common in young children with malaria, regardless of
the infecting parasite species [12,13].

The adverse health effects of vivax malaria in the course of the first 1000 days–from concep-
tion to child0s second birthday–remain understudied in the Americas [14]. A critical knowl-
edge gap refers to the association between maternal malaria in pregnancy and risk of
subsequent P. vivax infection in the offspring. No population-based data are available for Bra-
zil, a country that contributes 20% of malaria cases in Latin America and the Caribbean region
[2]. Here we examine the burden of early life malaria in Juruá Valley, an Amazonian hotspot
in northwestern Brazil that contributes nearly 18% of the country0s malaria cases [15]. We
describe the incidence of P. vivax infection during the first two years of life in a prospective
birth cohort study and its association with maternal antibodies and anemia at the age of two
years.

Materials and methods

Ethics statement

All mothers or their parents or guardians, if mothers were<18 years old, provided written
informed consent. The study protocol was approved by the institutional review board of the
School of Public Health, University of São Paulo (# 872.613, 2014).

Study design and population

The Maternal and Child Health and Nutrition in Acre, Brazil (MINA-Brazil) study is a pro-
spective, population-based birth cohort set-up to examine the impact of a wide range of early
exposures on child growth and development in the Amazon [16]. Mother-baby pairs were
enrolled at pregnancy in public antenatal clinics, or at birth in the Women and Children’s
Hospital of Juruá Valley–the only maternity hospital of Cruzeiro do Sul, where 96% of all local
deliveries take place [17]. The study site is the most populous municipality of the Upper Juruá
Valley, Acre State, next to the Brazil-Peru border (Fig 1). With 89,072 inhabitants estimated in
2020 by the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE) (https://www.ibge.gov.br/
cidades-e-estados/ac/cruzeiro-do-sul.html), Cruzeiro do Sul has approximately 72% of its pop-
ulation classified as urban. The area has a typical equatorial humid climate and receives most
rainfall between November and April. Malaria transmission occurs year-round and the annual
malaria incidence (API; number of laboratory-confirmed clinical malaria cases per 1,000 peo-
ple per year) was estimated at 231.9 cases per 1,000 inhabitants in 2016, the fourth highest
among municipalities in Brazil [18]. The infant mortality rate in Cruzeiro do Sul has been esti-
mated in 2017 at 11.3 deaths among children under one year of age per 1,000 live births
(https://www.ibge.gov.br/cidades-e-estados/ac/cruzeiro-do-sul.html), compared to the coun-
try average of 12.8 deaths per 1,000 live births (https://www.ibge.gov.br/estatisticas/sociais/
populacao/9126-tabuas-completas-de-mortalidade.html?edicao=23111&t=sobre).

Baseline and follow-up assessments

Fig 2 shows the study flow chart. At delivery, mothers were interviewed to obtain demo-
graphic, lifestyle, and morbidity information. Data on selected household assets were com-
bined to derive a wealth index [19]–a proxy of socioeconomic status. Information on the
number of antenatal care visits attended, gestational age at delivery, type of delivery (vaginal or
cesarean), and child’s sex was retrieved from hospital records [16]. The diagnosis of malaria in
pregnancy was defined by combining antenatal diagnosis by microscopy of Giemsa-stained
capillary blood thick smears prepared during sick visits to public clinics and species-specific
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real-time PCR [20] carried out on venous blood samples collected at delivery [21]. Once
infected with P. vivax, 23% of the pregnant women in this setting are estimated to have one or
more vivax malaria recurrences over the next 12 weeks. The vast majority (86%) of these early
P. vivax recurrences are likely relapses [22]. Soon after delivery, neonates had their birth
weight measured by registered nurses to the nearest 0.005 kg, using a Toledo Junior portable
scale (Toledo, São Bernardo do Campo, Brazil) with 15 kg capacity. Study participants were
invited to attend a follow-up assessment at the age of 2 years, except for those living in remote
rural communities (n = 302), typically with no electricity and cell phone coverage. These were
considered ineligible because they could not be reached by telephone or social media. Here we
analyze information collected during the follow-up visit at the age of 2 years. Participants in
the assessment and those who were lost to follow-up had similar perinatal health profiles, but
the proportion of participants from poorest families declined from 24.9% at birth to 19.3% at 2
years, mostly due to the exclusion of children from the remote rural sites [16]. Nurses and
research assistants used structured questionnaires to update sociodemographic and morbidity
information and ask about feeding practices. They collected 5-ml venous blood samples for a

Fig 1. Study site. The map shows Brazil and Peru in South America (panel A) and the location of the municipality of Cruzeiro do Sul (dark green) in
the Upper Juruá Valley region, Acre State (light green), northwestern Brazil (panel B). The urban area of Cruzeiro do Sul is shown in greater detail in
panel C. Other cities and towns in the region (Mâncio Lima, Guajará, and Rodrigues Alves) are also indicated by triangles. Roads and streets are
represented in light gray. Rivers are represented in blue. Figure created with QGIS software version 3.14, an open source Geographic Information
System (GIS) licensed under the GNU General Public License (https://bit.ly/2BSPB2F). Publicly available shape files were obtained from the Brazilian
Institute of Geography and Statistics (IBGE) website (https://bit.ly/34gMq0S). Roads, streets, and rivers were obtained from the Open Street Map
Foundation website (https://bit.ly/3pzh4xp). All utilized geographical data are under the Creative Commons Attribution License (CC BY 4.0).

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568.g001

PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES Vivax malaria in early childhood in Amazonian Brazil

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568 July 15, 2021 4 / 22

https://bit.ly/2BSPB2F
https://bit.ly/34gMq0S
https://bit.ly/3pzh4xp
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568.g001
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568


range of laboratory measurements that included hemoglobin concentrations determined
on an ABX Micro 60 automated cell counter (Horiba, Montpellier, France). Anemia was
defined by a hemoglobin concentration <110 g/L (https://www.who.int/vmnis/indicators/
haemoglobin.pdf).

Malaria surveillance

We computed laboratory-confirmed clinical malaria episodes experienced by children from
birth until the age of 2 years and by their mothers over the same period. Strategies used to
obtain malaria morbidity data have been described elsewhere [22]. Briefly, we retrieved case
notifications that matched children0s name, sex, and age, in addition to their mothers0 name
and age, that were entered in the electronic malaria notification database of the Ministry of
Health of Brazil (http://200.214.130.44/sivep_malaria/) between July 2015, when the first par-
ticipants were born, and June 2018, when all study participants had already completed 2 years.
The same strategy was used to retrieve clinical malaria cases in mothers up to 2 years after
delivery. Access to this database has been granted by the Ministry of Health of Brazil to study
the burden of malaria in pregnancy and early infancy in our study site [21]. Because malaria is
a notifiable disease and diagnostic testing and antimalarial medications are not available in the
private sector, the electronic database comprises virtually all laboratory-confirmed malaria epi-
sodes in Brazil [23]. At least 100 fields of Giemsa-stained thick blood smears are routinely
examined for malaria parasites under 1000× magnification before a slide is declared negative
[24]. Plasmodium vivax infections were treated with 25 mg/kg of body weight of chloroquine
administered orally over three consecutive days and 3.5 mg/kg of primaquine administered

Fig 2. Study flowchart. Between July 2015 and June 2016, pregnant women attending antenatal clinics or admitted for delivery to the maternity ward
of the Women and Children’s Hospital of Juruá Valley in Cruzeiro do Sul, Brazil, were invited to participate. Reasons for exclusion and the final
number of subjects analyzed for each study outcome are indicated.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568.g002
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over 7 days. Primaquine was omitted in children over 6 months of age, as recommended by
the Ministry of Health of Brazil [25].

Cruzeiro do Sul has been divided, for operational malaria control purposes, into smaller
geographic units, or “localities”, with shared epidemiological and ecological characteristics
[26]. The central points of the localities (typically a health post or school) were georeferenced
using hand-held GPS receivers, all dwellings were identified and given a unique identifier, and
all residents were enumerated during periodic census surveys carried out by the local malaria
control program staff. We retrieved from the electronic malaria notification database the fol-
lowing locality-related information: (i) GPS coordinates, (ii) total population size, and (iii)
number of locally acquired, laboratory-confirmed malaria episodes in the locality between
2016 and 2018. This information was used to calculate the average API per locality between
2016 and 2018, a proxy of malaria transmission intensity in the area of residence of study
participants.

