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RESUMO 
 
 

Os mecanismos envolvidos na gravidade da malária causada por P. vivax ainda não foram 
completamente esclarecidos. Neste estudo foi avaliada a influência das diferentes variantes da 
Proteína Circunsporozoíta (CSP) sobre os níveis de citocinas plasmáticas, da carga parasitária 
e das enzimas arginase, óxido nítrico sintase (NOS2) e superóxido dismutase (SOD), variáveis 
que influenciam diretamente o desfecho da infecção, utilizando indivíduos infectados com 
Plasmodium vivax provenientes de uma área da pré-Amazônia brasileira. Amostras de 25 
pacientes infectados exclusivamente por P. vivax e 9 controles saudáveis foram coletadas e 
processadas para obtenção do plasma, dos eritrócitos e das células mononucleares (PBMCs). A 
infecção aguda induziu aumentos nos níveis de IL-6 e IL-10 e redução nos níveis de TGF- em 
relação aos controles saudáveis. Apenas 8 pacientes tiveram concentrações detectáveis de IFN-
 e as citocinas IL-2, IL-4, TNF- e IL-17 apresentaram concentrações muito baixas ou 
indetectáveis em ambos os grupos. As atividades de arginase e SOD estavam igualmente 
aumentadas, ao passo que a atividade de NOS2, avaliada indiretamente pela produção de 
nitritos, estava inalterada em relação aos indivíduos saudáveis. Os polimorfismos da CSP 
influenciaram diretamente os resultados obtidos. Além de induzir as maiores cargas parasitárias 
em relação à VK210, a variante VK247 também apresentou as maiores concentrações de IL-6. 
Apesar de IL-6 e IL-10 terem apresentado níveis correlacionados no plasma, esta correlação só 
se manteve nos indivíduos infectados com VK210, variante que também induziu aumento na 
atividade de arginase. Os polimorfismos da CSP e a carga parasitária não apresentaram 
correlação com as atividades da SOD e da NOS2. Ratificando que a influência sistêmica do 
parasito foi determinante para os perfis observados, todos os parâmetros da resposta imune do 
hospedeiro que estavam alterados no plasma voltaram a patamares normais no sobrenadante de 
cultura de 48 h das PBMCs. Por fim, apesar de aumentada nos pacientes, a produção de IL-10 
não foi acompanhada pela produção de TGF-. Isto, associado aos níveis aumentados de 
arginase observados, indicam que a IL-10 pode estar sendo produzida por uma fonte alternativa 
na malária. Desta forma, propomos que macrófagos reguladores têm importante participação 
na fase aguda da malária vivax e que os polimorfismos da CSP afetam diretamente o controle 
da resposta inflamatória e, consequentemente, o desfecho da infecção. 
 
Palavras-chave: Proteína Circunsporozoíta; Citocinas; Arginase; Óxido Nítrico Sintase; 
Superóxido Dismutase. 

  



ABSTRACT 
 
 

Mechanisms involved in severe P. vivax malaria remain unclear. In this study, we investigated 
the influence of different Circumsporozoite Protein (CSP) variants on circulating plasma 
cytokines, parasite load and enzymes as arginase, nitric oxide synthase (NOS2) and superoxide 
dismutase (SOD), variables that determine the malária outcome, in individuals infected with 
Plasmodium vivax from a pre-Amazon area from Brazil. Samples of 25 patients infected 
exclusively with P. vivax and 9 healthy controls were collected and processed to obtain plasma, 
erythrocytes and mononuclear cells (PBMCs). Acute infection increases IL-6 and IL-10 and 
reduction TGF- compared to healthy controls. Only 8 patients had detectable concentrations 
of IFN-Ȗ and IL-2, IL-4, TNF-, and IL-17 cytokines showed very low or undetectable 
concentrations in both groups. The activities of arginase and SOD were similarly increased in 
patients, whereas NOS2 activity, assessed indirectly by nitrite production, was unchanged 
relative to healthy subjects. CSP polymorphisms showed influence on the results. In addition 
to inducing the highest parasite loads in relation to VK210, VK247 variant also had higher 
concentrations of IL-6. Although IL-6 and IL-10 has been correlated in plasma, this correlation 
was only maintained in individuals infected with VK210. VK210 has also been shown to be 
related to the arginase activity increase, which may be related to the IL-10 increase induced by 
this variant. Polymorphisms of CSP and parasite load did not influence SOD activity. The 
systemic influence of the parasite was determinant for the observed profiles since all parameters 
of the host immune response that were altered in plasma returned to normal levels in the 48 h 
PBMCs culture supernatant. Finally, although increased in the patients, the production of IL-
10 followed against TGF- levels. This, associated to the increased levels of arginase, indicate 
that IL-10 may be produced by an alternative source in malaria. Thus, we propose that 
regulatory macrophages have an important role in the acute phase of vivax malaria and that 
CSP polymorphisms directly affect the control of the inflamed response and, consequently, the 
infection outcome. 
 
Keywords: Circumsporozoite Protein; Plasmodium vivax; Cytokines; Arginase; Nitric Oxide 
Synthase; Superoxide Dismutase 
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1 Introdução 

 

Na última década, os avanços no controle da malária foram significativos, no entanto a 

doença permanece com uma elevada prevalência no mundo, infectando cerca de 212 milhões 

de pessoas distribuídas em 91 países presentes nas regiões tropicais e subtropicais e causando 

cerca de 429 mil de mortes por ano, vitimando uma criança a cada 2 minutos em algum lugar 

do planeta. Apesar destes números, é uma doença negligenciada e ainda existem muitas lacunas 

acerca de seu conhecimento, especialmente em aspectos genéticos. 

Desenvolvidas ao longo de milhares de anos, as variações genéticas entre humanos 

determinaram sua susceptibilidade ou resistência às infecções por Plasmodium sp, a exemplo 

do polimorfismo na região promotora do gene que codifica a IL-12p40, que foi associado com 

redução na produção de óxido nítrico e aumento da mortalidade em decorrência de malária 

cerebral em indivíduos portadores de P. falciparum (MORAHAN et al, 2002). Em outra 

evidência da influência genética individual no curso da malária, os Fulani, um povo distribuído 

em vários países do oeste da África, foram identificados como uma população que apresentava 

elevados títulos de anticorpos contra P. falciparum e eram clinicamente menos susceptível à 

malária. Esta propriedade foi associada com aumento na frequência do alelo IL4-524 T que 

codifica a IL-4 nesses indivíduos (LUONI et al, 2001). Alterações genéticas que culminam em 

hemoglobinopatias também conduzem à mecanismos de resistência inata contra Plasmodium 

(STEVENSON e RILEY, 2004). Porém, além das variações genéticas inerentes ao hospedeiro, 

é de suma importância identificar as variáveis parasitárias que podem afetar a resposta imune.  

A malária afeta gravemente os índices socioeconômicos das regiões atingidas (WHO, 

2016) e cada vez mais tem seu controle dificultado devido à resistência aos antimaláricos 

disponíveis (WHO, 2015). Neste panorama, pesquisas que esclareçam as lacunas no 

conhecimento acerca da doença são essenciais para o seu controle efetivo, entre elas, as que 

investigam a influência de fatores genéticos do parasito na resposta imune do hospedeiro 

(WEINBERG et al, 2008), que podem contribuir para o desenvolvimento de uma vacina efetiva. 

 Sendo assim, neste estudo avaliou-se a influência de polimorfismos em uma proteína 

altamente imunogênica de Plasmodium vivax, a Proteína Circunsporozoíta (CSP), sobre a carga 

parasitária e sobre aspectos da resposta imune do hospedeiro, tais como seu perfil de citocinas 

e de enzimas relacionadas à imunidade contra a malária.  

Nossos resultados foram apresentados na forma de 2 artigos. O primeiro encontra-se 

publicado no periódico PLOS Neglected Tropical Diseases (Qualis A1) e o segundo será 
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submetido ao periódico Malaria Journal (Qualis B1). Nesses artigos foi demonstrado que os 

polimorfismos na CSP de Plasmodium vivax têm um papel chave nos mecanismos de 

imunopatogenicidade da doença e que o aprofundamento dos estudos acerca deste e de outros 

polimorfismos em proteínas imunogênicas do parasito podem auxiliar na adoção de medidas 

futuras que permitam um controle mais efetivo da malária nas regiões atingidas. 
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2 Referencial Teórico 

 

2.1 Epidemiologia da malária 

Descrita primeiramente por Hipócrates (460-370 a.C.) que a classificou como uma 

doença sazonal, a malária está presente na história da humanidade há milhares de anos. Há 

relatos de prováveis episódios da doença que datam de mais de 3000 anos, em regiões como 

China, Índia e Grécia. O causador do paludismo, como também é conhecida a doença, só foi 

descrito no final do século XIX pelo francês Charles Louis Alphonse Laveran que encontrou 

parasitos no sangue de pacientes que possuíam a chamada febre palustre, o que lhe rendeu o 

prêmio Nobel de 1907 (LAMBERT, 2003; SCHUMANN, 2007).  

 Quatro espécies do gênero Plasmodium têm sido referenciadas como causadoras da 

malária em humanos: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae e 

Plasmodium ovale. Porém, atualmente admite-se a ocorrência de uma quinta espécie, antes 

descrita apenas na malária em macacos: Plasmodium knowlesi (BAIRD e HOFFMAN, 2004; 

COX-SINGH et al, 2008). 

Trata-se de uma doença atrelada a um elevado impacto socioeconômico, deixando 

marcas irrefutáveis ao longo da história. Uma das mais recentes, em 1906, deu-se durante a 

construção do canal do Panamá, cuja finalização ficou condicionada ao controle da doença na 

região, uma vez que dos 26.000 trabalhadores do canal, cerca de 21.000 foram hospitalizados 

alguma vez em decorrência da doença (CDC, 2010). Atualmente, a malária é a quarta maior 

causa de morte na África Subsaariana, principal foco das mortes em decorrência da infecção 

em todo o mundo (WHO, 2015). 

Os recursos financeiros sempre foram e continuarão a ser um dos pontos de sustentação 

de qualquer programa de controle de doenças. O principal fundo de financiamento da malária, 

o Fundo Internacional para Controle da Malária, foi de US$ 2.1 bilhões em 2013, US$ 1.9 

bilhões em 2014, aumentando para cerca de US$ 2.9 bilhões em 2015, porém mantendo-se em 

um patamar muito aquém dos US$ 5.1 bilhões anuais estipulados para alcançar as metas globais 

de controle da doença. Apesar disto, muitos avanços no combate à malária foram alcançados 

(WHO, 2014; WHO, 2015; WHO, 2016). 

A malária está entre as maiores causas de mortalidade em seres humanos, especialmente 

nas regiões tropicais (COBAN et al, 2005). Segundo a Organização Mundial da Saúde, em 

2015, ainda houve transmissão ativa da doença em cerca de 91 países presentes nas regiões 

tropicais e subtropicais, contra 108 países que tinham transmissão ativa da doença no ano 2000 
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(Figura 1) (WHO, 2016), com o agravante que cerca de ¾ dos países que fazem o uso de 

piretróides para controlar o vetor relataram ocorrência de resistência (WHO, 2015). 

 

Figura 1. Países endêmicos para malária nos anos 2000 e 2016.  
Fonte: WHO, 2016 

Além disso, o número de casos de malária reduziu-se em cerca de 41% nos últimos 

quinze anos, com 212 milhões de casos reportados em 2015 (WHO, 2016). O número de óbitos, 

cuja maior concentração é na África (92%), também sofreu uma queda substancial, reduzindo-

se de 985 mil em 2000 para cerca de 429 mil em 2015, dos quais cerca de 91% causadas por 

Plasmodium falciparum, tendo como principais vítimas (71%) as crianças abaixo de 5 anos.  

Na região das Américas, foram registrados cerca de 800 mil casos de malária em 2015, 

o que representa uma redução de 31% em relação ao ano 2000. Plasmodium vivax continua 

sendo a espécie responsável pela maior parte dos registros nesta região (WHO, 2016) e, em 

todo o mundo, foi responsável por cerca de 3100 mortes neste último ano. Apesar de ainda se 

manterem elevados, estes dados mostram avanços no combate à doença (WHO, 2016). 

