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RESUMO 

A malária é uma das principais doenças infecciosas, sendo considerada re-emergente em 

vários países e é causada pelo protozoário do gênero Plasmodium spp. O objetivo deste 

estudo foi verificar a concentração sérica de citocinas e imunoglobulinas - expressão de 

receptores para imunoglobulinas em eritrócitos e os parâmetros reológicos em sangue 

de indivíduos infectados por P. vivax. Foram avaliados 69 indivíduos sendo 37 não 

infectados (controle) e 32 infectados por P. vivax provenientes de áreas endêmicas dos 

Estados do Acre e Rondônia. A concentração de IgA e IgG no soro foi realizada pelo 

método de imunoturbidimetria. A expressão de receptores (CD16
+
, CD32

+
, CD89

+
) nas 

membranas dos eritrócitos e as concentrações das citocinas INF-γ, TNF-α, IL-2, IL-4, 

IL-6, IL-10 e IL-17 no soro foram avaliadas por cimetria de fluxo. A concentração de 

TGF-β foi avaliada por ELISA. As análises reológicas foram realizadas em Modular 

Compact Rheometer e os dados analisados pelo software Rheoplus. Observou-se que 

houve aumento de IgA no soro de indivíduos infectados por P. vivax. A concentração de 

IgG não alterou-se no soro destes indivíduos. Não houve alteração na expressão do 

receptor FcαRI (CD89
+
) em eritrócitos de indivíduos infectados por P. vivax. A 

expressão do receptor CD32
+
 foi menor enquanto que a expressão de CD16

+
 aumentou 

em eritrócitos de indivíduos infectados por P. vivax. O sangue de indivíduos infectados 

P. vivax apresenta alteração reológica na viscosidade. Quando utilizou citocinas para 

melhorar os parâmetros reológicos observou-se que a IL-17 diminuiu a viscosidade do 

sangue de indivíduos infectados por P. vivax, restaurando a viscosidade sanguínea com 

valores similares aos encontrados em indivíduos não infectados. Estes dados sugerem 

que as alterações na viscosidade sanguínea podem ser relevantes para auxiliar no 

diagnóstico clínico de pacientes infectados por P. vivax, e que a IL-17 pode ser um 

imunomodulador alternativo para futuras aplicações clínicas na malária. 

Palavras chave: Malária, Plasmodium vivax, Citocina, Imunoglobulina e Reologia. 



  Abstract 

xiv 
 

ABSTRACT 

 

Malaria is a major infectious disease being considered reemerging in many countries 

and is caused by protozoa of the genus Plasmodium. Thus, the present study was to 

determine the serum concentration of cytokines and immunoglobulins - receptor 

expression for immunoglobulins in erythrocytes and rheological parameters in blood of 

people infected with P. vivax. We evaluated 69 subjects with 37 uninfected (control) 

and 32 infected with P. vivax from endemic areas in the states of Acre and Rondonia. 

The concentrations of IgA and IgG in the serum was performed by 

immunoturbidimetric method. The expression of receptors (CD16 +, CD32 +, CD89 +) 

in the membranes of erythrocytes and the concentrations of the INF-γ cytokines, TNF-α, 

IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 and IL-17 in serum citometriy assessed by flow. The 

concentration of TGF-β was measured by ELISA. The rheological analyzes were 

performed in Modular Compact Rheometer and analyzed by Rheoplus software. It was 

observed that there was an increase of IgA in the serum of patients infected with P. 

vivax. The IgG concentration was not altered in the serum from these individuals. There 

was no change in the expression of the FcαRI receptor (CD89 +) in erythrocytes of 

individuals infected with P. vivax. Expression of the CD32 + receptor was smaller while 

the increased expression of CD16 in individuals infected erythrocytes by P. vivax. The 

blood of infected individuals P. vivax has rheological change in viscosity. When used 

cytokines to enhance rheological parameters was observed that IL-17 decreased the 

viscosity of the blood of individuals infected with P. vivax, restoring blood viscosity 

values similar to those found in non-infected individuals. These data suggest that 

changes in the viscosity of blood may be relevant to help the clinical diagnosis of 

patients infected with P. vivax, and that IL-17 can be an alternate for future clinical 

applications immunomodulatory malaria. 

 

Keywords: Malaria, Plasmodium vivax, Cytokines, Immunoglobulin, Rheology. 
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A malária, uma das principais doenças infecciosas e re-emergente em vários países, é 

causada pelo protozoário do gênero Plasmodium spp. A área mais afetada pela malária é a 

África sub-saariana (Park et al, 2009; Santos & Torres, 2013). O Plasmodium falciparum é o 

principal causador de casos de mortes por malária. No entanto, o P. vivax é o responsável pela 

maioria dos casos de malária em todo o mundo (Gething et al, 2012). Segundo a literatura 

observou-se que a malária é endêmica em vários países (Sagaki et al, 2013). No Brasil, a 

malária é causada por três espécies de Plasmodium: Plasmodium vivax, Plasmodium 

falciparum e Plasmodium malariae (uma pequena porção dos casos). Não havendo até o 

momento transmissão de P. ovale e P. knowlesi (Alexandre et al, 2010). Na região da 

Amazônia Legal, estudos revelaram que ocorre uma maior prevalência de positividade para as 

espécies de P. vivax em esfregaços sanguíneos em comparação ao P. falciparum (Honório-

França et al, 2011; Aguiar et al, 2014).  