Recombinant antigens and antibody measurement in maternal and cord
blood plasma

We used three well-characterized blood-stage parasite antigens expressed as recombinant pro-
teins to capture anti-P. vivax maternal IgG antibodies: (i) residues 43–487 of the P. vivax apical
membrane protein (PvAMA1) ectodomain, Brazilian strain, expressed in Pichia pastoris [27];
(ii) residues 194–521 of the P. vivax Duffy-binding protein (PvDBP) erythrocyte-binding
domain, Salvador-I strain, expressed in Escherichia coli [28] and kindly provided by Christo-
pher L. King (Case Western Reserve University, Cleveland, OH); and (iii) the C-terminal,
19-kDa region of P. vivax merozoite surface protein (MSP) 1 (PvMSP119), Belém strain,
expressed in E. coli [29]. Methods for protein expression, purification, and refolding, if
required, have been described elsewhere [27–29]. We used enzyme immunoassays (ELISAs) to
measure antigen-specific IgG antibodies in 1,095 mothers (71.4% of the total) who provided
plasma samples at delivery. Briefly, high-binding 96-well Costar microplates (Corning, Corn-
ing, NY) were coated with 50 μL of solid-phase antigen solution in phosphate-buffered saline
for 18 h at 4˚C. Antigen concentrations optimized for the maximal signal to background ratio
were as follows: PvAMA1, 1 μg/mL; PvDBP, 0.025 μg/mL; and PvMSP119, 0.025 μg/mL.
Plasma samples (50 μL/well) were tested at a 1:800 dilution for PvAMA1 and PvMSP119, or
1:200 for PvDBP. After a 1-h incubation at 37˚C, antibody binding to solid-phase antigen was
detected with peroxidase-conjugated goat anti-human IgG (SouthernBiotech, Birmingham,
AL) at a 1:8,000 dilution. After the use of tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide at
acidic pH as a substrate, absorbance values were measured at 450 nm. Reactivity indices (RIs)
were calculated as the ratio between the absorbance values of each test sample and a cutoff
value for each antigen, corresponding to the average absorbance for plasmas from 10 malaria-
naïve donors tested on each microplate plus 3 standard deviations. Positive samples had RIs
greater than 1. To test whether maternal antibodies were efficiently transferred to infants, we
compared antibody reactivity indices in a subset of 101 randomly selected paired maternal and
cord-blood plasma samples from study participants. Importantly, maternal and cord blood
antibody levels were strongly correlated to each other over the entire range of values (S1 Fig),
consistent with no saturation of the placental FcRn receptor [30] at high maternal IgG levels.

Statistical analysis

Data collected during the baseline and follow-up assessments were entered into tablets pro-
grammed with CSPro software (https://www.census.gov/programs-surveys/international-
programs.html) and transferred to STATA 15.1 (StataCorp, College Station, TX) for statistical
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analysis. Standard descriptive statistics were used to summarize the main study outcomes. Pro-
portions were compared using Mantel-Haenszel χ2 tests for linear trend and correlations were
evaluated using the nonparametric Spearman correlation test. Statistical significance was
defined at the 5% level. We first computed the monthly incidence of laboratory-confirmed
clinical malaria experienced by children (n = 1,539) until the age of 2 years and by their moth-
ers (n = 1,533) up to 2 years after delivery, with their respective 95% confidence intervals (CIs).

We used negative binomial regression models to identify correlates of malaria risk among
children. This analysis comprised all children assessed at delivery, except for those with
unavailable API estimates for their areas of residence (n = 45). This gives a total of 1,494 chil-
dren for whom malaria morbidity data from birth to their second birthday were retrieved
from the case notification database, or 2,988 person-years of follow-up. Separate regression
models were built for two continuous outcomes: (i) total number of laboratory-confirmed
clinical malaria episodes among children, irrespective of the infecting parasite species, during
their first two years of life and (ii) number of laboratory-confirmed vivax clinical malaria epi-
sodes among children during the same period, excluding mixed-species (P. vivax plus P. falcip-
arum) infections. We excluded mixed-species infections because, in these cases, malaria-
related morbidity could be associated with either species or to the interaction between them.
Models included the sociodemographic, environmental, gestational, and neonatal covariates
listed in S2 Fig and described in detail in S1 Text. We note that: (i) one of the socioeconomic
covariates is whether the mother is beneficiary of the Bolsa Família program [31] because this
Federal conditional cash transfer strategy targets selectively low-income families although not
necessarily all poor families participate in it; (ii) gestational night blindness [32] was used as a
proxy of vitamin A deficiency; (iii) gestational weight gain was categorized as insufficient, ade-
quate, or excessive as described in [33], and (iv) gestational age at birth was estimated as
described in [34]. Variables associated with the outcome at a significance level<20% in unad-
justed analysis were further assessed in negative binomial models. We next used a hierarchical
approach based on conceptual frameworks with distal, intermediate and proximal levels of dis-
ease determination (S2 Fig) [35], to select covariates that were retained in the final adjusted
models. At each level of determination, covariates were retained in downstream analyses if
they were associated with the outcome at a significance level of<10% or if their inclusion in
the model changed the risk measures by�10%. Participants with missing values in categorical
covariates were maintained in the model by creating a new missing-value category. We pro-
vide estimates of incidence rate ratio along with 95% CIs to quantify the influence of a given
predictor on the outcome, while controlling for all other covariates retained in the final model,
either in the same or more distal hierarchical level.

We used survival analysis to test whether levels of specific maternal antibodies measured at
delivery predicted vivax malaria risk in mothers and in their children over the next months.
We used Cox proportional hazards models to compare hazard ratios (HRs) for the time to the
first vivax malaria episode after delivery in mothers and the first malaria episode experienced
by their children (n = 1,095) across quintiles of maternal antibody levels, while adjusting for
potential confounders. The first quintile (reference) comprises 20% of the study mothers with
the lowest RIs. We used the hierarchical framework of disease determination described in S2
Fig to select for covariates to be retained in the final multiple models. The proportional-haz-
ards assumption of Cox models was tested on the basis of Schoenfeld residuals after fitting the
final model using the phtest STATA command. Because the proportional-hazards assumption
was not fulfilled for mothers over the entire 24-month period, we carried out separate analyses
for the periods (i) between 0 and 12 months after delivery (n = 1095) and (ii) the period after
12 years after delivery (n = 981, excluding mothers who had malaria up to 12 months after
delivery). Mothers who experienced malaria were excluded from the second analysis because
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their specific antibody status is more likely to have changed following a recent reexposure to
the parasite.

We next used multiple logistic regression analysis to test whether previous malaria episodes
in children were associated with an increased risk of anemia at the age of 2 years (dichotomic
outcome variable). This analysis comprised 860 children who had hemoglobin measurements
at the age of approximately 2 years (average, 725.9 days; standard deviation, 44.5 days). Covari-
ates included in the multiple logistic regression models and the hierarchical model for variable
selection are shown in S3 Fig; all models controlled for age to account for individual age varia-
tion, since children were not exactly 2 years old. To explore the impact of the frequency and
timing of malaria episodes, as well as the infecting malaria parasite species, we considered four
malaria exposure categories among children in separate models: (i) number of laboratory-con-
firmed malaria episodes during the first two years of life, caused by any species (0, 1, or 2+),
(ii) number of laboratory-confirmed vivax malaria episodes during the first two years of life (0,
1, or 2+), (iii) one or more malaria episodes, any species,12 months before the follow-up
visit (no vs. yes), and (iv) one or more vivax malaria episodes12 months before the follow-
up visit (no vs. yes). Estimates of odds ratios along with their 95% CIs were interpreted to
reflect the magnitude of the observed association between malaria exposure and anemia while
controlling for all other covariates.

Quantile regression was further used to explore the association between prior malaria and
hemoglobin levels in children at the 25th, 50th, and 75th hemoglobin quantiles (corresponding
to 114 g/L, 121 g/L, and 127 g/L, respectively). To this end, we used the sqreg STATA com-
mand to estimate β coefficients and their bootstrap 95% confidence intervals while adjusting
for the covariates shown in S3 Fig. Quantile regression provides a way of estimating the associ-
ation between exposures and continuous health outcomes that are not normally distributed
[36]; this is the case of hemoglobin concentrations in our study children (Shapiro-Wilk test for
normality, P< 0.001).

Results

Malaria incidence in early childhood and associated risk factors

Overall, 265 malaria episodes were diagnosed in 110 (7.1%) of the 1,539 study children who
were followed up from birth through the age of 2 years. P. vivax accounted for 236 (89.1%) of
all malaria episodes. Only uncomplicated clinical disease was observed and treated on an
ambulatory basis; no child was hospitalized due to malaria. Mothers suffered a total of 497
malaria episodes during the same period, 81.3% of them due to P. vivax; 257 (16.8%) of the
1,533 mothers had at least one malaria episode during the follow-up.