2.2 Malária no Brasil e no Maranhão  

No início do século XX a malária era o maior problema de saúde pública do Brasil, 

estando presente em 85% do território nacional. Este quadro começou a mudar quando a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) propôs a erradicação da doença, levando o governo 

brasileiro a criar em 1965 a Campanha de Erradicação da Malária (CEM), que praticamente 

eliminou a doença nas regiões Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul do país, reduzindo o 

número de casos de cerca de 6 milhões anuais na década de 1940 para menos de 53 mil em 
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1970 e deixando-a praticamente restrita à região da Amazônia Legal (LOIOLA et al, 2002; 

SILVA et al, 2009) (Figura 2). 

 

Atualmente, no Brasil, das 5 espécies de parasitos causadores da malária humana, 

somente P. falciparum, P. vivax e P. malariae são encontrados, com cerca de 99,7 % dos casos 

ocorrendo nos nove Estados da Amazônia Legal, distribuídos em localidades de baixo, médio 

e alto risco de transmissão (Figura 2), sendo P. vivax responsável por 84% das notificações e 

P. falciparum por aproximadamente 16% (BRASIL, 2015). Nesta região, as condições 

ambientais, com elevadas temperatura e umidade e coleções hídricas abundantes, propiciam o 

desenvolvimento do mosquito vetor, representado majoritariamente no país por três espécies: 

Anopheles darlingi, Anopheles aquasalis e Anopheles albitarsis (WHO, 2014).  

Figura 2.  Distribuição e risco de transmissão 
da malária no Brasil em 2014. 

Fonte: Sinan/SVS/MS e Sivep-Malária/SVS/MS 

Figura 3. Número de casos de malária notificados no Brasil e diferença 
percentual entre 2014, 2015 e 2016. 

Fonte: Sinan/SVS/MS e Sivep-Malária/SVS/MS 
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Em 2016, segundo dados do Ministério da Saúde, foram notificados mais de 128 mil 

casos da doença no país. Este número é 10% inferior ao de 2015 e cerca de 11% inferior ao 

registrado em 2014 (Figura 3), sendo considerado o melhor resultado obtido no controle da 

infecção nos últimos 35 anos (BRASIL, 2016). Entre os estados da federação, o Amazonas e o 

Acre lideram as estatísticas do número de casos (Figura 4). 

No caso particular do Maranhão, um dos piores anos malarígenos de sua história foi 

1987, quando 54% dos casos da doença eram por P. falciparum. Logo depois, outro período 

marcante na história da saúde pública do Estado foi o biênio 1999-2000, quando se chegou a 

um Índice Parasitário Anual (IPA) geral de 13.9, com pico de 43.6 no norte do Estado (SILVA 

et al, 2009).  

Então, na perspectiva do PIACM (Plano de Intensificação das Ações de Controle da 

Malária) e do PNCM (Programa Nacional de Controle da Malária), o Maranhão desenvolveu 

suas estratégias de controle, que acabaram por reduzir seu IPA para 1.1 no ano de 2007, com 

cerca de 6520 casos registrados (SILVA et al, 2009). Atualmente, no Estado, todas as áreas 

com transmissão ativa são consideradas de baixo risco (Figura 2), tendo sido registrados 760 

casos da doença em 2016, correspondendo a aproximadamente 1% do total de ocorrências da 

Amazônia Legal (BRASIL,2016) (Figura 4). 

 

Figura 4. Casos de malária notificados por Estado e percentual de participação 
no total de casos notificados na Região Amazônica nos anos 2015 e 2016. 

Fonte: Sinan/SVS/MS e Sivep-Malária/SVS/MS 

2.3 Ciclo de vida 

A malária é uma doença infecciosa causada por um protozoário taxonomicamente 

pertencente ao filo Apicomplexa, subordem Haemosporina, família Plasmodiidae e ao gênero 

Plasmodium, que contém mais de 172 espécies. 
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Conforme descrito pelo inglês Ronald Ross, entre 1897 e 1898, o protozoário possui ciclo 

de vida heteroxeno (CDC, 2010) que se inicia pela picada das fêmeas de mais de 30 espécies 

de mosquitos do gênero Anopheles, que inoculam esporozoítos na pele humana durante o 

repasto sanguíneo (KISZEWSKI et al, 2004). Dentro de 15 minutos a algumas poucas horas, 

estas formas atingem a corrente sanguínea e chegam ao fígado, onde parasitam os hepatócitos, 

dando início ao ciclo exoeritrocítico da malária (YAMAUCHI et al, 2007) (Figura 5A).  

Os esporozoítos de P. vivax e P. ovale podem evoluir para uma fase latente denominada 

hipnozoíto, responsáveis pelas recidivas que ocorrem semanas, meses ou anos depois (BAIRD 

e HOFFMAN, 2004; CHEN et al, 2007). 

 Os esporozoítos que não entram em latência originam os trofozoítos teciduais, que 

sofrem divisões mitóticas (esquizogonia) e dão origem aos esquizontes, que logo rompem-se e 

liberam merozoítos na corrente sanguínea (Figura 5A). Este ciclo tissular dura cerca de uma 

semana para P. vivax e P. falciparum e duas semanas para P. malariae. Quando os merozoítos 

rompem os hepatócitos e são liberados na corrente sanguínea, inicia-se o ciclo eritrocítico, a 

fase sintomática da doença (HAFALLA et al, 2011) (Figuras 5B). 

Os merozoítos possuem tropismo pelas hemácias e sua penetração nestas células 

depende de interações específicas. No caso de P. vivax, a penetração nos eritrócitos é 

dependente da interação entre a proteína ligante de Duffy (Duffy Binding Protein-DBP), 

presente no parasito, e o antígeno Duffy, nos eritrócitos (RYAN et al, 2006; CAVASINI et al, 

2007; MCHENRY et al, 2010). 

Os protozoários da espécie P. vivax parasitam preferencialmente, se não 

exclusivamente, os reticulócitos (SUWANARUSK et al, 2004; STURM et al, 2006) e como 

estes perfazem cerca de 1 a 2 % do total de glóbulos vermelhos, esta predileção é também 

responsável pelas baixas parasitemias observadas nas infecções por esta espécie (MUELLER 

et al, 2009). 

No interior das hemácias, os merozoítos diferenciam-se em trofozoítos jovens, que 

amadurecem e, por esquizogonia, originam os esquizontes sanguíneos, que rompem-se 

liberando de 16 a 32 novos merozoítos na circulação (HAFALLA et al, 2011) (Figura 5B).  

O ciclo sanguíneo se repete sucessivas vezes, a cada 48 horas nas infecções por P. vivax, 

P. falciparum e P. ovale ou a cada 72 horas nas infecções por P. malariae (GREENWOOD et 

al, 2005). Alguns merozoítos resultantes da esquizogonia sanguínea se diferenciam em 

gametócitos, formas sexuadas responsáveis pela infecção do vetor e início da fase sexuada 

(Figuras 5B). 
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O ciclo sexuado foi descrito primeiramente por Grassi, Bastianelli e Bignami entre 1898 

e 1899 (CDC, 2010) e inicia-se quando, no interior do mosquito, os microgametas fecudam os 

macrogametas, formando o ovo ou zigoto, que se torna móvel (oocineto) e, utilizando 

movimentos ameboides, atravessa o epitélio do intestino médio do mosquito e encista-se 

(oocisto). No interior do oocisto os parasitos multiplicam-se por esporogonia e originam os 

esporozoítos. A ruptura do oocisto libera as formas infectantes do parasito que se dirigem para 

as glândulas salivares do vetor e, por ocasião do repasto da fêmea do mosquito anofelino, 

poderão ser inoculados em novo hospedeiro humano (MUELLER et al, 2009) (Figura 5C). 

2.4 Aspectos clínicos 

A fase hepática do ciclo de vida de Plasmodium é clinicamente silenciosa, sendo a fase 

intraeritrocítica, durante o período de esquizogonia sanguínea, a responsável pelo aparecimento 

dos sintomas (YAMAUCHI et al, 2007; GOLDBERG e COWMAN, 2010). O quadro agudo 

da malária, que dura cerca de 6 a 12 horas, é caracterizado por febre, calafrios, sudorese, astenia 

e cefaleia e pode variar de um indivíduo para outro na dependência de alguns fatores, tais como: 

 

A 

 

B 

 

C 

Figura 5. Ciclo de vida de Plasmodium sp.  
Fonte: adaptado de MUELLER et al, (2009) 
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espécie do plasmódio, imunidade do hospedeiro, tempo de doença e carga parasitária. A febre 

geralmente é superior a 40ºC e no início ocorre em intervalos regulares, determinados pelo 

período entre um ciclo esquizogônico e outro, sendo a cada 48 horas para P. vivax, P. 

falciparum e P. ovale e a cada 72 horas para P. malariae (HALDAR e MOHANDAS, 2009; 

BRASIL, 2010; MEDINA et al, 2011). 

Durante muito tempo, a infecção causada por P. vivax foi associada apenas a este quadro 

agudo característico e considerada clinicamente branda, em parte, porque os estudos iniciais 

foram realizados em regiões de clima temperado, onde o curso clínico da doença é menos 

agressivo quando comparado ao promovido por cepas tropicais (SONG et al, 2006; MUELLER 

et al, 2009). Porém, atualmente, a espécie tem sido associada a casos graves, antes atribuídos 

apenas à P. falciparum. Nos últimos anos, os dados clínicos e epidemiológicos da infecção por 

P. vivax têm atraído a atenção dos órgãos de saúde de diversos países (PRICE et al, 2009; 

BASSAT et al, 2011; LACERDA et al, 2012). 

A malária grave é caracterizada, entre outras coisas, por acidose lática, malária cerebral, 

disfunção hepática com icterícia acentuada, lesão pulmonar aguda, edema pulmonar, síndrome 

da angústia respiratória aguda, choque, insuficiência renal, ruptura do baço, trombocitopenia, 

hemorragia e anemia intensa (BAIRD, 2007; LAMIKANRA et al, 2007; HALDAR et al, 2009). 

Achados em países como Índia (KOCHAR et al, 2005; KOCHAR et al 2009), Papua Nova 

Guiné (GENTON et al, 2008), Indonésia (TJITRA et al, 2008; POESPOPRODJO et al, 2009) 

e Brasil (ALEXANDRE et al, 2010) têm mostrado a ocorrência de casos graves ocasionados 

por P. vivax. Inicialmente este quadro era atribuído a erro diagnóstico ou a ocorrência de 

comorbidades. Visando eliminar estas incertezas, Kochar et al. (2009) e Alexandre et al. (2010) 

excluíram em seus pacientes a possibilidade de infecção mista com P. falciparum e a ocorrência 

simultânea de doenças com aspecto clínico semelhante à malária, tais como dengue, hepatite 

viral, leptospirose e infecção bacteriana, demonstrando que aquele quadro era decorrente 

exclusivamente da malária vivax.  

Diante disto, estudos têm sido conduzidos no intuito de explicar este novo fato 

relacionado à doença. Entre estes, estão pesquisas envolvendo mecanismos de citoadesão, 

roseteamento e variações genéticas em proteínas imunogênicas de P. vivax, que, entre outras 

coisas, podem ajudar desenvolver novas ferramentas de combate à malária (MARÍN-

MENENDEZ A et al, 2013), a exemplo de vacinas, e a elucidar os mecanismos envolvidos na 

resistência a drogas (SOUZA-NEIRAS et al, 2007) e nas recidivas, comuns em infecções por 

P. vivax (CRAIG e KAIN, 1996). 
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2.5 Proteína Circunsporozoíta (CSP): um potencial alvo imunogênico 

As ferramentas moleculares têm sido valiosas aliadas nas pesquisas que envolvem genes 

codificantes de estruturas antigênicas dos plasmódios e têm reavivado as esperanças de 

encontrar respostas aos questionamentos ainda vagos a respeito das espécies, como por 

exemplo, as características intrínsecas dos hipnozoítos que os fazem interromper seu 

desenvolvimento e causar as recidivas de infecções por P. vivax , além de ajudar a predizer a 

eficiência de estratégias de intervenção no controle da doença (ESCALANTE et al, 2002; 

MUELLER et al, 2009). 