Em relação à malária grave, os eritrócitos tornam-se rígidos, levando a processos 

inflamatórios, resultando alterações no fluxo sanguíneo (Cromer et al, 2013; Mohandas & An, 

2012). Estudos citam que a trombocitopenia (Lacerda et al, 2011; Cox & Mcconkey, 2010) e 

a  ativação e/ou apoptose das plaquetas, podem alterar o  sistema imunológico (Coelho et al, 

2013). A expressão de proteínas na superfície de eritrócitos provoca um sequestramento 

celular levando a um processo inflamatório, com ativação do sistema de coagulação (Prasat & 

Sucharit, 2012).  

O processo inflamatório provocado pela malária pode levar à liberação de citocinas. 

Elas permitem que o organismo responda rapidamente a um desafio imunológico através da 

coordenação de uma resposta imune adequada (Chen & Liu, 2009). Estudos com Plasmodium 

spp sugerem que há necessidade de um equilíbrio entre a resposta imune anti e pró-

inflamatória (Sortica et al, 2012). A citocina IFN-γ é a principal envolvida no tipo de resposta 

imune mediada por células T helper 1 (Th1) (Gajewski & Fitch, 1988). Essa citocina é uma 
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glicoproteína homodimérica secretada por células Th1, células natural killer (NK) e linfócitos 

TCD8
+
 (Lammas et al, 2000). Possui potente efeito imunomodulador em diferentes células do 

sistema imunológico in vivo e in vitro (Young e Hardy, 1995; Billiau, 1996). Outros estudos 

com P. vivax têm avaliado o nível de citocinas séricas no soro de indíduos infectados 

(Andrade et al, 2010; Gonçalves et al, 2010). O TGF- β em alguns estudos mostrou ser 

importante nas respostas inflamatórias associadas com a patologia das formas infectantes por 

P. falciparum (Noone  et al, 2013). Tanto na malária humana quanto na murina, pouco se 

conhece sobre as ações do TGF- β, porém sua capacidade de estimular a produção de 

quimiocinas importantes para o recrutamento de neutrófilos e linfócitos T CD8
+
 para o tecido, 

a faz um importante alvo de estudo, já que estas células parecem estar envolvidas na 

suscetibilidade e resistência à forma cerebral (Campanella et al, 2008; Miu et al, 2008). 

Estudos realizados em pacientes infectados por P. vivax, apresentaram aumento da expressão 

da célula produtora de IL-17 (Bueno et al, 2012). As células Th17 também podem estar 

envolvidas na resposta de defesa para infecção por bactérias, fungos e protozoários 

(Matsuzaki & Umemura, 2007). No entanto, o papel da citocina IL-17 nos mecanismos 

reológicos em processos infecciosos de indivíduos infectados com P. vivax constituem um 

campo aberto para novos estudos. 

Alterações imunorreológicas podem ser verificadas por deformação em eritrócitos no 

fluxo e na constituição do sangue.  Os ensaios reológicos baseiam-se no estudo do fluxo e da 

deformação de fluidos em movimento, tais como a viscosidade, tensão de cisalhamento e taxa 

de cisalhamento. (Schramm, 2006; Santos, 2009; Verdier et al, 2009). Sabe-se que os 

parâmetros reológicos do sangue podem ser influenciados pela viscosidade do plasma, pela 

deformação dos eritrócitos e pela agregação eritrocitária (Piagnerelli et al, 2003). 
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1.1 Epidemiologia da malária 

A malária é uma doença causada por protozoários do gênero Plasmodium spp 

transmitida aos seres humanos por mosquitos do gênero Anopheles. Classicamente quatro 

espécies são conhecidas por causar doenças em humanos, a saber: P. falciparum, P. vivax, P. 

malariae e P. ovale. Tem sido descrito em países do sudeste asiático uma nova espécie, P. 

knowlesi. Esta espécie ocorre naturalmente em macacos do sudeste asiático e, atualmente, é 

reconhecida como a quinta espécie de Plasmodium spp causadora de malária em humanos 

(Singh & Daneshvar, 2013; Mouatcho & Goldring, 2013; Sen et al, 2013). Dentre os tipos de 

Plasmodium spp existentes, a espécie P. vivax é a segunda causa mais comum de malária no 

mundo (Price et al, 2007; Park et al, 2009).  

A literatura tem reportado que a malária é uma doença endêmica, com prevalência na 

África sub-saariana, América do Sul na Região Amazônica, as ilhas do Pacífico e no Sudeste 

Asiático (Tauil, 2006, Neves & Pilippis, 2010; Liu et al, 2014). Na América Latina, o Brasil é 

responsável por quase metade de todos os casos de malária, sendo relatado, no ano de 2010, 

no Brasil 334.618 casos (Lacerda et al, 2012).  