During their first 12 months of life, children experienced much fewer vivax malaria epi-
sodes than their mothers, with little or no overlap between the 95% CIs of incidence estimates
in children and mothers. Thereafter, children become as vulnerable to vivax malaria as their
mothers (Fig 3A). Episodes of falciparum or mixed-species malaria remained similarly infre-
quent in mothers and children over the entire follow-up period (Fig 3B).

The overdispersed frequency distribution of malaria episodes per child, with the variance
(0.612) largely exceeding the mean (0.172 episode/child), is properly described by a negative
binomial function (S4 Fig). There was a range of 0 to 9 malaria episodes per child, with 0–8
vivax and 0–2 falciparum or mixed-species infections per child. The vast majority of children
(92.8%) remained free of malaria until their second birthday, but 21 (1.4%) of them had�4
episodes and together accounted for 43.4% (n = 115) of all malaria episodes.

Malaria incidence was heterogeneously distributed among localities (Fig 4). Not surpris-
ingly, study children living in urban or periurban localities typically experienced fewer or no

PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES Vivax malaria in early childhood in Amazonian Brazil

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568 July 15, 2021 8 / 22

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568


Fig 3. Monthly malaria incidence in mothers and their children. Panel A shows the incidence of laboratory-
diagnosed P. vivax malaria and their respective 95% confidence intervals among mothers (n = 1,533) and their
children (n = 1,539) participating in the MINA-Brazil study. Panel B shows the incidence of laboratory-diagnosed P.
falciparum or mixed-species malaria in mothers and children. Each study participant contributed 2 person-years (24
person-months) of follow-up.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568.g003
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malaria episodes, compared to their counterparts living in more remote rural localities sur-
rounding the city of Cruzeiro do Sul.

Multiple negative binomial regression analysis identified the following significant predic-
tors of malaria risk (any species) and vivax malaria risk in children (Table 1): (i) poverty (least
poor children are at decreased risk compared with the poorest ones), (ii) API in the locality of
residence, (iii) malaria in pregnancy, and (iv) maternal gravidity (children of secundigravidae
are at decreased risk compared to primigravidae). Malaria in pregnancy, diagnosed in 178
(11.9%) mothers [21], was significantly associated with more than twice the risk of subsequent
malaria even after controlling for transmission intensity in the children0s area of residence. To
further explore this association, we reran the negative binomial models with the key adjust-
ment covariate API stratified into quintiles (S1 Text). These alternative models yielded very
similar results (S1 Table).

Maternal antibodies and risk of vivax malaria

We detected IgG antibodies to PvAMA1, PvDBP, and PvMSP119 in 346 (31.8%; 95% CI, 28.8–
34.4%), 348 (31.7%; 95% CI, 29.0–34.6%), and 489 (44.4%; 95% CI, 41.7–47.7%) out of 1,095

Fig 4. Spatial distribution of malaria incidence among MINA-Brazil study children. The map shows the upper Juruá Valley and the localities of
residence of study children (circles) within and surrounding the municipality of Cruzeiro do Sul (A). The inset (B) shows the localities within and next
to the urban area. Circle sizes are directly proportional to the number of study participants in each locality and their color (from blue to red) indicates
the overall malaria incidence among study participants living in each locality (highest incidence in red). Roads and streets are represented in light gray.
Rivers are represented in blue. Figure created with QGIS software version 3.14, an open source Geographic Information System (GIS) licensed under
the GNU General Public License (https://bit.ly/2BSPB2F). Publicly available shape files were obtained from the Brazilian Institute of Geography and
Statistics (IBGE) website (https://bit.ly/34gMq0S). Roads, streets, and rivers were obtained from the Open Street Map Foundation website (https://bit.
ly/3pzh4xp). All utilized geographical data are under the Creative Commons Attribution License (CC BY 4.0).

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568.g004
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maternal plasma samples collected at delivery, respectively. Age-related differences in maternal
antibody prevalence were significant for PvAMA1 (Mantel-Haenzel χ2 test for linear trend,
P = 0.015), but not for other antigens (Fig 5). Levels of anti-PvAMA1 IgG antibodies were
weakly, but significantly correlated with maternal age (rs = 0.085, P = 0.005, Spearman correla-
tion test). In contrast, no correlation with age was found for levels of anti-PvDBP IgG (rs =
0.024, P = 0.434) or anti-PvMSP119 IgG (rs = 0.014, P = 0.640).

Elevated reactivity indices of specific antibodies at delivery were not associated with protec-
tion from vivax malaria among mothers (Fig 6A). On the contrary, we noted an increased risk
of vivax malaria in mothers with high antibody levels (quintile 5). Specific antibody levels were
significantly and positively associated with the HR for the time to the first vivax malaria in
mothers up to 12 months following delivery, after adjusting for potential confounders
(Table 2). When we analyzed the period between 12 and 24 months after delivery, we found
no association between specific IgG levels measured at delivery and malaria risk (Table 2).

Because vivax malaria was infrequent among study children before the age of 1 year, with
only 14 children with complete serological data suffering one or more infections, the associa-
tion between maternal antibodies and early life malaria could not be properly assessed (Fig
6B). Cox regression models showed no significant association between maternal antibody lev-
els and the overall risk of malaria in children during the first two years of life (Fig 6B and

Table 1. Multiple negative binomial regression analysis of correlates of malaria (all species) and vivax malaria from birth to two years of age in children from the
MINA-Brazil birth cohort study (n = 1494).

Negative binomial regression models

Outcome: all malaria species (n = 251) Outcome: vivax malaria (n = 224)

Covariate na IRRb (95% CI)c P IRRb (95% CI)c P

Wealth index quartile

1 (poorest) 341 Reference Reference

2 358 0.635 (0.339 1.189) 0.156 0.641 (0.336 1.224) 0.178

3 363 0.597 (0.314 1.135) 0.115 0.635 (0.328 1.230) 0.178

4 (least poor) 364 0.162 (0.058 0.448) <0.001 0.188 (0.067 0.524) 0.001

Beneficiary of Bolsa Famíliad

No 821 Reference Reference

Yes 605 1.956 (1.137 3.364) 0.015 1.977 (1.133 3.449) 0.016

APIe 1494 1.003 (1.002 1.004) <0.001 1.003 (1.002 1.004) <0.001

Malaria in pregnancy

No 1316 Reference Reference

Yes 178 2.417 (1.334 4.378) 0.004 2.582 (1.409 4.731) 0.002

Mother´s gravidity

1 570 Reference Reference

2 365 0.328 (0.153 0.701) 0.004 0.312 (0.141 0.690) 0.004

3 203 0.797 (0.376 1.689) 0.553 0.860 (0.401 1.846) 0.699

4 118 0.602 (0.239 1.518) 0.282 0.520 (0.198 1.366) 0.185

5+ 170 1.250 (0.605 2.582) 0.547 1.279 (0.609 2.686) 0.515

aTotals across exposure categories may not equal 1494 because of missing information.
bIRR = Incidence rate ratio.
cCI = confidence interval.
dBolsa Família = Federal conditional cash transfer program.
eAPI = annual parasite incidence in the locality of residence (continuous variable).

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568.t001
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Table 2). However, given the small number of vivax malaria episodes and the wide 95% CIs,
we do not interpret these negative findings as a definitive proof of lack of any association.

Malaria and anemia in early childhood

A total of 108 (12.6%; 95% CI, 10.5–15.0%) of the 860 children tested at approximately 2 years
of age had anemia (hemoglobin concentration <110 g/L). No study participant had <70 g/L
of hemoglobin, a level that defines severe anemia (https://www.who.int/vmnis/indicators/
haemoglobin.pdf). Significant correlates of increased risk of anemia at the 2-year follow-up
visit (among the covariates listed in S3 Fig) were: (i) increasing child age, (ii) child reporting
recent vomiting, (iii) mother assisted by the Bolsa Família conditional cash transfer program
(a proxy of, but not necessarily synonymous with poverty), (iv) mother reporting gestational
hypertension, and (v) maternal anemia at delivery (Table 3). Gestational night blindness was
significantly associated with decreased anemia risk, but we have no clear-cut explanation for
this finding. The association between malaria since birth (regardless of the species, number, or
timing of episodes) and anemia did not reach statistical significance (Table 3). However,
repeated and recent malaria episodes (<12 months before the follow-up assessment), even
those caused by the putatively more benign parasite P. vivax, significantly increased the risk of
anemia at the age of 2 years (Fig 7). We note that many of the study children who are highly
exposed to malaria live in hard-to-reach rural localities (Fig 4) and were not assessed for hemo-
globin levels at the 2-year follow-up visit.