Entre os principais alvos destes estudos está a Proteína Circunsporozoíta (CSP) de P. 

vivax. Trata-se de uma proteína diretamente envolvida no processo de invasão dos hepatócitos 

pelos esporozoítos (ARÉVALO-HERRERA et al, 2011), com cerca de 58 kDa e altamente 

imunogênica em humanos. Esta proteína tem sido um dos principais alvos utilizados em 

pesquisas envolvendo a produção de vacinas (ESCALANTE et al, 2002; HERRERA et al, 

2005; YADAVA et al, 2007; AGNANDJI et al, 2011).  

A Proteína Circunsporozoíta exibe duas regiões terminais altamente conservadas (N e 

C-terminal) e uma região central variável composta por dois tipos de nonapeptídeos que se 

repetem em tandem, GDRA(A/D)GQPA e ANGA(G/D)(N/D)QPG, característicos das 

variantes moleculares intituladas VK210 e VK247, respectivamente (ARNOT et al, 1985; 

ROSENBERG et al, 1989). Além destas duas variantes, existe uma terceira descrita por Qari et 

al. (1993) chamada de P. vivax-like, cuja CSP possui a sequência repetitiva 

APGANQ(E/G)GGAA.  

No aspecto imunológico, segundo Souza-Neiras et al. (2010), a produção de anticorpos 

às variantes é restrita à região central da CSP (que as diferencia) e, na presença de VK210, 

ocorre uma menor resposta de anticorpos à VK247. Além disso, também mostraram que a 

resposta as estas variantes torna-se menor na presença de P.vivax-like. Arévalo-Herrera et al. 

(2011) relataram que as regiões terminais da proteína também são capazes de ativar a resposta 

imune, em especial a região N-terminal, contra a qual foram detectados anticorpos IgG1 e IgG3, 

sugerindo que esta região da proteína possui epítopos alvo de células Th1. 

As variantes podem exibir diferentes características tanto em relação à resposta a drogas 

quanto à intensidade dos sintomas (KAIN et al,1993; MACHADO e PÓVOA, 2000). Porém, 

dados que mostrem possíveis diferenças quanto a virulência ainda são escassos. Devido a estas 

diferenças entre elas, o diagnóstico molecular adquire importância nas políticas de controle e 

estudo da malária causada por P. vivax. Várias técnicas já foram padronizadas com este fim, 
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entre elas, o sequenciamento do gene da CSP (KHO et al, 1999) e a GFM/PCR/ELISA, uma 

técnica que utiliza Membrana de Fibra de Vidro na preparação das amostras para PCR/ELISA 

(MACHADO e PÓVOA, 2000). Porém, foi a PCR/RFLP (Reação em Cadeia da Polimerase 

por Análise de Polimorfismos de Comprimento dos Fragmentos de Restrição) que apresentou 

os melhores resultados, tanto em relação aos custos quanto ao tempo de execução (ALVES et 

al, 2007). 

A eficácia da imunidade protetora do hospedeiro contra a CSP pode ser diretamente 

influenciada pelos polimorfismos inerentes a esta proteína, os quais podem apresentar-se em 

maior ou menor grau, dependendo da região. Diferentes graus de polimorfismos para uma 

mesma variante já foram encontrados entre cepas de clima tropical e temperado no Irã 

(ZAKERI et al, 2006). Isto é mais um fator complicador no que diz respeito ao desenvolvimento 

de vacinas baseadas nesta proteína (ESCALANTE et al, 2002).  

Apesar de todas as medidas profiláticas usualmente recomendadas, considera-se o 

desenvolvimento de uma vacina como a medida mais eficaz e segura para o controle da doença 

e consequente redução de seus impactos socioeconômicos. Existem várias vacinas em 

desenvolvimento concomitantemente. Destas, apenas duas contra P. vivax encontram-se em 

fase clínica, em oposição às mais de 23 (de um total de 70) em desenvolvimento contra P. 

falciparum, demonstrando ainda certa negligência em relação a infecção causada pela espécie 

equivocadamente considerada de curso clínico brando. Das vacinas em estudo, a que está em 

estágio mais avançado é a RTS,S/AS01 contra P. falciparum, que encontra-se em ensaios de 

fase III e cujo desenvolvimento está sendo conduzido em países africanos, tendo alcançado até 

o momento uma redução de 39% na incidência clínica da doença e de 31.5% no número de 

casos de malária grave entre crianças de 5-17 meses que tomaram as 4 doses (MALKIN et al, 

2006; MUELLER et al, 2009; AGNANDJI et al, 2011; AGNANDJI et al, 2015; WHO, 2016). 

O conhecimento dos polimorfismos presentes nas espécies, além de ser importante nos 

estudos envolvendo a produção de vacinas, também é fundamental para a elaboração das 

políticas de controle da doença. Neste aspecto, a pesquisa combinada de mais de um sítio 

polimórfico, a exemplo da análise combinada de polimorfismos na CSP e na Proteína de 

Superfície do Merozoíto (MSP-1), pode ser de grande utilidade, pois permite um melhor 

entendimento da diversidade genética da espécie (LECLERC et al, 2004; CHENET et al, 2008). 

 Entender como se comporta a resposta imune do hospedeiro frente a tamanha 

diversidade genética em proteínas imunogênicas do parasito parece ser um passo essencial para 

evoluirmos no controle da malária.  
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2.6 Aspectos imunológicos 

A constante exposição do hospedeiro ao parasito é capaz de desenvolver uma espécie 

de proteção em caso de novos episódios de malária, mas isso ocorre de forma diferenciada de 

acordo com a espécie, visto que P. vivax, devido às suas características biológicas intrínsecas, 

a exemplo de seu mecanismo de invasão dos eritrócitos e da variabilidade em seus antígenos 

de superfície, parece induzir o desenvolvimento de imunidade mais cedo que P. falciparum 

(MICHON et al, 2007). Além disso, esta proteção demora anos para se desenvolver e se dá 

apenas contra a forma clínica da doença, não sendo, portanto, uma proteção estéril 

(ROESTENBERG et al, 2009; HAFALLA et al, 2011). O desenvolvimento deste referido 

estado de premunição fica evidenciado pelo fato de que a incidência de malária por P. vivax 

reduz-se significativamente com o aumento da idade, atingindo seu pico aos 2 anos e reduzindo-

se significativamente após os 5 anos nas áreas endêmicas (MICHON et al, 2007). A resposta 

imune do hospedeiro que culmina com este estado protetor tem características peculiares a cada 

fase da infecção. Por isso os mecanismos envolvidos nesta premunição ainda carecem de 

maiores esclarecimentos.  

2.6.1 Estágio pré-eritrocítico e a imunidade protetora 

Em todos os estágios de seu ciclo, Plasmodium enfrenta uma série de mecanismos de 

defesa do hospedeiro e a instalação da infecção depende de sua capacidade para superá-los. Isto 

inicia-se já no momento de sua inoculação na pele. Em modelo experimental com malária 

murina foi demonstrado que uma pequena parte dos esporozoítos (20 %) inoculados na pele 

alcançam o sistema linfático e chegam ao linfonodo drenante (YAMAUCHI et al, 2007). Nos 

linfonodos, os esporozoítos são degradados e apresentados aos linfócitos T por células 

dendríticas (AMINO et al, 2008) (Figura 6). 

Em contrapartida, esporozoítos que não foram drenados não podem permanecer muito 

tempo na derme, pois a saliva do mosquito induz a degranulação de mastócitos e a infiltração 

de neutrófilos no sítio de inoculação, fato que poderá culminar na destruição dos parasitos 

(DEMEURE et al, 2005).  

Para escapar desta resposta inicial, os esporozoítos se deslocam ativamente através das 

células do hospedeiro, rompendo suas membranas até atingir os vasos sanguíneos e, desta 

forma, penetram no parênquima hepático, onde estão suas células-alvo: os hepatócitos (AMINO 

et al, 2008; TORGLER et al, 2008). 
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Esta migração do parasito provoca o rompimento da membrana das células do 

hospedeiro e culmina com a liberação de material citosólico altamente imunogênico que pode 

causar respostas inflamatórias (TORGLER et al, 2008).  

No fígado, estudos com murinos mostram que as células T CD8+ têm papel fundamental 

no desenvolvimento de imunidade protetora (HAFALLA et al, 2011). Estas células são ativadas 

em presença de antígenos apresentados pelos hepatócitos que, no fígado, também 

desempenham papel de células apresentadoras de antígenos (APC) (CHAKRAVARTY et al, 

2008). Porém, associado a isto, também é indispensável a participação de APCs profissionais, 

tais como as células dendríticas, que, apesar de atuarem pré-estimulando células T no próprio 

fígado, desenvolvem a maior parte deste papel no linfonodo drenante (JUNG et al, 2002; 

CHAKRAVARTY et al, 2007) (Figuras 6 e 7). Porém, os mecanismos pelos quais as células T 

CD8+ desempenham seu papel efetor na malária ainda carecem de maiores esclarecimentos. 

Sabe-se que uma via efetora de grande relevância destas células se dá pela liberação de 

interferon gama (IFN-). Esta citocina induz a produção de IL-12, que, por sua vez, estimula 

células natural killer (NK) a produzirem ainda mais IFN-Ȗ. Esta citocina ativa a enzima óxido 

nítrico sintase induzida (NOS2), culminando com o aumento da produção de óxido nítrico 

(NO), molécula importante nos processos de reparação tecidual e controle de infecções 

(TORGLER et al, 2008; HAFALLA et al, 2011). 

A produção de NO também pode ocorrer de modo independente de linfócitos T, via 

Toll/MyD88. Os receptores tipo Toll estão presentes nos hepatócitos, nos macrófagos e células 

dendríticas. No interior dos hepatócitos, a interação entre antígenos parasitários e estes 

receptores culmina com a ativação do fator de transcrição NF-B, principal regulador da 

resposta inflamatória no hospedeiro, que também induz a NOS2 e culmina com aumento na 

produção de NO (TORGLER et al, 2008) (Figura 7). 

Entre os antígenos-alvo das células T CD8+ nos esporozoítos merece destaque a Proteína 

Circunsporozoíta. Pesquisas com murinos têm demonstrado grande participação de células T 

CD8+ específicas para epítopos desta proteína no desenvolvimento de imunidade protetora nos 

indivíduos (FREVERT et al, 2009).  
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Figura 6. Interação parasito-hospedeiro na pele.  
Spz: esporozoítos; EEF: formas exoeritrocíticas 

Fonte: adaptado de HAFALLA et al, (2011) 
 

A resistência à infecção em humanos também tem sido associada aos linfócitos T CD4+ 

produtores de IFN- e específicos para CSP, porém estas células parecem não ter um papel tão 

relevante quanto os linfócitos T CD8+ na proteção conferida aos pacientes nesta fase da doença 

(SEGUIN  et al, 1994; PLEBANSKI et al, 2005). 

No aspecto humoral, o principal alvo de anticorpos neutralizantes nesta fase é a região 

central da CSP. Entre as funções efetoras desenvolvidas pelos anticorpos está a inibição da 

invasão dos hepatócitos pelos esporozoítos (CROMPTON et al, 2010; HAFALLA et al, 2011). 

Apesar dos grandes avanços obtidos nas últimas décadas, ainda permanecem muitas 

dúvidas quanto aos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da imunidade protetora contra 

os estágios pré-eritrocíticos da malária. Desta forma, tem-se buscado a identificação de novos 

epítopos imunogênicos nas formas infectantes. 
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Figura 7. Interação parasito-hospedeiro no fígado 
Spz: esporozoítos; LSEC: células endoteliais do sinusóide hepático; KC: células de 

Kupffer; TLRs: receptores Toll; EEF: formas exo-eritrocíticas  
Fonte: adaptado de HAFALLA et al, (2011) 

 

2.6.2 Imunidade no estágio eritrocítico 

A hemoglobina presente nos eritrócitos é essencial para a sobrevivência de Plasmodium, 

sendo necessária para sua nutrição na fase sanguínea da doença. Devido a esta dependência 

fisiológica do parasito em relação à hemoglobina, indivíduos portadores de hemoglobinopatias 

possuem resistência inata contra as formas graves da malária. Esta resistência natural é comum 

em portadores de traço falciforme (AIDOO et al, 2002; WILLIAMS et al, 2005) e deficiência 

de glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) (MAIGA et al, 2014). Porém, em indivíduos sem 

estas barreiras naturais, a infecção segue outro curso. 