A transmissão da malária no Brasil está restringida à região da Amazônia em que se 

estabelece 99,8% dos casos notificados (Costa et al, 2012). P. vivax é responsável por 83,7% 

dos casos registrados, enquanto P. falciparum é responsável por 16,3%, sendo raramente 

observado casos de malaria por P. malariae (<1,0%) (Oliveira-Ferreira et al, 2010).  

Embora a morbidade e mortalidade global tenha diminuído substancialmente, a 

malária ainda é a doença parasitária com elevadas taxas de mortalidade no mundo, levando ao 

óbito diariamente cerca de 2 mil pessoas, sendo a maioria crianças (White, et al, 2014). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (2013), a malária está presente em cerca de 100 
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países, a grande maioria em desenvolvimento, sendo responsável por cerca de 660 mil mortes 

por ano e quase a metade da população mundial está em risco de contrair a infecção. 

 Sendo que os indivíduos que residem em regiões não endêmicas, são considerados 

100 vezes mais susceptíveis em contrair a doença quando estes visitam as áreas endêmicas 

(Marcondes & Marchi, 2010). 

1.2- Ciclo biológico do Parasito 

O parasito da malária em seu ciclo biológico requer uma fase assexuada, que ocorre no 

hospedeiro vertebrado bem como uma fase sexuada que ocorre no hospedeiro invertebrado 

(Fig. 1). A infecção ocorre no homem quando fêmeas de mosquitos do gênero Anopheles 

inoculam esporozoítos infectantes, acumulados nas glândulas salivares do inseto vetor, na sua 

derme durante o repasto sanguíneo. Na picada são inoculados até 200 esporozoítos que podem 

permanecer na derme por um longo período de tempo (Yamauchi et al, 2007). Os 

esporozoítos podem ser degradados nos linfônodos para onde são drenados, ou podem invadir 

os vasos sanguíneos e chegar ao fígado onde infectam os hepatócitos. O processo de invasão 

dos hepatócitos é complexo e depende de várias interações do tipo ligante-receptor. Os 

esporozoítos invadem vários hepatócitos, migrando através deles, antes de finalmente 

desenvolverem-se em seu interior. Esse processo resulta na formação de um vacúolo 

parasitóforo bem delimitado onde os esporozoítos se diferenciam em trofozoítos que, após 

sofrerem várias divisões por esquizogonia, formam os esquizontes. Após alguns dias, os 

esquizontes maduros liberam os merozoítos por um processo de brotamento de vesículas 

denominados merossomos (Amino et al., 2006). Os merossomos, repletos de parasitos, 

desprendem-se dos hepatócitos infectados para o lúmen dos capilares sinusóides do fígado, 

onde finalmente os merozoítos são liberados. Os merozoítos teciduais invadem os eritrócitos 

iniciando, portanto, a fase sanguínea da doença.  
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Figura 1. Ciclo biológico do Plasmodium spp no hospedeiro humano e no vetor Anopheles. Figura 

modificada de Greenwood et al (2008) 
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Para que ocorra a invasão do merozoíto no eritrócito são necessárias interações 

específicas envolvendo proteínas do parasito e receptores presentes na superfície da célula 

parasitada (Gaur et al., 2004). Depois de algumas gerações de desenvolvimento de merozoítos 

sanguíneos, alguns parasitos se diferenciam em estágios sexuais - gametócitos masculinos e 

femininos - que, ao serem ingeridos por mosquitos do gênero Anopheles, continuam o ciclo 

biológico do parasito com a formação de gametas. No interior do estômago do inseto ocorre à 

fusão dos gametas masculino e feminino que origina um zigoto móvel denominado oocineto, 

que depois de atravessar a parede intestinal do mosquito (Barillas-Mury & Kumar, 2005), 

aloja-se na membrana basal onde se desenvolve em oocisto. No interior do oocisto ocorre a 

diferenciação e divisão nuclear que leva à produção de esporozoítos (esporogonia). Alguns 

esporozoítos liberados migram para as glândulas salivares do mosquito para que esse, ao 

exercer o repasto sanguíneo, reinicie um novo ciclo no hospedeiro vertebrado, levando a um 

processo patológico. 

1.3- Patogenia da malária 

Estudos têm demostrado aumento na gravidade dos casos de malária por Plasmodium 

vivax resultando em morbidade e mortalidade (Braga et al, 2012).  

Na última década, o número de casos de malária no mundo tem aumentado. Um fato 

que tem chamado atenção é a mudança no perfil dos indivíduos infectados. Há uma tendência 

no aumento do número de homens adultos parasitados e uma redução no número de casos de 

mulheres e crianças (Cotter et al, 2013).  

A espécie mais virulenta é o P. falciparum. A gravidade da infecção por esta espécie 

deve-se ao fato dela poder gerar um quadro clínico com manifestações cerebrais conhecidos 
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como malária cerebral (CM). A patogênese da CM não é bem compreendida, porém a 

citoaderência das células parasitadas ao endotélio vascular e a resposta imunológica do 

indivíduo parecem estar envolvidas (Jain et al, 2013). 