Quantile regression analysis further confirmed the association between repeated vivax
malaria episodes and decreased hemoglobin. Results were significant for the 25th percentile

Fig 5. Age-related prevalence of maternal IgG antibodies to the blood-stage P. vivax antigens PvAMA1, PvDBP, and PvMSP119 in MINA-Brazil
study participants. Numbers of tested samples per age group were:<16 years, n = 47; 16–20 years, n = 312; 21–25 years, n = 274; 26–30 years, n = 226;
31–35 years, n = 163; and 36+ years, n = 73. Age-related differences in antibody prevalence were significant only for PvAMA-1 (Mantel-Haenszel χ2 test
for linear trend, P = 0.015).

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568.g005
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(-5.10 g/L [95% CI, -9.71 to -0.50 g/L]) and the 50th percentile of hemoglobin values (-6.35 g/L
[95% CI, -12.44 to -0.26 g/L]), after adjusting for child age and sex, wealth index, whether the
mother is beneficiary of the Bolsa Família program (no vs. yes), maternal schooling, whether
the mother is the household head, household size, maternal anemia at delivery, and gestational
age (S2 Table).

Discussion

We have examined the burden of P. vivax infection in the course of the first 1000 days–from
conception to child0s second birthday–in the MINA-Brazil cohort study. Vivax malaria in
pregnancy in this population-based cohort was previously shown to be associated with
increased risk of maternal anemia and impaired fetal growth [21]. Here, we show that young
infants are little exposed to, or largely protected from infection, but children >12 months of
age appear to be as vulnerable to vivax malaria as their mothers. High levels of anti-P. vivax
maternal antibodies measured at delivery do not protect mothers and their offspring from
future infections. Importantly, multiple vivax malaria episodes among children are associated
with increased risk of anemia in early life in this relatively low-endemicity setting.

Only 7.1% of the cohort children ever suffered a malaria episode during their first 2 years of
life in the main transmission hotspot of Amazonian Brazil, and the vast majority of infections
were due to P. vivax. However, infection risk is very heterogeneous. A handful of high-risk
children had�4 infections and together accounted for>40% of malaria episodes diagnosed in

Fig 6. Maternal antibodies and risk of Plasmodium vivax malaria. Cumulative proportions of mothers (A) and their children (B) participating in the
MINA-Brazil study who had vivax malaria over 2 years of follow-up are shown according to levels of antibodies to the blood-stage P. vivax antigens
PvAMA-1, PvDBP, and PvMSP119 measured at delivery and stratified in quintiles (1 = lowest antibody levels). Children and mothers were censored at
the time they had falciparum malaria.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568.g006
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Table 2. Cox proportional hazards models for time to the first vivax malaria in mothers (0–12 months after delivery [n = 1095] and 12–24 months after delivery
[n = 981]) and children (24 months of follow-up since birth; n = 1095) from the MINA-Brazil birth cohort study.

Population Outcome Antigen HRc according to
antibody quintile

95% CId P

Mothers (n = 1095) Time to the first vivax malaria within 1 year after delivery (96 failures)a PvAMA1 1 Reference

2 1.716 (0.683 4.308) 0.251

3 1.918 (0.773 4.755) 0.160

4 2.362 (0.999 5.582) 0.050

5 2.935 (1.255 6.865) 0.013

PvDBP 1 Reference

2 3.271 (1.304 8.207) 0.012

3 1.794 (0.671 4.796) 0.244

4 2.695 (1.067 6.803) 0.036

5 3.755 (1.544 9.131) 0.004

PvMSP119 1 Reference

2 2.022 (0.754 5.421) 0.162

3 2.236 (0.848 5.898) 0.104

4 3.433 (1.401 8.411) 0.007

5 3.672 (1.508 8.937) 0.004

Mothers (n = 981)e Time to the first vivax malaria between 12 and 24 months after delivery (51 failures)a PvAMA1 1 Reference

2 0.987 (0.410 2.380) 0.977

3 1.131 (0.480 2.665) 0.778

4 1.478 (0.657 3.322) 0.345

5 0.534 (0.175 1.627) 0.269

PvDBP 1 Reference

2 0.339 (0.109 1.053) 0.061

3 1.175 (0.542 2.545) 0.683

4 1.094 (0.497 2.408) 0.823

5 0.711 (0.280 1.803) 0.472

PvMSP119 1 Reference

2 0.591 (0.254 1.377) 0.223

3 0.631 (0.272 1.460) 0.281

4 0.699 (0.308 1.586) 0.392

5 0.659 (0.274 1.582) 0.350

Children (n = 1095) Time to the first vivax malaria in the first 2 years of life (67 failures)b PvAMA1 1 Reference

2 1.556 (0.621 3.900) 0.345

3 1.054 (0.381 2.915) 0.919

4 1.472 (0.592 3.661) 0.405

5 1.092 (0.430 2.776) 0.853

PvDBP 1 Reference

2 1.083 (0.474 2.470) 0.851

3 0.507 (0.200 1.282) 0.151

4 0.713 (0.299 1.698) 0.445

5 0.975 (0.452 2.103) 0.948

PvMSP119 1 Reference

2 1.088 (0.471 2.515) 0.843

3 0.460 (0.165 1.281) 0.137

4 1.015 (0.449 2.290) 0.972

5 0.814 (0.360 1.841) 0.621

aCox proportional hazards model adjusted for household wealth index (quartiles), annual parasite Incidence (API) in the area of residence, and malaria in pregnancy

(no vs. yes).
bCox proportional hazards model adjusted for household wealth index (quartiles), annual parasite Incidence (API) in the area of residence (continuous variable), and

malaria in pregnancy (no vs. yes), gravidity (0, 1, 2, 3, or 4+), and prenatal alcohol use (no vs. yes).
cHR = hazard ratio
dCI = confidence interval.
eMothers who had malaria up to 12 months after delivery were excluded.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568.t002
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study participants. The highest malaria incidence was observed in rural localities (Fig 4),
where effective control measures are harder to implement compared with urban and periurban
settings.

Neonates and young infants <6 months of age typically experience fewer malaria episodes
than older infants and children [7], although early life infections may not be uncommon in
some African settings [37]. Here, we show that vivax malaria remains infrequent far beyond
the age of 6 months; in fact, until the infant0s first birthday (Fig 3). Importantly, maternal anti-
bodies transferred to the fetus and erythrocytes with high fetal hemoglobin concentration are
unlikely to circulate for>6 months and account for the reduced risk in older infants [5].
Breastfeeding may confer only short-term protection to MINA-Brazil cohort participants
because their median duration of exclusive breastfeeding is as short as 16 days [38].

Maternal antibodies have been hypothesized but not conclusively shown to reduce the risk
of P. vivax infection in young infants [5]. One may argue that passively transferred immunity
is unlikely to work in the infant while the mother continues to suffer from malaria, as we have
observed in our cohort participants (Fig 3). However, conventional serology detects both pro-
tective and nonprotective antibodies and high antibody levels may indicate increased exposure
rather than reduced risk [39]. The fine specificity and functional properties of parasite-inhibi-
tory anti-P. vivax antibody responses remain largely unexplored [39,40]. The positive associa-
tion between antibodies measured at delivery and subsequent malaria risk in mothers
disappeared over the second year of follow-up (Table 2), suggesting that antibodies essentially

Table 3. Multiple logistic regression analysis of correlates of anemia (hemoglobin concentration<110 g/L) at two
years of age in children from the MINA-Brazil birth cohort study (n = 860).

Outcome: anemia at the age of 2 years
(n = 108)

Variables nb ORc 95% CId P
Child´s sex

Female 429 Reference

Male 431 1.415 (0.930 2.151) 0.105

Child´s age (days) 860 1.005 (1.001 1.009) 0.024

Mother beneficiary of the Bolsa Famı́lia programa

No 452 Reference

Yes 408 1.860 (1.217 2.843) 0.004

Maternal anemia at delivery

No 494 Reference

Yes 320 1.736 (1.133 2.659) 0.011

Gestational night blindness

No 769 Reference

Yes 91 0.410 (0.172 0.976) 0.044

Child vomiting in the last 15 days

No 739 Reference

Yes 121 1.902 (1.126 3.215) 0.016

Malaria since birth, any species

No 828 Reference

Yes 32 2.241 (0.965 5.205) 0.061

aBolsa Famı́lia = Federal conditional cash transfer program.
bTotals across exposure categories do not equal 860 because of missing information
cOR = Odds ratio.
dCI = confidence interval.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568.t003
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indicate recent malaria exposure, but not future long-term malaria exposure or risk. Antibody
concentration may also matter for infant protection. Levels of parasite-inhibitory antibodies
that fail to protect heavily exposed mothers may suffice to protect their less exposed offspring
if placental transfer to the fetus during pregnancy is efficient.