A ruptura dos esquizontes e a subsequente liberação dos merozoítos dá início aos 

tradicionais sintomas da infecção, que se desenvolvem em consequência de uma resposta 

inflamatória de citocinas derivadas, inicialmente, de células do sistema imune inato (MILLER 

et al, 2002).  

A exacerbação ou o abrandamento da doença depende de um balanço delicado na 

produção destas citocinas (JAIN et al, 2009; GONÇALVES et al, 2010). Porém, são muito 
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comuns relatos de indivíduos, especialmente adultos e crianças acima de 8 anos, vivendo em 

áreas endêmicas e clinicamente silenciosos, mesmo com formas parasitárias no sangue 

periférico. Este fato tem levado a indagações acerca dos mecanismos imunológicos envolvidos 

nesta etapa do ciclo do parasito (CROMPTON et al, 2010). 

A forma parasitária alvo da resposta imune nesta fase da doença é o merozoíto. A MSP-

1, uma proteína de superfície do merozoíto envolvida na penetração das hemácias é o principal 

antígeno parasitário presente nesta fase da infecção (TRIPATHI et al, 2011). Esta proteína 

também se mostrou candidata ao desenvolvimento de vacinas, a exemplo do que já ocorre com 

a CSP (RICHARDS e BEESON, 2009; HAFALLA et al, 2011). 

Estudo in vitro utilizando células mononucleares (PBMCs) em co-cultura com P. 

falciparum demonstrou que as células NK têm um importante papel para desencadear a 

imunidade protetora durante a fase sanguínea da malária, uma vez que foram as primeiras a 

produzirem IFN-Ȗ de forma altamente dependente de IL-12 oriunda das células dendríticas 

(Figura 8A). A produção de IFN-Ȗ pelas células NK, além de ativar os macrófagos aumentando 
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Figura 8. Imunidade inata e adaptativa na fase sanguínea da malária. 
TLRs: receptores tipo “Toll”; NK cell: células Natural Killer; TH1 cell: célula “T helper” 1; 

NO: óxido nítrico; TCR: receptor de célula T. 
Fonte: adaptado de Stevenson e Riley (2004) 
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sua capacidade fagocítica e induzindo a produção de reativos intermediários do oxigênio e 

nitrogênio (Figura 8B) (STEVENSON e RILEY, 2004), também promove a diferenciação de 

células T naive em linfócitos Th1 (Figura 8C), que pela produção de IL-2 ampliam a ativação 

das células NK e consequentemente a ativação de macrófagos e células dendríticas 

(STEVENSON e RILEY, 2004). A ativação de macrófagos, por sua vez, também induz a 

produção de TNF-α e a secreção autócrina desta citocina amplifica ainda mais a resposta imune 

adaptativa, numa espécie de mecanismo autoestimulante (ARTAVANIS-TSAKONAS e 

RILEY, 2002).  

Os linfócitos Th1 ativados também têm a propriedade de secretar IFN-Ȗ, porém, neste 

mesmo estudo in vitro com P. falciparum foi demonstrado que a produção desta citocina por 

linfócitos T Ȗδ só ocorre após 48-72 h e por linfócitos T αȕ após 4 a 6 dias, evidenciando a 

importância das células NK no combate à infecção em seus momentos iniciais (ARTAVANIS-

TSAKONAS e RILEY, 2002).  

A participação destes tipos celulares vai além da fase aguda da doença na qual 

promovem a resposta mediada por células. Em modelo de malária murina com Plasmodium 

chabaudi AS foi evidenciado que linfócitos Th1 são mediadores essenciais para a formação de 

anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3 (Figura 8D) (SU e STEVENSON, 2002), considerados de 

grande importância na imunidade protetora e que foram relacionados à redução de morbidade 

em indivíduos com mais idade, e, portanto, mais tempo de exposição. Porém, ratificando a 

importância da resposta humoral apenas em longo prazo, estes anticorpos se formam tardia e 

lentamente (OEUVRAY et al, 2000). Sendo assim, a resposta imune de fase aguda é 

independente da participação dos linfócitos B e da resposta humoral, conforme foi demonstrado 

em estudos com modelo murino de infecção com Plasmodium chabaudi chabaudi AS 

(STEVENSON e RILEY, 2004), pois, durante o tempo necessário para ocorrer sua produção, 

os sintomas já se iniciaram. Além disso, os títulos destes anticorpos caem rapidamente, pois 

são produzidos por plasmócitos de vida curta (CROMPTON et al, 2010). 

A resposta humoral parece ter grande importância apenas em indivíduos que 

permanecem durante anos em áreas endêmicas sob constante exposição aos parasitos, pois 

verificou-se que altos níveis de anticorpos gerados contra um grande número de epítopos 

parasitários são necessários para se obter imunidade clínica, o que demanda tempo e torna lenta 

este tipo de resposta contra a doença (HAFALLA et al, 2011). 

Em contrapartida, a reposta inflamatória que se desenvolve na fase aguda e que foi 

descrita anteriormente é essencial para o controle da parasitemia. De forma semelhante ao 
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observado para as demais citocinas inflamatórias, a IL-6 parece ser importante para o controle 

da doença visto que concentrações reduzidas desta citocina têm correlação com elevadas cargas 

parasitárias (LYKE et al, 2004). Porém, estas citocinas mostram papéis diversificados na 

infecção, pois, ao mesmo tempo que contribuem para controlá-la, também medeiam alterações 

patológicas que culminam com o desenvolvimento dos sintomas (ANSTEY et al, 2009). O 

próprio IFN-Ȗ, apesar de estar relacionado ao controle da infecção nos estágios iniciais, também 

pode desencadear a superprodução de citocinas pró-inflamatórias, resultando no agravamento 

do quadro clínico (ARTAVANIS-TSAKONAS e RILEY, 2002). 

Entre os principais sintomas desencadeados pelas citocinas inflamatórias está a febre. 

Seu início ocorre após a ativação de células dendríticas e macrófagos por mecanismo 

dependente de TLR9 (Toll-like receptor 9), um receptor intracelular que reconhece o DNA 

plasmodial que reveste a hemozoína liberada durante o rompimento das hemácias 

(PARROCHE et al, 2004).  Este reconhecimento via TLR9 desencadeia a translocação de NF-

B no núcleo e conduz à secreção de citocinas inflamatórias, que induzem a cicloxigenase 2 

(COX-2), regulando positivamente a produção de prostaglandinas e culminando com o 

aparecimento de febre (Figura 9) (BALL et al, 2004; SCHUMANN, 2007). 

 

Figura 9. Ativação da resposta imune pela hemozoína 
TLR-9: Receptor Toll-9; COX-2: cicloxigenase 2 

Fonte: adaptado de SCHUMANN, 2007 
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Estes mecanismos da imunidade inata controlam satisfatoriamente a parasitemia, mas, 

gradualmente, mecanismos da imunidade adquirida são requeridos para o controle efetivo da 

infecção, de forma a evitar danos colaterais ao hospedeiro (STEVENSON e RILEY, 2004). 

Logo, é de suma importância regular a resposta inata inflamatória desencadeada durante 

a infecção. Tanto na malária murina quanto na humana, este papel imunorregulador é exercido 

principalmente pelas citocinas TGF-ȕ e IL-10. Estas duas citocinas, atuando de forma isolada 

ou em conjunto, diminuem a proliferação e função linfocitária e controlam a superprodução de 

IFN- e TNF-α (STEVENSON e RILEY, 2004). Desta forma, atuam com um efeito 

imunorregulador negativo sobre a imunidade mediada por células na malária, controlando os 

mecanismos de defesa do próprio indivíduo que sejam potencialmente detrimentais, desde que 

a parasitemia esteja sob controle (LEORATTI 2008; JANGPATARAPONGSA et al, 2008; 

HAFALLA et al, 2011). 

Desta forma, a IL-10 e o TGF- são essenciais para a manutenção da homeostasia da 

relação parasito- hospedeiro (HAFALLA et al, 2011) e isto tem incitado a investigação da 

possível fonte destas citocinas, especialmente IL-10, nas infecções por Plasmodium e os 

resultados têm sido conflitantes. 

 Entre as células identificadas como sua possível fonte em modelos com malária murina 

estão células Th1 efetoras (CD4+IFN-+CD44HIGHICOSHIGH127LOW) (ROSARIO et al, 2012) e 

células T regulatórias tipo 1 (Tr1) adaptativas (CD4+CD25-Foxp3-CD127-) (COUPER et al, 

2008), ao passo que em pacientes infectados com P. vivax já demonstrou-se aumento na 

quantidade de células T CD4+CD25+Foxp3+, sugerindo ser esta célula Treg clássica a principal 

fonte de IL-10 no curso das infecções em humanos (BUENO et al, 2010). Neste último caso, a 

infecção também cursou com aumento de TGF-

A produção de IL-10 por linfócitos depende do estímulo de TGF-WALTHERet al, 

2005; NIIKURA et al, 2011). Resultados recentes (HAN et al, 2010; RIBEIRO et al, 2016) têm 

demonstrado infecções agudas por P. vivax apresentando IL-10 aumentada, porém com TGF- 

reduzido, indicando que aquela citocina pode estar sendo produzida por uma fonte alternativa. 

Portanto, somente o paradigma Th1/Th2/Treg parece não ser suficiente para explicar o perfil 

de citocinas durante a infecção por P. vivax, tornando necessária uma investigação mais 

aprofundada da participação de outros tipos celulares no curso da infecção. 

Neste contexto merecem atenção especial os macrófagos. Sua ativação é um processo 

presente em várias doenças, incluindo desordens metabólicas, doenças alérgicas e autoimunes, 

câncer, infecções virais e bacterianas, além de doenças parasitárias (MURRAY et al, 2014). Na 
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malária, a habilidade destas células mononucleares para fagocitar eritrócitos infectados mesmo 

na ausência de anticorpos citofílicos ou opsonizantes constitui-se em um dos principais 

mecanismos de reposta imune do hospedeiro nas fases iniciais da infecção (SERGUIDES et al, 

2003).  

Os macrófagos são reconhecidos como células heterogêneas, capazes de apresentar 

respostas funcionais polarizadas em relação a um estímulo ambiental. Esta capacidade de 

polarização os levou a serem classificados em M1-clássico (resposta imune inata) e M2-

alternativo (fase de resolução da inflamação) (MANTOVANI et al, 2002; BRONTE e 

ZANOVELLO, 2005). 

A origem dos termos “clássico” e “alternativo” data da década de 90 quando se observou 

pela primeira vez que a citocina IL-4 tinha a capacidade induzir aumento da expressão do 

receptor de manose em macrófagos murinos, ativando-os para um perfil alternativo, diferente 

dos efeitos produzidos por IFN- (STEIN et al, 1992). Somente alguns anos depois Mills e 

colaboradores (2000) propuseram as terminologias M1/M2 que não tinham o objetivo de 

descrever apenas macrófagos ativados ou inativados, mas células expressando diferentes 

programas metabólicos. A participação destes tipos funcionais de macrófagos em doenças 

como Esclerose Múltipla (KOUWENHOVEN et al, 2001), Lúpus (LI et al, 2010) e Filariose 

(SEMNANI, 2013) tem sido demonstrada. Porém, sua participação em outras doenças 

infecciosas, a exemplo da malária, e sua contribuição para o desfecho da infecção, ainda 

carecem de maiores explicações e podem ajudar a entender o comportamento imunológico dos 

indivíduos frente aos diversos parasitos. 