No entanto, a infecção por P. vivax tem claramente emergido como uma condição 

potencialmente letal (Anstey et al, 2009; Lacerda et al, 2012). P. vivax é mais difundido que 

P. falciparum e possui potencial para causar morbidade e mortalidade em pessoas que vivem 

em situação de risco de infecção (Guerra et al, 2010).  

1.4-Diagnóstico da malária  

 As espécies de Plasmodium spp produzem um pigmento malárico, denominado 

hemozoína, que é gerado durante a degradação da hemoglobina. Estudos têm relatado o 

interesse sobre essa molécula, visto que a hemozoína é considerada importante no 

diagnóstico, no desenvolvimento de fármacos antimaláricos e modulação do sistema 

imunológico (Hänscheid et al, 2007). 

O diagnóstico da malária é feito pela demonstração da presença do parasito em 

amostras de sangue, a qual é analisada por microscopia (Mouatcho e Goldring, 2013). A 

microscopia é rápida, barata e relativamente sensível, por isso tem sido usada há mais de 100 

anos e é considerada ―padrão ouro‖ para o diagnóstico da malária segundo a Organização 

Mundial de Saúde (Brasil, et al , 2013; Mello et al, 2014). Os exames de microscopia pela 

técnica gota espessa dependem da qualidade da coloração, da técnica de preparação das 

lâminas, bem como da concentração, experiência e motivação do microscopista (Killian et al, 

2000).   

Segundo o grau de parasitemia existente no paciente, há um limiar de detecção, e 

depende do número de campos lidos (Thellier, et al, 2002). Um microscopista, em condições 
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ideais, é capaz de detectar densidades parasitárias tão baixas como 10 a 20 parasitas por cada 

microlitro de sangue. 

 O diagnóstico parasitológico utilizando a microscopia requer supervisão e 

treinamento continuado do pessoal que realiza exames nessas áreas de risco para malária, por 

isso o exame da gota espessa é utilizado ainda hoje no Brasil.  

O exame de gota espessa é o principal método para o diagnóstico da malária no Brasil. 

Porém, o método apresenta limitações quanto à distinção entre as espécies de Plasmodium 

spp, quando a parasitemia é baixa e quando não há profissionais experientes no diagnóstico de 

malária, principalmente em regiões onde a malária não é endêmica (Brasil et al, 2013; 

Mouatcho e Goldring, 2013). 

Em condições de campo, o que ocorre normalmente na maior parte das áreas 

malarígenas do mundo, a capacidade de detecção necessita de até 100 parasitos por cada 

microlitro (Suárez-Mutis & Coura, 2006).  

As manifestações mais graves da infecção na malária, em geral, correlacionam-se com 

o nível de parasitemia. Pode se considerar hiperparasitemia quando mais de 2% das hemácias 

do hospedeiro na primeira infecção estão parasitadas ou mais de 5% nos indivíduos re-

infectados (BRASIL, 2005).  

Além da hematoscopia, existem outros métodos de decteção da doença, como os testes 

rápidos imunocromatográficos, que são baseados na detecção de antígenos parasitários. Estes 

testes são mais utilizados em situações de campo, onde os recursos são escassos e faltam 

profissionais (Talundzci et al, 2014). Outros métodos como a reação em cadeia da polimerase 

(PCR) em tempo real também estão disponíveis para o diagnóstico de malária (Mekonnen et 

al, 2014).  
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1.5-Malária e eritrócitos 

A malária causada por P. vivax é caracterizada por um período de incubação longo e 

os sintomas iniciais apresentan-se mais leves. O parasito infecta aproximadamente 2 a 5% de 

eritrócitos (Sortica et al, 2012). As membranas dos eritrócitos infectados tornam-se 

gradualmente rígidas conforme os estágios de maturação do parasito e reduzem sua 

capacidade de deformação. A presença dos parasitos dentro da célula promove um aumento 

na viscosidade do sangue (Antia et al, 2008; Handayani et al, 2009; Fedosov et al, 2011).  

A ligação de eritrócitos infectados ao endotélio vascular consiste em um processo de 

proteção ao parasito, ao impedir a destruição da célula infectada pelo baço evita-se também, a 

eliminação do parasito. Esse mecanismo chamado de ―sequestro‖ pode ocorrer em vários 

órgãos, incluindo coração, pulmão, cérebro, fígado, rins, tecidos subcutâneos e placenta 

(Miller et al, 2002). Além disso, as proteínas de superfície do merozoíto (MSP) são 

conhecidas por ser uma grande família de proteínas que possuem a função de interagir 

inicialmente entre os parasitos e os eritrócitos. Nove MSPs têm sido caracterizadas em P. 

vivax, sendo as principais proteínas envolvidas nesta interação à MSP1 e MSP3-α (Brito & 

Ferreira, 2011). 

Os processos fisiopatológicos envolvidos na interação parasito/eritrócito, são a 

citoaderência de células infectadas e não-infectadas com formação de rosetas que podem 

ocasionar obstrução do fluxo sanguíneo, produção sistêmica ou deposição local de citocinas 

pró-inflamatórias e perfusão tecidual em pacientes portadores de malária grave  (Dondorp et 

al, 2004).  