We hypothesize that infants <12 months are infrequently infected because they remain
largely unexposed to vectors. First, they are little affected by outdoor malaria transmission,
which predominates over indoor transmission in most of the Amazon [15], until they start to
walk and actively explore the external environment. Second, infants may be less attractive to
mosquito vectors than older children [41], partially due to their smaller body size. Third, long-
lasting insecticide-treated bed nets, which are available in high-transmission localities across
the study site [42], are likely to avert more infectious bites among infants who typically sleep
>12 hours per day, compared with older children.

Children born to mothers who suffered from malaria in pregnancy are at a significantly ele-
vated risk of malaria [43]. Indeed, malaria disproportionally affects pregnant women living in
transmission hotspots, where their offspring is also more likely to be infected. However, we
show that this positive association persists after controlling for local API, a proxy of malaria
transmission intensity in the area of residence of mother-child pairs (Table 1). We acknowl-
edge some risk of residual confounding, since all mother-child pairs living in the same locality
are assigned the same API but may still differ in malaria risk. The increased risk is not due to
congenital transmission either. Indeed, congenital malaria is rare in the study site; only 6 of
637 (0.9%) neonates in this cohort tested positive for parasite DNA in cord blood samples col-
lected at delivery [21]. Placental pathology leading to prenatal exposure to P. falciparum anti-
gens may offer an explanation, as these antigens can modulate fetal immune responses [44]
and induce an immune tolerant phenotype associated with increased risk of malaria and other
early childhood infections [44,45]. It is debatable whether this holds for P. vivax, the locally
dominant parasite that does not sequester massively in the intervillous spaces and causes less
severe histological changes in the placenta [46].

Fig 7. Impact of the frequency and timing of malaria episodes, as well as the infecting malaria parasite species, on the risk of anemia. Odds ratios
(OR) indicate the magnitude of association between anemia at the age of 2 years and malaria type (any species or vivax), frequency (1 or 2+), or timing
(since birth or within the last 12 months) in MINA-Brazil study participants (n = 860), compared with no malaria, while controlling for the potential
confounders listed in Table 3. OR estimates and their respective 95% confidence intervals (95% CIs) and P value were derived from separate multiple
logistic regression models in which exposure to malaria was introduced in different ways.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009568.g007
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Childhood anemia remains common in the Amazon, with 20–48% of the infants and tod-
dlers found to be anemic and 62–81% found to be iron deficient in recent surveys in Amazo-
nian Brazil [47,48]. Vitamin A, vitamin B12, and folate deficiencies are substantially less
prevalent (4–13%) in Amazonian children [49]. Although we found much less anemia among
MINA-Brazil cohort participants at the age of 2 years (prevalence, 12.6%), compared with
proximate sites in the Amazon [47,48], we note that hemoglobin measurements were made in
76.6% of the study participants at the 1-year follow-up visit [16] and those with anemia (41.0%
[95% CI, 37.3 to 44.8%]) were prescribed iron supplements. Treatment was unsupervised, but
most anemic children may have had a sustained hemoglobin response following oral iron
administration.

Importantly, anemia is widely recognized as the main adverse health outcome of vivax
malaria in children [7]. Severe anemia is more prevalent in regions where malaria transmission
is intense and hemoglobin concentrations are already low prior to infection, due to multiple
micronutrient deficiencies [50]. Accordingly, vivax malaria accounts for nearly 28% of all epi-
sodes of moderate or severe anemia diagnosed among infants from Papua, Indonesia [13].
Despite the lower average parasite densities in P. vivax, compared with P. falciparum infec-
tions, uninfected red blood cell removal appears to be proportionally greater in vivax malaria,
resulting in a similar red blood cell loss for both species [50]. The burden of anemia attribut-
able to repeated vivax malaria largely exceeds that caused by P. falciparum in young children
from high-endemicity areas in the Asia-Pacific region [12].

We show that repeated and recent P. vivax infections are associated with a significantly
increased risk of anemia at the age of 2 years in a relatively low transmission setting (Fig 7).
This association is likely to be causal, but residual confounding must also be considered given
that both malaria and anemia tend to affect the poorest individuals in the community. Vivax
malaria in pregnancy is also positively associated with maternal anemia at delivery and poorer
birth outcomes in the MINA-Brazil cohort [21] and children born to anemic mothers are
more likely to be anemic by their second birthday, after controlling for potential confounders
(Table 3). Recurrent infections with P. vivax are common due to its ability to stay dormant in
the liver and cause relapses within months after a single mosquito inoculation [51]. Relapses
may occur shortly after the primary infection, before the child0s hemoglobin concentration has
returned to normal. Although primaquine is routinely prescribed with chloroquine to suppress
P. vivax relapses in Latin America [1], infants <6 months of age with unknown glucose-
6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency status are considered primaquine-ineligible in
Brazil because of the risk of hemolysis [25]. As G6PD testing is not widely available, young
infants are very rarely prescribed primaquine. Moreover, not all eligible children and adults
adhere to the unsupervised 7-day primaquine treatment [52] and shortened anti-relapse regi-
mens are urgently needed [53].

The present study has some limitations. First, malaria episodes in study children were
retrieved retrospectively from a case notification database and no blood samples were avail-
able for further confirmatory diagnostic tests. We assume that nearly all clinical malaria epi-
sodes confirmed by microscopy and treated in cohort participants were retrieved [23], but
routine surveillance overlooks transient or chronic submicroscopic (often asymptomatic)
parasitemias that do not develop into detectable infections but may cause anemia [54]. Our
study design does not allow for the estimation of the adverse health effects of submicroscopic
or asymptomatic infections. Second, analyses of passively detected malaria episodes are
prone to biases due to differences in access to health facilities and health-seeking behavior.
Third, the impact of malaria on anemia may have been underestimated because cohort par-
ticipants living in remote rural areas, who are more heavily exposed to malaria and putatively
more prone to its more severe consequences, were not eligible for the follow-up visit at the
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age of 2 years. Fourth, because of the rarity of the outcome of interest in young infants living
in urban and proximate rural areas, our study was relatively underpowered to address the
association between antibody levels measured in mothers at delivery and the risk of vivax
malaria in their offspring during the first months of life. Finally, the infrequency of P. falcipa-
rum malaria in the study population precludes between-species comparisons of malaria risk
factors and clinical impact.

Conclusion

Here, we show that the adverse effects of malaria exposure in utero extend into early child-
hood: antenatal infection in mothers is associated with an elevated risk of P. vivax malaria in
their offspring. Repeatedly infected children are at increased risk of anemia at the age of 2
years. In conclusion, we have identified cumulative adverse effects of P. vivax infections that
are often overlooked in low transmission settings and further challenge the traditional view of
vivax malaria as a relatively benign infection in pregnancy and early childhood. There is an
urgent need for improved strategies for vivax malaria prevention during the first 1000 days of
life, which may include the systematic use of weekly chloroquine prophylaxis following vivax
malaria treatment in pregnancy [22] and malaria screening during routine antenatal [55] and
infant care in endemic settings.
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Prolonged Breastfeeding and the Risk of Plasmodium vivax 
Infection and Clinical Malaria in Early Childhood

A Birth Cohort Study

Anaclara Pincelli ,* Marly A. Cardoso , PhD,† Maíra B. Malta , PhD,†‡  
Vanessa C. Nicolete , PhD,* Irene S. Soares , PhD,§ Marcia C. Castro , PhD,§¶  

and Marcelo U. Ferreira , MD,*‖ on behalf of the MINA-Brazil Study Working Group     

Background: Relatively few Amazonian infants have clinical malaria diag-
nosed, treated and notified before their first birthday, either because they are 
little exposed to an infection or remain asymptomatic once infected. Here 
we measure the proportion of children who have experienced Plasmodium 
vivax infection and malaria by 2 years of age in the main transmission hot-
spot of Amazonian Brazil.
Methods: We measured IgG antibodies to 3 blood-stage P. vivax anti-
gens at the 1- and 2-year follow-up assessment of 435 participants in a 
population-based birth cohort. Children’s malaria case notifications were 
retrieved from the electronic database of the Ministry of Health. We used 
multiple Poisson regression models to identify predictors of serologically 
proven P. vivax infection and clinical vivax malaria during the first 2 years 
of life.
Results: Overall, 23 [5.3%; 95% confidence interval (CI): 3.5–7.8%) chil-
dren had antibodies to ≥2 antigens detected during at least one follow-up 
assessment, consistent with past P. vivax infection(s). Fifteen (3.4%; 95% 
CI: 2.1–5.6%) children had clinical vivax episodes notified during the first 
2 years of life; 7 of them were seronegative. We estimate that half of the 
infections remained unnotified. Children born to women who experienced 
P. vivax infection during pregnancy were more likely to be infected and 
develop clinical vivax malaria, while those breast-fed for ≥12 months 
had their risk of being P. vivax-seropositive (which we take as evidence of 
blood-stage P. vivax infection during the first 2 years of life) decreased by 
79.8% (95% CI: 69.3–86.7%).