A descrição da ativação de macrófagos é um processo ainda controverso e muitas vezes 

confuso (MURRAY et al, 2014), mas algumas características que diferenciam estes subtipos 

celulares já são bem conhecidas. 

2.7 Caracterização de macrófagos 

Os macrófagos polarizados se diferenciam quanto a produção de citocinas, expressão de 

receptores de membrana e função efetora (HUNTER et al, 2009).  

Sabe-se que macrófagos M1 são ativados por IFN- ou LPS e produzem citocinas 

inflamatórias como IL-1, IL-6 e IL-23, além de regular positivamente a enzima óxido nítrico 

sintase induzida (NOS2), levando à produção de NO, molécula importante nos processos de 

reparação tecidual e controle de infecções pela morte dos parasitos (Figura 10) (MANTOVANI 

et al, 2002; BRONTE E ZANOVELLO, 2005, HAFALLA et al 2011).  
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IFN- pode ser produzido tanto por células da imunidade inata, quanto adaptativa. As 

células NK (natural killer- células da imunidade inata) são a fonte primária desta citocina que, 

ao ativar os macrófagos, desencadeiam a produção de reativos de oxigênio e nitrogênio por 

estes fagócitos e aumentam sua capacidade microbicida/citotóxica, propiciando resistência 

contra infecções. Porém, a produção de IFN-pelas células NK é transitória. Neste contexto, 

os linfócitos Th1 (T helper 1- células da imunidade adaptativa) assumem a produção de IFN-

e propiciam a manutenção do perfil M1 de ativação. A atuação dos linfócitos T é antígeno 

específica, ao contrário dos macrófagos, que, após ativados, atuam independentemente do 

reconhecimento antigênico (MOSSER e EDWARDS, 2008).  

 De forma semelhante aos macrófagos M1, macrófagos M2 podem surgir em resposta 

tanto a estímulos inatos quanto adaptativos. Basófilos e mastócitos são a fonte de IL-4, um dos 

primeiros sinais inatos liberados quando ocorre alguma lesão tecidual (LOKE et al, 2007), 

contato com fungos ou mesmo parasitas. Porém, semelhante ao visto para M1, a manutenção 

de macrófagos M2 também é dependente da resposta adaptativa mediada por linfócitos Th2 (T 

helper 2), que desempenham tal atividade pela produção de IL-4 e IL-13, em resposta a danos 

de mucosas (REESE et al, 2007) ou mesmo de tecido não mucoso provocada por helmintos, por 

exemplo (WILSON et al, 2007). 

Macrófagos M2, além de produzirem pequenas quantidades de citocinas pró-

inflamatórias e grandes quantidades de IL-10, também regulam positivamente a produção de 

arginase I (argI). Desta forma, um ponto crítico que define a caracterização funcional destas 

células polarizadas é a forma como metabolizam a L-arginina. Macrófagos M1 metabolizam a 

L-arginina pela NOS2 para produzir NO, ao passo que macrófagos M2 metabolizam a L-

arginina pela arginase I (argI) para produzir L-ornitina, molécula precursora de putrescina, 

espermidina, espermina e L-prolina (Figura 10), envolvidas em processo de reparação tissular 

e proliferação celular (MANTOVANI et al, 2002; BRONTE e ZANOVELLO, 2005; MIA et 

al, 2014). Das 3 formas existentes de NOS, a NOS2 é a que possui a capacidade de produzir as 

maiores quantidades de NO e é a isoforma presente em várias células do sistema imune, 

incluindo as células mielóides, ao passo que NOS1 está no tecido neuronal e NOS3 nas células 

endoteliais (ALDERTON et al, 2001). A avaliação dos níveis de óxido nítrico (NO) no plasma 

ou na urina é feita com a dosagem de seus metabólitos oxidados estáveis, tais como os nitritos 

(NO2
-) e nitratos (NO3

-) (GRANGER et al, 1996). 

Há duas isoformas de arginase presentes na maioria dos mamíferos, que diferem por sua 

distribuição tecidual e localização subcelular. Arginase I (ARG I) é uma proteína citoplasmática 
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predominantemente expressa no fígado, mas também encontrada em grande quantidade nos 

eritrócitos (IYER et al, 1998), ao passo que a Arginase II (ARG II) é uma proteína mitocondrial 

de distribuição tecidual mais ampla, porém expressa constitutivamente em níveis reduzidos, 

especialmente em macrófagos, rins, cérebro e intestino delgado, sendo que tanto células 

endoteliais quanto macrófagos podem expressar as duas isoformas (WEINBERG et al, 2008). 

A arginina, substrato para ação das enzimas NOS e Arginase, é considerada aminoácido 

essencial apenas em recém-nascidos e crianças. Nos adultos a maior parte da arginina 

disponível é proveniente da degradação de proteínas, mas também pode ser adquirida pela dieta. 

Apenas cerca de 5- 15% da arginina disponível em adultos é proveniente da síntese-de-novo a 

partir da citrulina (WEINBERG et al, 2008). É comum doenças inflamatórias e infecciosas 

cursarem com baixos níveis de arginina, pois nestas circunstâncias geralmente a dieta está 

prejudicada e a síntese-de-novo não é capaz de compensar o aumento que ocorre no catabolismo 

deste aminoácido (YU et al, 2001; ARGAMAN et al, 2003). Devido a competição pelo mesmo 

substrato, a presença da arginase pode limitar a produção de NO, mesmo na presença de grandes 

quantidades de NOS (WEINBERG et al, 2008). Desta forma, altos níveis de arginase estão 

associados ao prolongamento da infecção na esquistossomose, tripanossomíase e leishmaniose, 

provavelmente devido à depleção da arginina que limita a ação parasiticida do NO. Além disso, 

as poliaminas produzidas pela atividade da arginase também propiciam o crescimento do 

parasito (VINCENDEAU et al, 2003). 

A produção de NO também é controlada em parte por um grupo de enzimas que são 

descritas por serem importantes na sobrevivência do parasito durante a infecção. Dentre elas, a 

superóxido dismutase (SOD), produzida pelos macrófagos e que faz parte de um grupo de 

metaloenzimas com função de proteger as células aeróbicas da ação do ânion superóxido 

(ANDRADE et al 2010).  

Apesar de considerados uma importante linha de defesa do hospedeiro, fenótipos de 

ativação M1 determinam maior susceptibilidade imunológica, pois contribuem para o 

prolongamento do quadro inflamatório em curso (ANDERSON et al, 2004), para lesões 

teciduais em doenças inflamatórias crônicas (MIA et al, 2014) e até mesmo para o 

desenvolvimento de doenças autoimunes (MOSSER e EDWARDS, 2008). Em contrapartida, 

o fenótipo M2 está relacionado a propriedades imunossupressoras em contextos tumorais 

(TRAVES et al 2012) e infecciosos (SEMNANI et al, 2013; ANTHONY et al, 2006; ZHAO et 

al, 2008). 
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Figura 10. Metabolismo da L-arginina por macrófagos ativados  

Fonte: adaptado de GORDON S, 2003 
 

Este contexto imunossupressor, apesar de importante para contrapor a exacerbação da 

resposta inflamatória, parece estar relacionado ao mecanismo de evasão de alguns parasitos, a 

exemplo do que já foi demonstrado para Leishmania spp (MILES et al, 2005) e Trypanosoma 

sp (BAETSELIER et al, 2001).  

Desta forma, o perfil de polarização de macrófagos parece ter papel-chave no 

desenvolvimento de susceptibilidade/resistência nas infecções e o balanço de células M1/M2 

pode determinar o desfecho do contexto patológico (MIA et al, 2014). 

Assim, desenha-se uma perspectiva interessante na terapêutica de diversas doenças 

caracterizada pela manipulação deste balanço pela transferência de células pré-ativadas 

(SHECHTER e SCHWARTZ, 2013), que, até o momento, tem se mostrado mais promissor em 

modelos não humanos. 

A transferência de células M2 poderia controlar a dinâmica lesiva de doenças 

caracterizadas pela prevalência de células M1. Porém, um ponto crítico desta modalidade 

terapêutica seria a capacidade de manutenção deste perfil regulador em um ambiente fortemente 

pró-inflamatório. Neste aspecto os resultados ainda são conflitantes. Mia e colaboradores 

(2014) demonstraram que um perfil regulador induzido in vitro por IL-4/IL-10/TGF- pode ser 

mantido mesmo após desafio com LPS/IFN-. Além disso, demonstraram que mesmo 

macrófagos recuperados de pacientes com doença inflamatória crônica podem ser induzidos 
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para um perfil alternativo. Erwig e colaboradores (1998) demonstraram que a natureza do 

primeiro estímulo é que determina o estado final de polarização. 

Na malária, sabe-se que a prevalência de um padrão pró-inflamatório culmina com o 

agravamento da infecção, ao passo que citocinas anti-inflamatórias são essenciais para 

contrabalancear este perfil e contribuir para um maior equilíbrio na relação parasito-hospedeiro 

(LYKE et al, 2004; ANDRADE et al, 2010). Tem-se atribuído este perfil de citocinas à 

participação de linfócitos T, porém restringir os eventos imunológicos que ocorrem na doença 

a estes tipos celulares tem deixado lacunas acerca de seus mecanismos imunopatológicos. 

Diante deste quadro, entender a participação de macrófagos polarizados no curso da infecção 

por Plasmodium poderá contribuir para elucidar os mecanismos imunes envolvidos e, desta 

forma, facilitar a proposição de novas medidas terapêuticas. Entre estas medidas 

imunoterápicas pode estar a manipulação dos perfis de polarização observados. Um equilíbrio, 

onde a resposta do hospedeiro não penda acentuadamente para nenhum destes perfis, poderia 

ser útil no controle da infecção e na redução da morbidade a ela relacionada. Desta forma, 

poderia se garantir, minimamente, uma malária mais branda. 

 Diante deste contexto, neste estudo foi avaliada a influência das diferentes variantes da 

Proteína Circunsporozoíta (CSP) sobre os níveis de citocinas plasmáticas circulantes, da carga 

parasitária e de enzimas relacionadas à resposta imune que determinam a atividade de 

macrófagos na infecção, tais como a arginase, a óxido nítrico sintase (NOS2) e a superóxido 

dismutase (SOD), em amostras de indivíduos infectados com Plasmodium vivax provenientes 

de uma área da pré-Amazônia brasileira 
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3 Objetivos 

  

3.1 Capítulo 1 

Objetivo Geral: 

Caracterizar o perfil de citocinas e carga parasitária de pacientes infectados com P. vivax 

e avaliar a participação de polimorfismos da CSP na indução deste perfil. 

Objetivos específicos: 

- Quantificar a produção das citocinas IFN-, TNF-α, IL-6, IL-4, IL-17, IL-10, IL-2 e TGF- 

no plasma dos pacientes e no sobrenadante de cultura das células mononucleares do sangue 

periférico; 

- Genotipar a CSP de P. vivax e confirmar o diagnóstico parasitológico por RFLP-PCR;  

- Quantificar a carga parasitária por PCR em tempo real; 

- Comparar a resposta de citocinas do plasma e do sobrenadante de cultura; 

- Avaliar a influência das variantes da CSP sobre a carga parasitária e o perfil de citocinas. 

3.2 Capítulo 2 

Objetivo Geral 

   Caracterizar funcionalmente os macrófagos em pacientes infectados com Plasmodium 

vivax e avaliar sua correlação com o perfil de citocinas, com as variantes da CSP e com a carga 

parasitária. 

Objetivos específicos 

- Caracterizar funcionalmente os macrófagos dos pacientes in vivo pela dosagem de arginase, 

nitrito e superóxido dismutase (SOD) no plasma dos pacientes; 

 - Relacionar as atividades de arginase, SOD e a produção de nitritos à variante da CSP do 

parasito, à carga parasitária e ao perfil de citocinas do plasma; 
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Suplementary method 
 
All patients had negative thick blood smear for P. falciparum and were positive for P. vivax. 