A deformação dos eritrócitos é aumentada em infecções por P. vivax, no entanto é 

acompanhado de maior fragilidade tanto de eritrócitos infectados como não-infectados, por 
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isso esta malária está associada a anemias severas por hemólise (Anstey et al, 2009; 

Handayani et al, 2009). A ocorrência de citoaderência na infecção por P. vivax ainda é 

parcialmente compreendida. No entanto, estudos têm relatado a citoaderência por P. vivax no 

pulmão e consequentemente esse mecanismo pode ser responsável pela insuficiência 

respiratória, uma das principais causas de letalidade na infecção por P. vivax (Costa et al, 

2012). 

A invasão do protozoário nas células sanguineas do hospedeiro acontece, 

progressivamente, com mudanças na estrutura da membrana celular, com alterações das 

propriedades de transporte, exposição aos antígenos de superfície e inserção de proteínas 

derivadas dos microrganismos. As hemácias infectadas pelo protozoário apresentam 

alterações em sua estrutura, o que facilita a aderência às células endoteliais de diversos 

órgãos, tais como cérebro, pulmão e rins. Além disso, a presença de adesinas do Plasmodium 

spp, propicia maior gravidade da doença, através do fenômeno conhecido por citoaderência 

(Finney et al, 2010; Francischetti et al, 2008). A trombocitopenia causada por remoção de 

plaquetas por fagócitos MN também tem sido relatada em pacientes com malária (Coelho et 

al, 2013). 

1.6- Resposta imune na malária 

O desenvolvimento da imunidade na malária inicia-se logo após o mosquito infectado 

inocular no hospedeiro. Os esporozoítos que apresentam tropismo pelos hepatócitos migram 

para o fígado. Alguns destes esporozoítos são reconhecidos e fagocitados pelas células de 

Kupffer (KC), que irão logo após se dirigir para o linfonodo mais próximo onde apresentarão 

fragmentos de antígeno para células T ―naive‖ pela ligação ao MHC Classe II (Schwenk & 

Richie, 2011). 
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A resposta imune inata, principalmente a fagocitose, representa a primeira linha de 

defesa para o plasmódio, seguida pela resposta adquirida (Muniz-Junqueira et al, 2001; 

Muniz-Junqueira & Tosta, 2009). 

A imunidade protetora é gradualmente adquirida pela exposição natural de indivíduos 

que residem em áreas endêmicas, mas é rapidamente perdida no momento em que a exposição 

do indivíduo ao parasito deixa de existir, indicando que a memória imunológica provocada 

pela malária é de curta duração e o paciente infectado deve estar continuamente exposto ao 

parasito (Todryk et al, 2008; Roestenberg et al, 2009, Keegan & Dushoff, 2013). 

Por outro lado, em áreas endêmicas para a malária, os indivíduos são continuamente 

expostos ao parasito e apresentam níveis elevados de anticorpos específicos (Mutis et al, 

2005). Nessas áreas, as infecções por P. falciparum e/ou P. vivax são geralmente 

acompanhadas de sintomas clínicos com grau variável de intensidade (Tauil, 2006). Contudo, 

relatos nessas áreas têm descrito a presença de pessoas com exame parasitológico positivo e 

ausência de sintomas clínicos. No Brasil, há casos de malária assintomática em indivíduos 

que apresentam história de longa exposição à doença (Fontes, 2001). 

1.7- Imunoglobulina A (IgA) e Imunoglobulina G (IgG) na Malaria 

As imunoglobulinas desempenham importante papel como mediador de proteção para 

malária. Vários trabalhos relatam a busca por vacinas (Bueno et al, 2011), bem como, o uso 

de terapias baseadas em imunoglobulinas (Ig) (Pleass & Holder, 2005; Shi et al, 2011). 

Dentre as classes de imunoglobulinas a IgG é a mais abundante no soro humano, seguida por 

IgA. As IgGs são glicoproteínas multifuncionais encontradas no sangue e em outros fluidos 

do organismo capazes de conferir proteção para malária devido sua capacidade de ligação e 

neutralização no parasito (Pleass & Holder, 2005). 
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 A IgA é uma glicoproteína presente no soro e em maior concentração nas mucosas, 

tem a capacidade de se ligar aos micro-organismos e desta maneira, impedir a aderência 

destes à superfície das células (Carneiro-Sampaio et al, 1996). A ação da IgA  da qual é 

relativamente resistente à degradação enzimática, é atuar localmente, principalmente em 

mucosas (Hanson, 2007). A IgA está envolvida principalmente na proteção das superfícies da 

mucosas. Elas atuam em diversos mecanismos efetores, entre estes, neutralização, 

opsonização, fagocitose e liberação de diversas citocinas (Roger et al, 2008; Bakema e 

Egmond, 2011).  

A literatura mostra a importância da IgG na infecção por malária, enquanto que para 

IgA os resultados ainda são controversos. Estudos sugerem um papel importante da IgA em 

camundongos infectados por P. yoelii (Mkaddem et al, 2012), porém devido a limitação de 

métodos empregados, alguns autores acreditam que a IgA não tem uma função relevante na 

malária (Shi et al, 2011). Sabe-se que existe associação de nefropatia mediada por IgA em 

pacientes infectados por P. falciparum (Yoo et al, 2012, Rafieian-Kopaei et al, 2013). 