Conclusion: P. vivax infections in early childhood are underreported in the 
Amazon, are associated with anemia at 2 years of age, and appear to be 
partially prevented by prolonged breastfeeding.

Key Words: malaria; Plasmodium vivax; breast-feeding; infants; Amazon

(Pediatr Infect Dis J 2022;41:793–799)

Plasmodium falciparum causes significant morbidity and mor-
tality in children across sub-Saharan Africa, but neonates and 

young infants rarely develop clinical disease.1 Since the mid-1950s, 
exclusive breastfeeding is known to reduce malaria risk in early 
childhood.2 Additional protective factors are specific maternal anti-
bodies transferred to the fetus, the high content of fetal hemoglobin 
in host cells and the lower infants’ exposure to mosquito vector 
bites, compared to adolescents and adults.3 Children >6 months of 
age are often infected and remain at increased risk of severe disease 
and death over the next years,3 until immunity gradually develops 
and protects most adolescents and adults from clinical disease.4 
Plasmodium vivax, the second most prevalent human malaria par-
asite worldwide, remains rare in Central and West Africa, but is 
increasingly common elsewhere in the tropics and can cause sub-
stantial childhood morbidity.5 Anemia is particularly common in 
young children with vivax malaria.6

The epidemiology of childhood malaria is understudied 
in Latin America, where P. vivax accounts for >80% of the infec-
tions.7 Findings from a population-based birth cohort suggest that 
Amazonian infants rarely develop clinical malaria before the age 
of 12 months, but older children are as vulnerable to malaria as 
their mothers.8 It remains unclear whether younger infants are less 
exposed to infection or less susceptible to disease, once infected 
with malaria parasites.3 To address this knowledge gap, here we 
use serology to estimate the proportion of cohort participants who 
experienced blood-stage P. vivax infection during their first 2 years 
of life. Multiple Poisson regression models were built to identify 
independent correlates of protection from malarial infection and 
disease.

METHODS

Study Design
The Maternal and Child Health and Nutrition in Acre, Brazil 

(MINA-Brazil) study is a population-based birth cohort set-up to 
measure the impact of a range of early exposures on child health and 
development in the Amazon.9 Mother-baby pairs (n = 1551) were 
enrolled in the city of Cruzeiro do Sul (CZS; population, 64,000), 
Acre State, during pregnancy or at birth. Between July 2015 and 
June 2016, delivering mothers were interviewed at the Women and 
Children’s Hospital of Juruá Valley—the only maternity hospital 
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of CZS—to obtain sociodemographic, lifestyle, and morbidity 
information. Birth weight was measured to the nearest 0.5 g, using 
a Toledo Junior portable scale (Toledo, Sa ̃o Bernardo do Campo, 
Brazil) with 15 kg capacity. The infant mortality rate in CZS, esti-
mated at 13.8 deaths per 1000 live births in 2017, is higher than the 
country′s average of 12.8 (https://www.ibge.gov.br/cidades-e-esta-
dos/ac/cruzeiro-do-sul.html). CZS experiences year-round malaria 
transmission, with an annual malaria index (API; defined as the 
number of laboratory-confirmed cases per 1000 people per year) of 
231.9 in 2016, one of the highest in Brazil.10 P. vivax accounts for 
approximately 85% of the infections in the study site.

Study Population
Figure  1 shows the study flow chart. Mothers of liveborn 

children, except for those from hard-to-reach rural communities  
(n = 305), were invited to bring their children to follow-up assess-
ments at 6–8 months, 1 year, 2 years and 5 years of age.9 Here we 
focus on 435 children who had anti-P. vivax antibodies were meas-
ured and sociodemographic, morbidity and nutritional information 
(including infant feeding practices) were updated during assess-
ments at the age of 1 year (mean, 12.7 months; range, 11.1–16.2 
months) and 2 years (mean, 23.7 months; range, 16.0–32.1 months). 
Hemoglobin concentrations were measured during the follow-up 
visit at the age of 2 years using an ABX Micro 60 cell counter 
(Horiba, Montpellier, France). Study participants included in the 
present analysis (65.4% of the 665 children attending both follow-
up assessments) had similar perinatal health profiles compared with 

children lost to follow-up (n = 581) or lacking blood samples (n = 
230). However, the proportions of children from poorest families 
(lowest quartile; 20.0% vs. 12.5%, P < 0.001) and those born to 
younger (<19 years; 20.5% vs. 14.9%, P = 0.025) and less educated 
(≤9 years of schooling; 39.6% vs. 28.5%, P = 0.001) mothers and 
those with inadequate gestational weight gain (34.0% vs. 26.7%, P 
= 0.004) were significantly higher (by χ2 tests) among nonpartici-
pants, compared to participants. These differences are mostly due to 
the exclusion from follow-up assessments of children from poorer 
families living in remote rural sites.

Antibody Measurements
Exposure to P. vivax blood stages is known to induce spe-

cific IgG antibody responses that can be long-lived even following 
a low-density asymptomatic infection.11–14 We used enzyme immu-
noassay (ELISA) to detect plasma IgG antibodies to 3 recombinant 
blood-stage antigens of P. vivax: (1) the apical membrane protein 
(PvAMA1) ectodomain, Brazilian strain, expressed in Pichia pas-
toris15; (2) the C-terminal, 19-kDa region of merozoite surface 
protein (MSP) 1 (PvMSP119), Belém strain, expressed in Escheri-
chia coli16 and (3) the Duffy-binding protein (PvDBP) erythrocyte-
binding domain, Salvador-I strain, expressed in E. coli.17 Assays 
were carried as described with the following solid-phase antigen 
concentrations: PvAMA1, 1 µg/mL; PvMSP119, 0.025 µg/mL and 
PvDBP, 0.025 µg/mL (50 μL/well).8 Reactivity indices (RIs) were 
calculated as the ratio between the absorbance values of each test 
sample and a cutoff value for each antigen, corresponding to the 

FIGURE 1. Study flowchart. Between July 2015 and June 2016, pregnant women attending antenatal clinics or admitted 
for delivery to the maternity ward of the Women and Children’s Hospital of Jurua ́ Valley in Cruzeiro do Sul, Brazil, were 
invited to participate. We analyze antibody data obtained during the follow-up visits at 1 and 2 years of age and hemoglobin 
measurement data obtained during the 2-years visit. Reasons for exclusion and the final number of subjects analyzed for 
each study outcome are indicated.

https://www.ibge.gov.br/cidades-e-estados/ac/cruzeiro-do-sul.html
https://www.ibge.gov.br/cidades-e-estados/ac/cruzeiro-do-sul.html
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average absorbance for plasmas from 42 malaria-naïve donors plus 
3 standard deviations. Positive samples had RIs greater than 1. IgG 
positivity rates among P. vivax-infected subjects have been previ-
ously estimated at 73% for PvAMA-1,14 95% for PvMSP119

14 and 
72% for PvDBP.18

Outcomes
We considered IgG positivity to ≥2 antigens at one or both 

follow-up assessments as evidence of blood-stage P. vivax infection 
since birth, regardless of any clinical symptoms. Given that maternal 
IgG antibodies are expected to wane over a period of 6–12 months,19 
we assume that anti-P. vivax IgG of maternal origin was undetect-
able at the time of measurement when children were between 11 and 
32 months of age. We additionally used a more relaxed definition 
of serologically proven P. vivax infection (IgG positivity to at least 
one of the 3 antigens tested) in exploratory analysis. We used vivax 
malaria case notifications as evidence of clinical malaria episodes 
experienced by study children. We searched the electronic database 
of the Ministry of Health of Brazil (SIVEP Malaria)20 for malaria 
case notifications between July 2015, when the first participants 
were born, and July 2018, when all study participants had already 
completed 2 years,8 aiming to identify study participants with one or 
more P. vivax malaria episodes diagnosed, treated and notified from 
birth until the age of 2 years. We retrieved case records that matched 
study children’s name, sex and age, in addition to their mothers’ 
name.8 Because malaria is a notifiable disease in Brazil and diag-
nostic testing and treatment are not available outside government-
run health care facilities, as many as 99.6% of laboratory-confirmed 
malaria episodes across the Amazon are estimated to be routinely 
entered in the SIVEP Malaria database.21 As the vast majority of 
case notifications refer to infections diagnosed during sick visits, we 
define them as clinical vivax malaria cases. The secondary outcome, 
anemia at the 2-year follow-up assessment, was defined by a hemo-
globin concentration <110 g/L (https://apps.who.int/iris/bitstream/
handle/10665/85839/WHO_NMH_NHD_MNM_11.1_eng.pdf).