This was further confirmed by nested PCR with species-specific primers based on the 

Plasmodium small subunit ribosomal RNA (ssrRNA) genes, as described by Singh and 

colleagues[1], with modifications, as follow: 

“Plasmodial DNA was extracted from an aliquot of the concentrate of erythrocytes using the 

QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), according to the recommendations of 

the manufacturer.  The amplification was performed according to the description by Singh and 

colleagues., with modifications[1]. A reaction mix with a final volume of 25 µL was obtained: 

5 µL of DNA template, 0.25 µM of each primer (rPLU 1 and rPLU 5), 4 mM MgCl2 (Fermentas, 

Lithuania), 10 X PCR buffer (10 mM Tris–HCl, 50 mM KCl, 0.08% v/v) (Fermentas, 

Lithuania), 0.12 mM of each dNTP (Roche) and 0.16 U of Taq DNA polymerase (Fermentas, 

Lithuania).  

Nest 1 amplification conditions were as follows: step 1, 95ºC for 4 min; step 2, denaturation at 

95ºC for 30 sec; step 3, annealing at 55ºC for 1 min; step 4, extension at 72ºC for 90 sec; repeat 

steps 2–4 35 times, and step 4 for 5 min. One microliter (1 µL) of the nest 1 amplification 

product served as the DNA template for the nest 2 amplifications. Nest 2 amplification 

conditions were identical to those of nest 1 except that the annealing temperature in step 3 was 

58ºC for the species-specific primers (rFAL 1 and 2, rVIV 1 and 2). The PCR products of nest 

2 amplifications were analyzed by gel electrophoresis and staining with bromophenol blue. 

 

The primers used were: 

 

rPLU 1: 5’- TCA AAG ATT AAG CCA TGC AAG TGA-3’ 

rPLU 5: 5’-CCT GTT GTT GCC TTA AAC TCC-3’ 

 

rFAL 1: 5’- TTA AAC TGG TTT GGG AAA ACC AAA TAT ATT-3’ 

rFAL 2: 5’- ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC-3’ 

 

rVIV 1: 5’- CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGA TAC-3’ 

rVIV 2: 5’- ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCC TTA-3’ 
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Fig. S1. Cytokine profile in supernatant according circumsporozoite protein (CSP) 
genotypes. Cytokines were measured by CBA. A: Interleukin 6 (pg/mL); B: Interleukin 10 
(pg/mL); The bar represents the median of the group, n=25 patients. P values were 
determined by nonparametric Mann-Whitney U tests. In correlations analyses, the x axis 
indicates Log IL-6 supernatant concentrations (pg/mL) in VK210 (C) or VK247 (D); the y 
axis indicates Log IL-10 supernatant concentrations (pg/mL) in VK210 (C) or VK247 (D). 
Each point represents the relative IL-10 and IL-6 responses of a single patient. Correlations 
were determined by Spearman’s correlation tests. 
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Resumo 

 

Os macrófagos clássicos (M1) e alternativos (M2) se diferenciam funcionalmente pela forma 
como metabolizam a L-arginina e pelas citocinas que produzem. Macrófagos M1 secretam 
principalmente citocinas inflamatórias ao passo que os M2 produzem citocinas reguladoras. A 
IL-10, citocina com propriedades anti-inflamatórias tem papel crucial na malária e sua produção 
é quase sempre atribuída a linfócitos T reguladores, de forma dependente de TGF-. Porém, 
resultados recentes têm demonstrado que sua produção também pode ocorrer por fontes 
independentes desta citocina. Neste aspecto, investigar a participação de macrófagos 
polarizados na fase aguda da malária pode contribuir para melhor compreensão da dinâmica da 
infecção. Neste trabalho, amostras de 25 pacientes infectados exclusivamente por P. vivax e 9 
controles saudáveis foram coletadas e processadas para obtenção do plasma, dos eritrócitos e 
das células mononucleares (PBMCs). Foram dosadas as atividades da arginase, da superóxido 
dismutase (SOD) e da NOS2 (via produção de nitritos) no plasma e no sobrenadante de cultura 
das PBMCs, enzimas que caracterizam funcionalmente a atividade dos macrófagos. Avaliou-
se então a participação de Polimorfismos da CSP de P. vivax e da carga parasitária na indução 
do perfil observado. As atividades de arginase e SOD foram maiores em pacientes agudamente 
infectados com P. vivax, sendo que pacientes infectados exclusivamente com variante VK210 
apresentaram as maiores atividades de arginase em relação aos outros grupos. Nenhuma das 
enzimas correlacionou-se com a parasitemia. Pode ser sugerido, portanto, ainda que 
indiretamente, que macrófagos reguladores podem atuar nesta fase da infecção e que 
polimorfismos da CSP têm efeitos sistêmicos que afetam diretamente este perfil e, 
consequentemente, a resposta imune do hospedeiro. 
 
Palavras-chave: Plasmodium vivax; Proteína Circunsporozoíta; Macrófagos; Arginase; 
Superóxido Dismutase; Óxido Nítrico Sintase.   
 

  



59 
 

Introdução  

 
O quadro clínico clássico da malária, caracterizado por febre, calafrios, sudorese, astenia 

e cefaleia, coincide com a esquizogonia eritrocitária (HALDAR E MOHANDAS, 2009) e se 

desenvolve logo nos momentos iniciais do ciclo sanguíneo devido à resposta inflamatória de 

citocinas desencadeada por células da imunidade inata visando controlar a parasitemia 

(STEVENSON e RILEY, 2004). Porém, esta resposta inflamatória, ao mesmo tempo que é 

importante para o controle da infecção, precisa ser limitada por mecanismos reguladores, pois 

também é lesiva ao próprio hospedeiro (ANSTEY et al, 2009; JAIN et al, 2010; BUENO et al, 

2010).  

A principal citocina envolvida neste controle é a IL-10. Dada sua importância na infecção, 

muito tem se discutido sobre sua principal fonte na malária, porém os dados disponíveis ainda 

são antagônicos (COUPER et al, 2008; GONÇALVES et al, 2012; ROSARIO et al, 2012). 

Células regulatórias clássicas e não clássicas já foram encontradas como fonte de IL-10 

em diferentes modelos de malária murina e humana. Neste aspecto, estudo em modelo de 

malária murina com P. chabaudi encontrou células Th1 efetoras como fonte desta citocina 

(ROSARIO et al, 2012), ao passo que em modelo com P. yoelii foram as células T regulatórias 

tipo 1 (Tr1) adaptativas as responsáveis por sua produção. As células Tr1 se diferenciam das 

células T clássicas pelos marcadores de superfície e também por não produzirem citocinas Th1, 

Th2 ou Th17 (COUPER et al, 2008). Em contrapartida, em modelo humano, demonstrou-se 

aumento na quantidade de células T CD4+CD25+Foxp3+ em pacientes infectados com P. vivax, 

sugerindo ser esta célula T clássica a principal fonte de IL-10 no curso das infecções que, neste 

caso, também cursou com aumento de TGF- (BUENO et al, 2010). 

Porém, sabe-se que os linfócitos Treg dependem de IL-2 para se manterem na periferia 

(COUPER et al, 2008) e que a produção de IL-10 por estes tipos celulares depende do estímulo 

de TGF-(FAHLÉN et al, 2005; WALTHER et al, 2005; NIIKURA et al, 2011). Resultados 

recentes em pesquisas envolvendo malária vivax têm encontrado hospedeiros apresentando 

elevados níveis de IL-10, porém com TGF- reduzido (HAN et al, 2010; RIBEIRO et al, 2016), 

indicando ausência de relação entre as duas citocinas e levando a questionamentos acerca de 

sua provável fonte na fase aguda da infecção. 

Neste cenário, ganham destaque os macrófagos, reconhecidos como células heterogêneas 

capazes de produzir IL-10 e de apresentar respostas funcionais polarizadas em relação a um 

estímulo inflamatório. Esta polarização de respostas levou os macrófagos a serem classificados 
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em M1 (resposta imune inata) e M2 (fase de resolução da inflamação) que, funcionalmente, se 

diferenciam pela forma como metabolizam a L-arginina. Macrófagos M1 metabolizam a L-

arginina pela NOS2 para produzir NO, ao passo que macrófagos M2 metabolizam a L-arginina 

pela arginase I (argI) para produzir L-ornitina, molécula precursora de putrescina, espermidina, 

espermina e L-prolina, envolvidas em processo de reparação tissular e proliferação celular 

(MANTOVANI et al, 2002; BRONTE E ZANOVELLO, 2005), porém a definição das 

características de macrófagos polarizados ainda é crítica e sua participação na malária 

permanece desconhecida. 

A importância de células mielóides, tais como macrófagos e células dendríticas (DCs) vai 

além de sua capacidade para fagocitar e destruir patógenos. Estas células também iniciam a 

ativação de linfócitos T e são responsáveis por sua desativação para evitar danos aos tecidos 

quando a infecção já está sob controle. Uma das vias pelas quais as células supressoras 

mielóides realizam este controle é pela regulação do metabolismo da arginase (BRONTE E 

ZANOVELO, 2005). Em modelo experimental com carcinoma de próstata em humanos foi 

demonstrado que o aumento do metabolismo da L-arginina por células mielóides pode culminar 

em redução da ativação de linfócitos T (BRONTE et al, 2005). 

Logo, apesar de classicamente atribuída a linfócitos T reguladores, na malária, a produção 

de IL-10 pode ocorrer por fontes alternativas e independentes de TGF- (COUPER et al, 2008; 

BUENO et al, 2010; ROSARIO et al, 2012), porém este mecanismo ainda não está 

completamente elucidado. Neste aspecto, investigamos funcionalmente a participação de 

macrófagos polarizados na fase aguda da infecção, caracterizando as principais enzimas que 

determinam a atividade destes fagócitos e avaliando a participação de variáveis parasitárias na 

indução do perfil observado. Pesquisas como esta podem fornecer novos alvos para 

intervenções em quadros de infecção por malária, além de contribuir com novos 

esclarecimentos acerca da imunopatologia da infecção. 

 

Material e Métodos 

 
Perfil amostral, obtenção do plasma e das PBMCs e genotipagem da CSP  

Pacientes de ambos os gêneros provenientes das cidades de São Luís, Cedral e 

Buriticupu com gota espessa positiva para P. vivax e negativa para P. falciparum e que 

aceitaram participar do estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE). O grupo controle foi composto por indivíduos da mesma área e com gota espessa 
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negativa para Plasmodium. Após a coleta, foram obtidos o plasma e as PBMCs dos indivíduos 

e seus eritrócitos foram utilizados para genotipar a CSP de P. vivax, conforme método descrito 

por Ribeiro et al (2016). 

Cultura das PBMCs 

As PBMCs (2 x 106 células/mL/poço) foram transferidas em duplicata para a placa de 

48 poços e mantidas em cultura (estufa 5% CO2) por 48 horas. Ao final deste período, o 

sobrenadante foi coletado e congelado à -80ºC para caracterização das atividades de SOD e 

Arginase e para a dosagem de citocinas. 

Quantificação das citocinas por CBA 

A concentração das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-Ȗ, TNF, IL-17 e TGF- foi 

mensurada utilizado a técnica de Arranjo Citométrico de Esferas (CBA), utilizando o kit para 

citocinas humanas Th1/Th2/Th17 (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA). Para a 

dosagem de TGF- foi utilizado o kit Human TGF-1 Single Plex Flex Set (Becton Dickinson 

Biosciences, San Jose, CA, USA). 

Cinquenta microlitros dos plasmas e sobrenadantes de cultura foram analisados 

utilizado o citômetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), 

previamente calibrado utilizando “setup beads” incubadas com FITC (Isotilcianato de 

Fluoresceína) ou PE, conforme as recomendações do fabricante. Uma curva padrão foi 

delineada para cada citocina. Os resultados foram analisados no software FCAP Array Software 

(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Os resultados foram expressos em pg/mL. 

Quantificação de nitrito (NOx) pelo ensaio de Griess 

A concentração de Nitritos (NO2
-)/Nitratos (NO3

-) foi avaliada pelo ensaio de Griess 

conforme descrito por Fernandes et al (2012). Todos os reagentes utilizados para a 

quantificação dos nitritos foram obtidos junto à Sigma Aldrich (St. Louis, EUA).  