A interação de imunoglobulinas e células é realizada através de receptores.  

Receptores para o fragmento Fc da imunoglobulina G (FcγR), pertencentes ao grupo da 

superfamília de imunoglobulinas, são moléculas importantes capazes de mediar e controlar as 

funções efetores da IgG. Em humanos, há três tipos diferentes de FcγR: FcγRI (CD64), 

FcγRII (CD32) e FcγRIII (CD16). Estudos têm mostrado que os receptores FcγRs estão 

envolvidos na internalização de imunoglobulinas e constituem um dos principais mecanismos 

efetores das imunoglobulinas (Lisi et al, 2011).  
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Receptores para o fragmento Fc da IgA também têm sido relatados na superfície de 

macrófagos e neutrófilos (Monteiro et al, 1992; Honorio-França et al, 2001; Monteiro & Van 

de Winkel, 2003; França et al, 2011), podendo estar envolvidos no processo de fagocitose.  

O receptor FcαRI (CD89) é um importante imunomodulador com funções anti e pró-

inflamatórias (Pasquier et al, 2005, Bakema & Egmond, 2011). A ligação da IgA ao receptor 

FcαRI pode ativar os mecanismos intracelulares de  macrófagos (Van Egmomd et al, 2000). A 

expressão do receptor FcRI pode desempenhar um papel importante na defesa de várias 

infecções (Honorio-França et al, 1997; Honorio-França et al, 2001; França et al, 2011). No 

entanto, o papel destes receptores, bem como as interações com IgA durante as infecções por 

P. vivax, ainda é parcialmente compreendido. 

A presença de IgA e IgG específicas para Plasmodium spp  têm sido detectadas em 

soro humano (Biswas et al, 1995; Kassim et al, 2000; Dechant & Valerius, 2001; Corthésy, 

2003). As imunoglobulinas podem proteger o indivíduo de uma re-infeção ou de 

manisfestação clínica da doença, a duração desta imunidade é dependende de novo contato 

com o parasito (Hill et al, 2013; Muellenbeck et al, 2013; Leoratti et al, 2008). Em áreas 

endêmicas para a malária, indivíduos continuamente expostos têm produção gradual de 

anticorpos específicos que atingem níveis elevados e estáveis, na fase tardia da vida (Gomes 

et al, 2011). 

1.8- As citocinas na malária 

As complicações decorrentes de infecções por P. vivax podem levar a processos 

inflamatórios crônicos. A inflamação pode ser sistemicamente controlada por diversos sinais 

bioquímicos. Um importante mediador desses sinais são as citocinas (Chen & Liu, 2009).  
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As citocinas são uma família de mediadores proteicos ou glicoproteicos solúveis, de 

baixo peso molecular (geralmente de 15–30 kDa), sintetizadas por diferentes linhagens 

celulares, incluindo os leucócitos, em resposta a estímulos inflamatórios ou antigênicos 

(Radford-Smith & Jewell, 1994; Mann & Young, 1994). Atuam localmente de maneira 

autócrina ou, parácrina, pela ligação à receptores de alta afinidade em células alvo (Mann & 

Young, 1994). Algumas citocinas podem ser produzidas em quantidade suficiente e alcançar a 

circulação periférica podendo exercer ações endócrinas (Sherry & Cerami, 1988; Mann & 

Young, 1994; Bozkurt, 2000). 

Alguns estudos têm demonstrado a importância da interação do P. falciparum e P. 

vivax em células humanas, nos quadros clínicos graves associados ao controle da parasitemia, 

com produção de citocinas inflamatórias, entre estas, TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12 e INF-γ (Jide 

et al, 2009; Underhill, 2003). A participação de células dendridicas (CD) e de receptores do 

tipo Toll-Like (TLRs) na fisiopatogenia do Plasmodium spp também tem sido reportado 

(Stevenson & Urban, 2006). 

A literatura relata a importância do padrão de citocinas e de suas interações na 

resposta imune do hospedeiro durante infecção por P. vivax (Zeyrek et al, 2006, Sortica et al, 

2012).  P. vivax induz uma maior produção de citocinas em relação a P. falciparum mesmo 

com biomassa parasitária semelhante (Anstey et al, 2009). O aumento da parasitemia, bem 

como a resposta imunológica durante o percurso da doença são fatores que determinam sua 

gravidade (Sortida et al, 2012). Os níveis elevados de citocinas do tipo Th1 e Th2 como IFN-γ 

e IL-4, respectivamente, têm sido associados à gravidade da doença, no entanto existem 

muitas dúvidas sobre o papel imunológico destas citocinas na patogênese da doença 

(Tangteerawatana et al, 2007). 
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Na malária ocorre ativação tanto de células Th1 quanto de células Th2, sendo 

necessário para a proteção do indivíduo um equilíbrio entre as citocinas produzidas por ambos 

os perfis celulares (Mbugi et al, 2010). Na infecção por P. vivax, estudos vêm evidenciando o 

papel protetor da citocina IL-4 como regulador negativo dos efeitos pró-inflamatórios 

ocasionada por P. vivax. Apesar de possuir baixos níveis sistêmicos, IL-4 parece ser um 

mediador central com várias interações significativas em indivíduos assintomáticos 

(Mendonça et al, 2013).  Por outro lado, citocinas anti-inflamatórias como TGF-β e IL-10 nas 

fases iniciais da infecção correlacionam-se a elevadas parasitemias, porém em fases tardias da 

infecção parecem prevenir sintomas mais graves (Walther et al, 2009).  