Statistical Analysis
Data were analyzed with STATA 15.1 (StataCorp, College 

Station, TX). Separate multiple Poisson regression models22 were 
built to identify factors associated with binary (yes/no) outcomes: 
(1) serologically proven P. vivax infection within the first 2 years 
of age, (2) one of more vivax malaria episodes notified from birth 
to 2 years of age and (3) anemia diagnosed at 2 years of age. To 
account for children’s clustering into localities with different lev-
els of malaria transmission, as estimated by their API, we used 
mixed-effects models with API quintile as a contextual covariate 
and robust variance to analyze malaria-related outcomes. Standard 
regression models were used to analyze anemia as an outcome. 
Two critical explanatory variables were prolonged breastfeed-
ing, defined as exclusive or partial breastfeeding lasting for ≥12 
months,23 and malaria in pregnancy, defined as one or more infec-
tions diagnosed by microscopy during sick visits to health facili-
ties or by real-time PCR at delivery.24 All variables considered in 
the unadjusted analysis are listed in Figure 1, Supplemental Digital 
Content 1, http://links.lww.com/INF/E760 and Figures 2, Supple-
mental Digital Content 1, http://links.lww.com/INF/E761. Only 
variables associated with the outcome at a significance level <20% 
were entered in multiple Poisson regression models. We used a hier-
archical approach with distal, intermediate and proximal levels of 
disease determination25 to select covariates that, in addition to age 
and wealth index, were retained in downstream analyses because 
(1) they were associated with the outcome at a significance level 
of <10% or (2) their inclusion in the model changed the risk meas-
ures by ≥10%. Participants with missing values for API (n = 4) 

were excluded from malaria models; those with missing values in 
categorical covariates were maintained in the malaria and anemia 
models by creating a new missing-value category. Adjusted preva-
lence ratio (PR) estimates are provided along with 95% confidence 
intervals (CIs) to quantify the influence of each predictor on the 
outcome while controlling for all other covariates.22 Statistical sig-
nificance was defined at the 5% level.

Ethics Statement
The study protocol was approved by the institutional review 

board of the School of Public Health, University of São Paulo (# 
872.613, 2014). All mothers or their parents or guardians (if moth-
ers were <18 years old) provided written informed consent.

RESULTS

Antibody Positivity and Vivax Malaria in Early 
Childhood

Figure 2 shows the proportions of the 435 children with IgG 
antibodies to each individual antigen and those who recognized ≥2 
antigens. Few children—15.6% (95% CI: 12.5–19.4) at 1 year and 
13.6% (95% CI: 10.6–17.1) at 2 years—had antibodies detected to 
at least one antigen. Only 4.4% (95% CI: 2.8–6.8) of the children 
at 1 year and 2.5% (95% CI: 1.4–4.5) of those at 2 years recog-
nized ≥2 antigens. PvAMA1 was recognized by only 0.9% at 1 
year and 1.1% at 2 –years. Overall, 23 (5.3%; 95% CI: 3.5–7.8) 
children had antibodies to ≥2 antigens detected during at least one 
follow-up assessment (See Figure, Supplemental Digital Content 
3A, http://links.lww.com/INF/E762), which we take as evidence of 
blood-stage P. vivax infection during the first 2 years of life. In con-
trast, only 15 (3.4%; 95% CI: 2.1–5.6%) children had vivax malaria 
episode(s) retrieved from the case notification database during 
the same period. Seven children with one or more vivax malaria 
episodes notified were seronegative at the time of both follow-up 
assessments. Although we have used a very stringent definition of 
serologically proven P. vivax infection, this outcome was 1.5 times 
more frequent than clinical vivax malaria. Overall, 6.9% (95% CI: 
4.9–9.7%) of children had evidence of P. vivax infection—seropos-
itivity to ≥2 antigens and/or one or more vivax malaria case notifi-
cations—during their first 2 years of life. There were relatively few 
changes in antibody status between the 1-year and 2-year follow-up 
assessments (See Figure, Supplemental Digital Content 3B, http://
links.lww.com/INF/E762). Most seropositive children at the 2-year 
assessment (7 of 11, 63.6%) had already serological evidence of  
P. vivax infection at the age of 1 year (See Figure, Supplemental 
Digital Content 3A, http://links.lww.com/INF/E762), although very 
few clinical malaria episodes had been diagnosed in this cohort and 
notified to the Ministry of Health during the first year of life.8

Correlates of Plasmodium vivax Infection and 
Clinical Malaria

We next sought to identify correlates of serologically proven 
P. vivax infection and clinical vivax malaria for 431 participants 
included in multivariable analysis, which comprised 23 (5.3%) 
children with antibodies to ≥2 antigens detected during at least one 
follow-up assessment (Table 1) and 15 (3.4%) children with one or 
more vivax malaria episodes notified during the first 2 years of life 
(Table 2).

Children born to mothers with one or more P. vivax infec-
tion diagnosed during pregnancy or at delivery23 had a significantly 
increased risk of serologically proven P. vivax infection (Table 1) 
and clinical vivax malaria during their early life (Table 2; see also 
reference 8), after adjustment for transmission intensity in the 
children’s area of residence (API quintiles). Maternal anemia at 

http://links.lww.com/INF/E760
http://links.lww.com/INF/E761
http://links.lww.com/INF/E762
http://links.lww.com/INF/E762
http://links.lww.com/INF/E762
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delivery was a predictor of the risk of clinical malaria in these chil-
dren (Table 2).

Over two-thirds of the 428 children with complete informa-
tion (292 or 68.2%) were breastfed for ≥12 months (Tables 1 and 
2), but the median duration of exclusive breastfeeding was as short 
as 16 days in this population.26 Interestingly, prolonged breastfeed-
ing appeared to partially protect children from serologically proven 
early-life P. vivax infection (Table  1), although not from clinical 
vivax malaria using notified episodes as a proxy (Table 2). Simi-
lar results were obtained when we repeated the multiple regression 
analysis using a more relaxed definition of serologically proven P. 
vivax infection (IgG positivity to at least one antigen), as shown in 
Table, Supplemental Digital Content 4, http://links.lww.com/INF/
E763.

Plasmodium vivax Infection, Clinical Malaria, and 
Anemia at 2 Years of Age

All children with antibody and hemoglobin measurements 
(n = 435) were included in multivariable analyses of risk factors 

for anemia at 2 years of age. Serologically proven P. vivax infec-
tions (regardless of symptoms) and clinical vivax malaria episodes 
(regardless of the antibody status) were both significantly associ-
ated with increased anemia risk, after controlling for sex and age 
(in months), gestational age at birth (in weeks), wealth index (strati-
fied into quintiles), maternal anemia at delivery (yes vs. no), and 
prolonged (≥12 months) breastfeeding (yes vs. no; Fig. 3). We next 
tested whether clinically silent, unnotified P. vivax infections—
those retrospectively diagnosed by serology but missing in the case 
notification database—also contributed to increased anemia risk. 
No significant association was found (Figure 3).

DISCUSSION
We show that young Amazonian children are twice more 

frequently exposed to P. vivax than previously estimated from case 
notification records from the Ministry of Health of Brazil. Infec-
tions retrospectively diagnosed by serology have often failed to 
elicit a sick visit to a health post, with timely laboratory diagnosis 

FIGURE 2. Proportions of study participants (n = 435) with IgG antibodies to individual Plasmodium vivax blood-stage 
antigens (PvAMA1, PvMSP19, and PvDBP) (black dots) and proportions of those who recognized more than one antigen. A: 
follow-up visit at 1 year of age; B: follow-up visit at 2 years of age. Gray dots indicate no response.