A incubação de 80 L das amostras com 20 L de nitrato redutase 1U.mL- e 10 L de 

NADPH em estufa à 37ºC por 30 minutos reduziu os nitratos (NO3
-) presente no plasma dos 

pacientes para Nitritos (NO2
-). Após do período de incubação, foram adicionados 100 L do 

reagente de Griess e a placa foi novamente incubada à 37ºC por 15 minutos. A leitura das 

absorbâncias foi realizada em espectrofotômetro à 550 nm e, após subtrair a leitura de seus 

respectivos brancos, a concentração de nitritos foi determinada utilizando a curva padrão (80 

µL do padrão de nitrito 1M diluído seriadamente nas concentrações de 600, 300, 150, 75, 37.5, 

18.8, 9.4, 4.7, 2.3 e 0 M) e seus resultados foram expressos em M. 
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Dosagem de Arginase 

Todos os reagentes utilizados para determinação da atividade da arginase foram 

provenientes do kit de Ensaio da Atividade da Arginase (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), 

seguindo as orientações do fabricante. 

Cem microlitros dos plasmas ou sobrenadantes foram filtrados para retirada da ureia 

fisiológica utilizando-se os filtros Amicon Ultra 0,5 mL- MWCO 10KDa (Merck, Darmstadt, 

Alemanha) e centrifugando as amostras à 14000g por 1 hora. 

Ao final da filtração, metade do volume obtido foi incubado à 37º por 2 horas com 10 

µL do substrato tamponado contendo arginina. Após este período, foram adicionados 200 µL 

do "reagente ureia" e a placa foi novamente incubada por 1 hora à temperatura ambiente. 

A leitura das absorbâncias foi realizada em espectrofotômetro à 430 nm e, após subtrair 

a leitura de seus respectivos brancos, determinou-se a atividade de arginase nas amostras 

utilizando-se como referência a absorbância obtida para 50 µL do padrão de ureia (1mM), 

seguindo a fórmula abaixo descrita pelo fabricante, na qual “T” é o tempo de reação (min), “V” 

é o volume de amostra utilizada após a filtração, “1mM” é a concentração do padrão de ureia e 

“50” é o volume de reação do padrão.  Os resultados foram expressos em unidades/litro, onde 

1 unidade de arginase é a quantidade de enzima que converte 1 µmole de L-arginina à ornitina 

e ureia por minuto à 37ºC e pH 9,5. 

 

Aamostra- Abranco
Apadrão- Aágua  x 

(1mM x 50 x 103)
(VxT) = Atividade de Arginase 

Dosagem de Superóxido Dismutase (SOD) 

Todos os reagentes utilizados para determinação da atividade da SOD foram 

provenientes do kit de Ensaio da SOD (Sigma- Aldrich, St. Louis, EUA), seguindo as 

orientações do fabricante. 

Vinte microlitros dos plasmas ou sobrenadantes foram incubados à 37º C por 20 minutos 

com 20 µL da solução de xantina oxidase e 200 µL da solução WST (sal de tetrazolium). 

A leitura das absorbâncias foi realizada em espectrofotômetro à 450 nm e, após obter a 

leitura dos brancos, os resultados foram expressos na forma de atividade da SOD (%), calculada 

em relação ao padrão de atividade mínima de SOD (100% de formação do corante WST-

Formazan) representado pelo branco 1, de acordo com a fórmula abaixo: 

 

(Abranco1 - Abranco3) - (Aamostra - Abranco2)
(Abranco1 -Abranco3)  x 100= Atividade da SOD (%) 
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Análise Estatística  

Todas as análises foram realizadas com auxílio do software GraphPad Prism 5.0. Para 

determinar se a variabilidade das amostras seguia um padrão de distribuição normal foi aplicado 

o teste de D’ Agostino-Pearson. A significância das diferenças observadas entre pacientes e 

controles foi determinada utilizando-se teste bicaudal de Mann-Whitney. Para as análises de 

correlação foi utilizado o teste de Spearman. Para a caracterização de resultados “Outliers” foi 

utilizado o Teste de Grubbs. As diferenças foram consideradas significativas quando valores de 

p≤0,05. 

 

Resultados 

  

Atividade da Arginase 

Os pacientes infectados com P. vivax apresentaram aumento da atividade de arginase 

no plasma (P=0.03) (Figura 1A), com uma atividade mediana de 19.2 und/L (intervalo 

interquartil: 9.9- 23.6 und/L) e de 7.6 und/L (intervalo interquartil: 6.6- 12.9 und/L), nos 

pacientes e nos controles, respectivamente.  

Este aumento de atividade da arginase desaparece com a retirada do parasito na cultura 

de 48 h (figura 1B). A figura 1C demonstra que a maioria dos pacientes (91%) que possuíam 

elevada atividade de arginase no plasma tem a ação desta enzima reduzida após 48 h sem 

contato com o parasito.  
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Figura 1. Atividade da Arginase no plasma e sobrenadante de cultura de 48 h de pacientes 
infectados com P. vivax. A atividade da arginase foi determinada por ensaio colorimétrico 
utilizando o kit de Ensaio da Atividade da Arginase (Sigma Aldrich). A barra representa a 
mediana dos grupos. A: atividade da arginase no plasma (n=25 pacientes e 8 controles); B: 
atividade da arginase no sobrenadante de cultura de 48 h das PBMCs (n=23 pacientes e 9 
controles); C: Variação individual da atividade de arginase dos pacientes entre plasma e 
sobrenadante de cultura (n= 23 pacientes). Em A e C, pacientes representados por (○) e (□) 
foram considerados Outliers (teste de Grubbs com p≤0.05) 
 

 



65 
 

Produção de Nitrito no plasma 

A concentração mediana de nitritos no plasma dos pacientes foi de 5.38 M (intervalo 

interquartil 4.4- 5.6 M), não apresentando diferença significativa em relação aos indivíduos 

saudáveis, nos quais sua concentração foi de 4.82 M (intervalo interquartil 3.0- 5.6 M) 

(P=0.84) (Figura 2).  
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Figura 2. Produção de nitrito no plasma de pacientes infectados com P. vivax. A 
concentração de nitrito foi determinada pelo ensaio de Griess. A barra representa a mediana dos 
grupos; n=24 pacientes e 8 controles. Paciente representado por (□) foi considerado Outlier 
(teste de Grubbs com p≤.0.05) 

Atividade da SOD 

Os pacientes infectados com P. vivax apresentaram aumento da atividade da Superóxido 

Dismutase no plasma (P=0.02) (Figura 3A), com uma atividade mediana de 77.88% (intervalo 

interquartil 66.7- 88.2 %), ao passo que nos controles esta atividade mediana foi de 60.47% 

(intervalo interquartil 51.5- 64.5 %).  

Não houve diferença na atividade da enzima no sobrenadante de 48 h das PBMCs 

(Figura 3B). A avaliação individual da resposta entre o plasma e o sobrenadante mostrou que a 

maioria (91%) dos pacientes que possuíam elevada atividade da SOD no plasma tem a ação 

desta enzima reduzida no sobrenadante (Figura 3C).  

Influência do Polimorfismo da Proteína Circunsporozoíta (CSP)  

A variante VK210 induziu aumento na atividade de arginase (mediana 19.2 und/L; 

intervalo interquartil 13.8- 23.6 und/L) em relação a VK247 (mediana 9.1 und/L; intervalo 

interquartil 5.4- 10.2 und/L) (P=0.02) (Figura 4A). A atividade de SOD e a produção de nitritos 

não sofreu influência dos polimorfismos da CSP. 
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Figura 3.  Atividade da SOD no plasma e sobrenadante de cultura de 48 h de pacientes 
infectados com P. vivax. A atividade da SOD foi determinada por ensaio colorimétrico 
utilizando o kit de Ensaio da Atividade da SOD (Sigma Aldrich). A barra representa a mediana 
dos grupos. A: atividade da SOD no plasma (n=25 pacientes e 9 controles); B: atividade da 
SOD no sobrenadante de cultura de 48 h das PBMCs (n=24 pacientes e 9 controles); C: 
Variação individual da atividade da SOD dos pacientes entre plasma e sobrenadante de cultura 
de 48h (n= 24 pacientes). 
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Figura 4. Influência de polimorfismos da CSP sobre a atividade da arginase, SOD e 
concentração de nitritos em pacientes infectados com P. vivax. As atividades da arginase, 
SOD e nitrito foram determinadas por ensaio colorimétrico e as variantes caracterizadas por 
PCR-RFLP. As barras representam a mediana dos grupos. Em A: Influência das variantes sobre 
a atividade da arginase; B: Influência das variantes sobre a atividade da SOD; C: Influência das 
variantes sobre a produção de nitritos. Em A e C, pacientes representados por (○) e (□) foram 
considerados Outliers (teste de Grubbs com p≤.0.05). 
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Influência da parasitemia 

Nenhum dos parâmetros analisados apresentou correlação com a carga parasitária 

(Figura 5).  
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Figura 5. Correlação entre as atividades da Arginase, SOD e concentração de nitritos com 
a carga parasitária no plasma de pacientes infectados com P. vivax. A atividade da arginase 
foi determinada por ensaio colorimétrico utilizando o kit de Ensaio da Atividade da Arginase 
(Sigma Aldrich). A atividade da SOD foi determinada por ensaio colorimétrico utilizando o kit 
de Ensaio da Atividade da SOD (Sigma Aldrich). A concentração de Nitrito foi determinada 
pelo ensaio de Griess. As parasitemias foram quantificadas por PCR em tempo real. Os 
resultados foram expressos em Log. Em A: Correlação Log Arginase x Log Parasitemia; B: 
Correlação Log SOD x Log Parasitemia; C: Correlação Log concentração de Nitritos x Log 
Parasitemia. Em A e C, pacientes representados por (○) foram considerados Outliers (teste de 
Grubbs com p≤.0.05). 
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Correlação entre o perfil de citocinas do hospedeiro e as atividades da 

arginase e da SOD 

Não houve correlação entre as concentrações de IL-6 e IL-10 e a atividade de arginase 

nos pacientes (Figuras 6A e 6B, respectivamente), mesmo quando analisamos a correlação entre 

as citocinas e a enzima separando os pacientes em grupos de acordo com as variantes da CSP 

(dados não mostrados). Também não houve correlação entre TGF- e a atividade da enzima 

(Figura 6C).  

Não houve correlação entre IL-6, IL-10 e a atividade da SOD no plasma dos pacientes 

(Figuras 7A e 7B). Porém, a atividade de SOD apresentou correlação positiva com TGF-

(r=0.69 e P=0.0002) (Figura 7C).  
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Figura 6. Correlação entre as atividades da Arginase e citocinas no plasma de pacientes 
infectados com P. vivax. A atividade da arginase foi determinada por ensaio colorimétrico 
utilizando o kit de Ensaio da Atividade da Arginase (Sigma Aldrich). As citocinas foram 
quantificadas por CBA. Os resultados foram expressos em Log. Em A: Correlação Log 
Arginase x Log IL-6; B: Correlação Log Arginase x Log IL-10; C: Correlação Log Arginase 
x Log TGF- (n=24 pacientes). Em A e C, pacientes representados por (○) foram considerados 
Outliers (teste de Grubbs com p≤.0.05). 
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Figura 7. Correlação entre as atividades da SOD e citocinas no plasma de pacientes 
infectados com P. vivax. A atividade da SOD foi determinada por ensaio colorimétrico 
utilizando o kit de Ensaio da Atividade da SOD (Sigma Aldrich). As citocinas foram 
quantificadas por CBA. Os resultados foram expressos em Log. Em A: Correlação Log SOD x 
Log IL-6; B: Correlação Log SOD x Log IL-10; C: Correlação Log SOD x Log TGF- (n=24 
pacientes). 
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Discussão 

 
Neste trabalho, foi demonstrado que as atividades de arginase e SOD são maiores em 

pacientes infectados com P. vivax, sendo a atividade da arginase diretamente influenciada pela 

variante VK210. Pode ser sugerido, portanto, ainda que indiretamente, que macrófagos 

reguladores podem atuar nesta fase da infecção e que polimorfismos da CSP podem ter efeitos 

sistêmicos que afetam diretamente este perfil.  