As citocinas promovem modulações durante a infecção por Plasmodium spp que 

podem resultar na modificação dos componentes celulares e bioquímicos do sangue, 

melhorando ou agravando a fisiopatologia do paciente. Citocinas inflamatórias posuem um 

papel importante na evolução da infecção do Plasmodium spp. Alguns trabalhos têm avaliado 

o nível de citocinas em pacientes infectados por P. vivax (Andrade et al, 2010; Gonçalves et 

al, 2010), contudo, os dados sobre suas funções durante o curso da infecção ainda são 

controversos. Durante a infecção, as citocinas desempenham um papel duplo, controlando o 

crescimento do parasito, por um lado, e exacerbando a patologia por outro lado (Kabyemela et 

al, 2013). Os efeitos antagônicos são atribuídos ao tempo de expessão e ao equilíbrio das 

citocinas anti e pró-inflamatórias (Dodoo et al, 2002). A citocina IFN-, por exemplo, possui 

um papel importante na proteção do hospedeiro para infecção por Plasmodium spp, no 

entanto também é um fator de patogenicidade nos sintomas da malária grave (Inoue et al, 

2013). 

Também se devem considerar outras citocinas com atividade pró-inflamatórias. A IL-

17, é produzida principalmente por linfócitos T CD4, está envolvida na indução de respostas 
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inflamatórias. Estudos com a IL-17 evidenciaram o seu papel relacionado com a imunidade 

em indivíduos co-infectados com o P. falciparum e com a Wuchereria bancrofti (Metenou et 

al, 2011). No entanto, o papel da citocina IL-17 nos mecanismos imunopatológicos da malária 

ainda não foram totalmente elucidados (Braga et al, 2012; Hu, 2013), constituindo-se  um 

campo aberto para novos estudos.  

1.9- Parâmetros reológicos do sangue de indivíduos infectados por P. vivax 

Os ensaios reométricos baseiam-se no estudo do fluxo e da deformação de materiais 

biológicos sob influência de restrições aplicadas às propriedades físicas, no transporte, no 

movimento, tais como a viscosidade, tensão de cisalhamento e taxa de cisalhamento. Assim 

aplicam-se aos estudos reológicos a mecânica dos meios contínuos, os fenômenos de 

transporte e a mecânica dos fluídos (Verdier et al, 2009; Santos, 2009). Um fluido newtoniano 

caracteriza-se por possuir viscosidade absoluta constante, independente da variação da taxa de 

deformação (Schramm, 2006). Por outro lado, um fluido não newtoniano não segue a lei da 

viscosidade de Newton, a sua viscosidade não é constante, isto é, pode apresentar taxa de 

deformação (Rao, 1999). 

Sabe-se que a reologia do sangue pode ser influenciada pelo valor do hematócrito, 

viscosidade do plasma, deformação dos eritrócitos e agregação eritrocitária. Os leucócitos 

também podem ser reologicamente importantes para o fluxo ao nível da microcirculação 

(Ernst & Bergmann, 1989; Piagnerelli et al, 2003). 

Alterações hemorreológicas podem ser verificadas por deformação em eritrócitos, no 

fluxo e na constituição do sangue. Trabalhos na literatura incluem investigações sobre o 

estudo das propriedades macroscópicas do sangue usando ensaios reométricos e também 

propriedades microscópicas (Robertson et al, 2008).  
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A viscosidade do sangue associada à baixa velocidade de fluxo depende 

fundamentalmente da agregabilidade eritrocitária, da participação de proteínas plasmáticas e 

de características de interação célula-célula (Foresto et al, 2005). O desenvolvimento 

intracelular do parasito é acompanhado por uma série de mudanças estruturais, biológicas, 

químicas e funcionais dos eritrócitos, evidenciadas por alterações na membrana celular, que 

são responsáveis pelos sintomas clínicos e patológicos.  

Alterações das propriedades de adesão e reológicas de eritrócitos são de extrema 

importância, uma vez que esses traços estão diretamente ligados ao aumento da destruição 

dessas células levando a um quadro de anemia e ao sequestramento de células (Mohandas & 

An, 2012). As infecções por Plasmodium spp, devido ao tropismo por eritrócitos e as suas 

modificações na estrutura das células parasitadas, desempenham um papel importante no 

fluxo sanguíneo, em particular no sistema microvascular. Dentre estas modificações 

destacam-se a citoaderência, a formação de ―rosetas‖ devido a aderência de células infectadas 

às células não-infectadas, levando ao aparecimento de agregados celulares que interferem na 

microcirculacão. Na malária grave, os eritrócitos tornam-se rígidos, o que resulta em 

alterações no fluxo sanguíneo (Dondorp et al, 2008). 