TABLE 1. Factors Associated with the Presence of IgG Antibodies to ≥2 Blood-Stage P. vivax Antigens in  
Amazonian Children at the Age of 1 or 2 Years (n = 431)

    Unadjusted Adjusted

n positive/total PR 95% CI P PR 95% CI P 

Child’s age (months)  1.124 (0.884–1.428) 0.341 1.139 (0.864–1.501) 0.357
Wealth index quartile
 1st (poorest) 6/93 Ref.   Ref.   
 2nd 6/114 0.816 (0.272–2.449) 0.717 1.039 (0.420–2.570) 0.934
 3rd 8/113 1.097 (0.394–3.054) 0.859 1.468 (0.496–4.341) 0.488
 4th (wealthiest) 3/111 0.419 (0.108–1.632) 0.210 0.452 (0.114–1.786) 0.257
Malaria in pregnancy
 No 19/398 Ref.   Ref.   
 Yes 4/33 2.539 (0.916–7.036) 0.073 2.606 (1.268–5.357) 0.009
Breast-feeding duration
 <12 months 15/136 Ref.   Ref.   
 ≥12 months 8/292 0.248 (0.108–0.572) 0.001 0.202 (0.133–0.307) <0.001
Annual parasite index (API) quintile
 1st (lowest) 5/101 Ref.      
 2nd 3/104 0.583 (0.143–2.378) 0.452    
 3rd 6/91 1.332 (0.420–4.223) 0.626    
 4th 1/83 0.243 (0.029–2.048) 0.193    
 5th (highest) 8/52 3.108 (1.069–9.036) 0.037    

CI indicates confidence interval; PR, prevalence ratio.
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followed by treatment and case notification. These findings imply 
that active case detection—for example, systematic screening for 
malaria parasites of infants and young children attending routine 
care, regardless of any clinical sign and symptom—is required 
to properly estimate the incidence of childhood infection in this 
and likely in other similar malaria-endemic settings. The clinical 
impact of early-life P. vivax infections that remain undiagnosed and 
untreated is unclear in our population. Reassuringly, we found no 

association between unnotified infections and the risk of anemia 
(Fig. 3), a common adverse consequence of vivax malaria in young 
children.6

Breastfeeding protects infants from a broad range of 
infections—for example, diarrhea, respiratory tract infections, 
necrotizing enterocolitis, meningitis and otitis media—through 
the passive transfer of immunoglobulins and other bioactive 
substances such as cytokines, oligosaccharides, lactoferrin and 

TABLE 2. Factors Associated with One or More Plasmodium vivax Malaria Episodes Notified in Amazonian  
Children During Their First 2 Years of Life (n = 431)

    Unadjusted Adjusted

 n positive/total PR 95% CI P PR 95% CI P 

Child’s age (months) 1.120 (0.792–1.583) 0.522 1.220 (0.945–1.573) 0.127
Wealth index quartile
 1st (poorest) 4/93 Ref.   Ref.
 2nd 6/114 1.224 (0.355–4.214) 0.749 1.449 (0.904–2.322) 0.123
 3rd 4/113 0.823 (0.211–3.207) 0.779 1.407 (0.253–7.834) 0.697
 4th (wealthiest) 1/111 0.209 (0.024–1.846) 0.159 0.356 (0.086–1.474) 0.154
Malaria in pregnancy
 No 9/398 Ref.   Ref.   
 Yes 6/33 8.040 (3.044–21.235) <0.001 5.926 (2.159–16.264) 0.001
Maternal anemia at delivery
 No 4/256 Ref.   Ref.   
 Yes 11/156 4.513 (1.461–13.943) 0.009 3.451 (1.432–8.318) 0.006
Breast-feeding duration
 < 12 months 3/136 Ref.   Ref.   
 ≥12 months 12/292 1.864 (0.534–6.508) 0.329 1.325 (0.171–10.266) 0.788

Annual parasite index (API) quintile

 1st (lowest) 1/101 Ref.
 2nd 1/104 0.971 (0.061–15.366) 0.983  
 3rd 3/91 3.330 (0.352–31.527) 0.294
 4th 2/83 2.434 (0.224–26.444) 0.465
 5th (highest) 8/52 15.538 (1.992–121.203) 0.009

CI indicates confidence interval; PR, prevalence ratio.

FIGURE 3. Association of anemia at 2 years of age with serologically proven Plasmodium vivax infection and clinical vivax 
malaria notified during the first 2 years of life. Prevalence ratios (PR) indicate the change in anemia risk associated with P. 
vivax infection or disease, compared with children with negative serology and no clinical vivax malaria notification, while 
controlling for sex and age, wealth index, maternal anemia at delivery, mother’s gestational age at birth, and prolonged 
(≥12 months) breastfeeding. PR estimates for each exposure and their respective 95% confidence intervals (95% CIs) and 
P values were derived from separate multiple Poisson regression models. The total number of study participants in each 
analysis vary according to the criteria used to define “no infection detected”. Accordingly, from the comparison of P. vivax 
infection detected by serology at 1 or 2 years vs. no infection, we excluded 7 children with malaria case notifications who 
were negative by serology, giving a total of 428. From the comparison of P. vivax infection detected by serology at 2 years 
vs. no infection, we excluded 7 children with malaria case notifications who were negative by serology and 12 children who 
were seropositive at 1 year but not at 2 years (total analyzed, 416). From the comparison of vivax malaria vs. no infection, 
we excluded 15 children with positive serology but no malaria case notification (total analyzed, 420). Finally, from the 
comparison of P. vivax infection detected by serology only vs. no infection, we excluded 15 children (8 of them seropositive) 
with malaria case notifications (total analyzed, 420).
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lysozyme.27 Whether specific antibodies acquired via breastfeed-
ing play a major protective role against childhood malaria remains 
undetermined, but breastmilk IgA from malaria-exposed mothers 
has been shown to significantly inhibit the growth of P. falcipa-
rum in vitro.28 Moreover, breastmilk components actively regulate 
the infant’s immune system29 and favor healthy microbial coloni-
zation of the gut.30 Soluble malaria antigens are shed in breast-
milk and may potentially elicit protective immune responses in 
offspring who are breastfed.31 Importantly, protection from infec-
tions differs according to dose, duration, and exclusivity of breast-
feeding.29

Exclusive (but not necessarily partial) breastfeeding has 
been suggested to reduce the risk of P. falciparum infection in neo-
nates and young infants from the Gambia,2 most likely because 
maternal milk is deficient in para-aminobenzoic acid, which is 
required for de novo folate synthesis by malaria parasites.32,33 More 
recent evidence that exclusive breastfeeding protects infants from 
clinical malaria comes from a birth cohort study in Malawi34 and 
cross-sectional surveys in the Democratic Republic of Congo35 and 
Cameroon,36 all in Sub-Saharan African settings where P. falcipa-
rum is the dominant human malaria parasite.

There is much less evidence that partial breastfeeding may 
protect from malaria well beyond early infancy. Here we show that 
children who regularly received human breastmilk for ≥12 months, 
regardless of any complementary foods, are less likely to develop 
antibodies to blood-stage P. vivax antigens (Table  1), a proxy of 
infection. Similarly, current total (partial or exclusive) breastfeed-
ing was associated with a significantly lower risk of P. falciparum 
infection in 6–15 months old HIV-exposed children in Uganda, but 
not necessarily at the age of 16–24 months.37 Total breastfeeding 
for ≥24 months was also associated with protection from severe 
falciparum malaria in a case-control study in Mali.38 We have no 
clear-cut explanation for the fact that, in our study, children breast-
fed for ≥12 months did not differ from other children according to 
the risk of having a vivax malaria episode during their first 2 years 
of life (Table 2). Given the infrequency of childhood malaria in our 
study population, larger studies are needed to examine the associa-
tion between breastfeeding and the risk of P. vivax infection and 
clinically apparent disease.

The present study has some limitations. First, only 34.9% of 
the original MINA cohort (n = 1246 participants) were eligible for 
the current analysis (Fig. 1) and children lost to follow-up differed 
from study participants in some of the key explanatory variables, 
such as socioeconomic status and place of residence. Second, to 
minimize the risk of false-positive diagnosis, we applied a strict 
definition of serologically proven P. vivax infection that is admit-
tedly poorly sensitive, as it requires the simultaneous antibody 
recognition of at least two unrelated blood-stage antigens. Accord-
ingly, only 8 (53.3%) of 15 children with clinical vivax malaria 
notified during the study period met our criteria of serologically 
proven infection. Antibody responses to PvAMA1, for example, 
were particularly infrequent in our study children, consistent with 
the notion that strong antibody responses to this recombinant anti-
gen may require repeated exposure to P. vivax blood stages.13,14 
We, therefore, have underestimated the burden of P. vivax infec-
tion. However, the association between prolonged breastfeeding 
and reduced risk of P. vivax infection remained highly significant 
when we repeated the multiple regression analysis using a less 
strict definition of past infection (Table 1, Supplemental Digital 
Content, http://links.lww.com/INF/E760). Third, vivax malaria epi-
sodes occurring in study children were retrospectively identified, 
with no blood samples available for further confirmatory diagnostic 
tests. Although we assume that nearly all clinical malaria episodes 
confirmed by microscopy and treated in our cohort participants 

were retrieved from the notification database,17 passive surveil-
lance overlooks children with transient or chronic submicroscopic 
(often asymptomatic) infections who do not seek malaria diag-
nosis. Despite these potential limitations, the present study pro-
vides new insights into the epidemiology of P. vivax infection and 
vivax malaria in young Amazonian children and its relationship 
with breast-feeding—a topic that merits further exploration in the 
regional context.

CONCLUSION
Early-life P. vivax infections are substantially underreported 

in the main malaria transmission hotspot of Amazonian Brazil, but 
are significantly associated with increased risk of anemia at the age 
of 2 years. Importantly, these infections appear to be partially pre-
vented by prolonged breastfeeding.
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