Os pacientes agudamente infectados com P. vivax tiveram aumento da atividade de 

arginase no plasma (Figura 1A). Este dado em conjunto com resultados anteriores que 

demonstraram aumento na produção de IL-10 em pacientes infectados mesmo com redução na 

produção de TGF-HAN et al, 2010; RIBEIRO et al, 2016), pode ser um indício de que nesta 

fase da malária vivax o perfil regulador não é proveniente apenas da fonte clássica (linfócitos 

T regulatórios) e de que a infecção pode ter a participação de macrófagos produtores de 

arginase, considerado um parâmetro funcional para caracterização de macrófagos reguladores 

(MANTOVANI et al, 2002; BRONTE e ZANOVELLO, 2005). 

Sendo assim, investigou-se se a arginase e as citocinas possuíam comportamento 

pareado e constatou-se a inexistência de correlação entre as concentrações de IL-6, IL-10 e a 

atividade de arginase nos pacientes (Figuras 6A e 6B, respectivamente). Apesar de bastante 

intrigante esta ausência de correlação, principalmente com relação à IL-10, isto pode se dever 

ao fato de a citocina e a enzima terem cinéticas diferentes.  

Em relação a macrófagos com perfil inflamatório, sabe-se que os M1 metabolizam a L-

arginina pela óxido nítrico sintase induzida (NOS2), produzindo óxido nítrico que, por não 

possuir estabilidade, converte-se em nitrito. Logo, a quantificação dos nitritos visava 

determinar, ainda que de forma indireta, a atividade da NOS2 nos pacientes agudamente 

infectados. Isto, associado ao perfil de citocinas e a atividade de arginase avaliada, auxiliaria 

na investigação acerca do comportamento funcional destes fagócitos durante a infecção. A 

produção de nitritos não se alterou nos pacientes (Figura 2). Sabe-se que o aumento da atividade 

de arginase resulta na diminuição da disponibilidade de L-arginina, substrato utilizado pela 

NOS2 para a produção de óxido nítrico (WEINBERG et al, 2008). Sendo assim, pode-se inferir 

que, apesar da reconhecida importância desta espécie reativa de oxigênio no controle das 

infecções (VINCENDEAU et al, 2003), os pacientes apresentaram baixa produção de NO 

devido ao aumento da atividade de arginase. 



72 
 

Logo, o aumento na atividade de arginase pode representar em um mecanismo de fuga 

do parasito, pois sabe-se que isto culmina no prolongamento de sua sobrevida, conforme já foi 

evidenciado em pesquisas com Trypanosoma cruzi, Chlamydia spp., Schistosoma spp., 

Leishmania major e Trypanosoma brucei (VINCENDEAU et al, 2003; NOEL et al, 2004; 

MUYLDER et al, 2013). Este mecanismo de resistência pode ser intensificado pela baixa 

produção de NO nos pacientes. Na própria malária, baixas concentrações plasmáticas de 

arginina foram relacionadas à gravidade da infecção por P. falciparum na Tanzânia 

(LOPANSRI et al, 2003) e na Indonésia (YEO et al, 2007), provavelmente devido à falta de 

substrato para a ação da NOS2. Achados semelhantes foram descritos em pesquisas com outros 

parasitos intracelulares. Li et al (2012) relataram que macrófagos peritoneais de camundongos 

com elevada atividade de arginase e baixa atividade de NOS2 eram mais susceptíveis à infecção 

por Toxoplasma gondii. 

Além da arginase e da NOS2, a Superóxido Dismutase (SOD) é outra enzima com 

marcante importância no curso das infecções. A importância da SOD é tal que já é considerada 

um marcador de gravidade mais eficiente que a produção de TNF-, visto que, entre outras 

coisas, a produção da enzima geralmente acompanha a elevação da carga parasitária em 

indivíduos com malária grave, que apresentam maiores parasitemias em comparação aos 

indivíduos assintomáticos e com malária branda (ANDRADE et al, 2010A). Semelhante aos 

resultados demonstrados por Andrade et al (2010A, B), os pacientes deste estudo apresentaram 

aumento da atividade da SOD no plasma (Figura 3).  

A SOD é uma metaloenzima que possui a propriedade de dismutar o ânion superóxido, 

produzindo peróxido de hidrogênio e, desta forma, protege as células do hospedeiro contra 

agressões oxidativas (SZETO et al, 2006). A malária cursa com altos níveis de espécies reativas 

de oxigênio, a principal delas o ânion superóxido. Estes radicais livres, ao mesmo tempo que 

contribuem para a morte do parasito, também causam lesões teciduais no hospedeiro 

(DELMAS-BEAUVIEUX et al, 1995; PAMPLONA et al, 2007). Como consequência, a SOD 

acaba desempenhando papéis antagônicos na infecção pois, ao mesmo tempo que oferece esta 

proteção contra agressões oxidativas, também elimina as moléculas envolvidas na morte do 

protozoário. Em modelo experimental, camundongos que possuíam grande expressão de SOD 

apresentaram aumento de vulnerabilidade a P. berguei (GOLENSER et al, 1998). Por outro 

lado, experimentos in vitro com suplementação de SOD-1 protegeram as células endoteliais 

contra a agressão oxidativa por P. falciparum (TAOUFIQ et al, 2006).  
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A SOD também é associada a danos teciduais (PABÓN et al, 2003) por aumentar a 

produção de TNF-pelos macrófagos (MARIKOVSKI et al, 2003). Aqui, os pacientes 

apresentaram concentrações muito baixas ou indetectáveis de TNF-Avaliamos então a 

ocorrência de correlação entre a enzima e as citocinas que estavam aumentadas nos pacientes, 

porém não houve correlação entre IL-6, IL-10 e a atividade da SOD no plasma, tendo a enzima 

apresentado correlação positiva apenas com TGF-  

Neste aspecto, estudo realizado in vitro com PBMCs de doadores saudáveis demonstrou 

que a presença do grupamento heme, liberado em grandes quantidades devido a hemólise que 

ocorre em infecções graves, aumenta a atividade da SOD e culmina com inibição da produção 

de TGF-pelas células mononucleares, por mecanismo dependente da participação da 

metaloenzima (ANDRADE et al, 2010B). Ou seja, a medida que a doença vai se agravando, 

aumenta a quantidade de heme livre e, consequentemente, de SOD, fazendo com que as 

produções de SOD e TGF-adquiram comportamentos opostos, diferente do observado em 

pacientes que se encontram na fase branda da infecção, tal qual os pacientes que compõe este 

estudo. 

O parasito parece interferir diretamente nos resultados obtidos. A ausência de sua 

influência sistêmica na cultura de 48h alterou os perfis de arginase (Figura 1B e 1C) e SOD 

(Figura 3B e 3C) observados in vivo (Figuras 1A e 3A, respectivamente). Andrade et al (2010) 

(B) também encontraram redução nos níveis de SOD no sétimo dia de tratamento em 

comparação ao período antes de iniciar a terapia antimalárica. Muylder et al (2013) em 

experimento com Trypanosoma brucei demonstraram que fatores liberados pelo parasito (PRF) 

induzem aumento de IL-10 e na atividade de arginase. Estes dados, em conjunto, indicam que 

a influência sistêmica do parasito está diretamente relacionada aos perfis observados.   

  Neste sentido, resta investigar quais aspectos parasitários poderiam interferir nos 

parâmetros da resposta imune do hospedeiro aqui alterados. Ribeiro et al (2016) demonstraram 

que polimorfismos na CSP possuem efeitos sistêmicos que culminam com alterações no perfil 

de citocinas e na carga parasitária de pacientes infectados com P. vivax.  

A atividade de arginase demonstrou sofrer influência direta das variantes da CSP, sendo 

VK210 a que induziu os maiores aumentos na atividade da enzima (Figura 4A). Ribeiro et al 

(2016) demonstraram que em pacientes infectados com VK210, ao contrário do que ocorre com 

VK247, a resposta inflamatória de citocinas é regulada pela produção de IL-10, mesmo com 

TGF- reduzida. Este dado, associado ao aumento da atividade de arginase em pacientes 
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infectados com VK210 aqui demonstrado é um indício de que macrófagos reguladores podem 

ter uma importante participação na produção da IL-10 induzida por esta variante. 

Em conclusão, somente o paradigma Th1/Th2/Treg parece não ser suficiente para 

explicar o perfil de citocinas durante a infecção por P. vivax, visto que macrófagos com perfil 

regulador podem ter uma importante participação na fase aguda da malária, sofrendo a 

influência de polimorfismos da CSP de P. vivax que demonstraram a capacidade de induzir 

efeitos sistêmicos no hospedeiro que podem afetar diretamente o desfecho da infecção. 
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5 Considerações Finais 

 
- A malária vivax eleva a produção das citocinas IL-6 e IL-10. O aumento da citocina reguladora 

tem relação direta com a carga parasitária e contrapõe os efeitos deletérios que poderiam ser 

ocasionados pela exacerbação da resposta inflamatória no hospedeiro; 

- No plasma de pacientes infectados com P. vivax prevalece um perfil regulador de citocinas e 

ocorre aumento nas atividades das enzimas arginase e SOD; 

- O perfil regulador do plasma associado ao aumento da atividade da SOD, ao aumento na 

atividade de arginase e a baixa produção de NO observada nos pacientes pode representar um 

mecanismo de fuga do parasito, visto que estes fatores associados culminam no prolongamento 

de sua sobrevida; 

- Os polimorfismos da CSP de P. vivax produzem efeitos sistêmicos no hospedeiro e interferem 

diretamente em sua resposta imune, alterando o desfecho da infecção; 

- A CSP é um alvo promissor para intervenções em quadros de infecção por malária e novos 

estudos que aprofundem os conhecimentos acerca da influência destes polimorfismos 

parasitários sobre a resposta imune do hospedeiro podem ajudar a elucidar a imunopatologia da 

infecção e propiciar a adoção de medidas de controle mais efetivas; 
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Anexo II 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Ao assinar este termo, consinto livremente, após esclarecimentos prévios, em participar da 

pesquisa intitulada “Aplicação de tecnologias moleculares e imunológicas para caracterização 

clínico-epidemiológica e diagnóstica da malária por Plasmodium vivax no Estado do 

Maranhão”, coordenado pelos professores doutores Flávia Raquel F Nascimento e Antônio 

Rafael da Silva. Estou ciente que o projeto visa caracterizar os aspectos clínicos, laboratoriais 

e epidemiológicos da malária causada por P. vivax para melhor entender a doença, a sua 

progressão e a melhor forma de tratamento. Minha participação nesta pesquisa restringe-se à 

entrevista, à doação de amostra de sangue e à obediência ao protocolo de tratamento que me 

será dado pelos médicos da equipe. O meu sangue será utilizado para realização de 

experimentos biológicos para avaliar parâmetros relacionados ao parasito causador da Malária. 

O sangue que eu doar será estocado para pesquisas futuras. Estou ciente de que será feito 

acompanhamento clínico e exames parasitológicos regulares para verificação da eficácia do 

tratamento. Para isso, deverei retornar sempre que chamado pelos médicos da equipe e para isso 

receberei vales transportes para o deslocamento. Atesto, portanto, que entendi a proposta do 

projeto e concordo em participar da pesquisa doando amostras de sangue e cooperando com o 

tratamento. Atesto ainda que os pesquisadores garantiram que o meu tratamento será garantido 

mesmo que eu não concorde em responder o questionário ou doar as amostras de sangue para 

a pesquisa.  

Nome______________________________________________Data___________________ 

Endereço__________________________________________________________________ 

Testemunha_______________________________________________________________ 

 

Pesquisadores responsáveis: 

Profa. Dra. Flávia Raquel F. Nascimento e Prof. Dr. Antônio Rafael da Silva  

Universidade Federal Do Maranhão  

Endereço: Av dos Portugueses s/n, Campus do Bacanga, Integrado Bloco I, Lab. de 

Imunofisiologia  

Telefone:98 33018548  