O sangue de indivíduos não infectados apresenta comportamento reológico com 

presença de eritrócitos com baixas taxas de deformação, capazes de formar aglomerados 

tornando-o fluido. O comportamento reológico varia de indivíduo para indivíduo, de acordo 

com a temperatura e pode ser afetado por várias patologias (Santos, 2009). Estudos realizados 

em outras patologias relatam variação de taxas de viscosidade (França et al, 2014). Também 

em infecções por P. knowlesi, ocorre alterações nas propiedades reológicas, como o aumento 

da viscosidade do sangue e menor fluidez dos eritrócitos nos vasos sanguíneos (Martínez-

Salazar et al, 2012). 
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Visto que os eritrócitos são os principais componentes sanguíneos, as variações nas 

taxas de deformação dessas células estão diretamente relacionadas às alterações reológicas do 

fluxo sanguíneo (Simmonds et al, 2003). Supõe-se que a viscosidade sanguínea em patologias 

como a malária pode estar modificada (Puig-de-Morales-Marinkovic et al, 2007; Veerapaneni 

et al, 2011). 

Estudos realizados com P. falciparum relatam que os merozoitas invadem as células 

dos eritrócitos modificam o seu citoesqueleto e inserem suas proteínas parasitadas nas 

membranas dos mesmos. Estas proteínas apresentam um importante fator na virulência da 

malária. A proteína PFEMP1 é a principal variante presente no P. falciparum e tem um 

importante papel na resposta imune do hospedeiro, porque provoca a ligação destes receptores 

de membrana ao eritrócito infectado (Grau & Craig, 2012). Acredita-se que a ruptura dos 

eritrócitos com aumento da taxa de agregação do sangue, possa ser importante nestes 

processos (Baskurt et al, 1997; Baskurt & Meiselmam, 2003; Cloutier et al, 2008). O sangue 

de indivíduos infectados por P. falciparum provoca alterações reológicas e conformacionais 

nas células sanguíneas resultando em obstruções de vasos capilares provocando a dificuldade 

dos eritrócitos circularem (Fedosov et al, 2014). 

É possível que fatores hemodinâmicos durante as infecções por Plasmodium spp 

possam estar associados a alterações em parâmetros reológicos e na liberação de citocinas 

inflamatórias.  
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A malária é uma das principais doenças infecciosas, sendo considerada re-emergente 

em vários países e causada pelo protozoário do gênero Plasmodium spp.  Evidências indicam 

que as respostas mediadas por células e suas interações com os receptores também resultam 

em um processo de inflamação e isso contribui para a evolução da patogênese na malaria. 

Assim, o equilíbrio adequado entre a regulação de citocinas, a concentração de 

imunoglobulinas IgA e IgG, e expressão desses receptores nas respostas imunológicas poderá 

contribuir no esclarecimento imunopatológico das infecções pelo P. vivax. 

Além disso, este trabalho irá procurar estabelecer uma relação das alterações do 

fluxo sanguíneo de amostras positivas para o P. vivax, através de análises reológicas. Essas 

alterações das propriedades reológicas em termos celulares são de extrema importância na 

malária. O desenvolvimento intracelular do parasito da malária é acompanhado por uma série 

de mudanças estruturais, biológicas, químicas e funcionais dos eritrócitos, evidenciadas por 

alterações na membrana celular. É possível que fatores hemodinâmicos durante as infecções 

por Plasmodium spp possam estar associados a alterações desses parâmetros reológicos, 

contribuindo para a modulação e liberação de citocinas.  
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3.1- GERAL 

O objetivo deste estudo foi verificar a concentração sérica de imunoglobulinas e 

citocinas séricas, a expressão de receptores para imunoglobulinas em eritrócitos e os 

parâmetros reológicos de sangue de indivíduos infectados por P. vivax comparando com os 

indivíduos não infectados. 

 

3.2- ESPECÍFICOS 

 Dosar a concentração de IgA e IgG em soro de indivíduos infectados e não infectados 

por P. vivax; 

 Avaliar a expressão dos receptores FcαRI (CD89), FcγRII (CD32) e FcγRIII (CD16) 

em eritrócitos de indivíduos infectados e não infectados por P. vivax; 

  Quantificar a concentração das citocinas IL-2, IL4, IL6, IL10, TNF-α, IFN-γ, TGF-β 

e IL-17 em soro de pacientes infectados e não infectados por P. vivax; 

 Analisar os parâmetros reológicos e a imunomodulação pelas citocinas IL4, TGF-β, 

IFN-γ e IL-17 em sangue de indivíduos infectados e não infectados por P. vivax.  
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4.1-Sujeitos Amostrais 

As amostras de sangue foram coletadas de 69 indivíduos, sendo 37 controle e 32 

infectados por P. vivax, nas áreas endêmicas da Amazônia Legal nos municípios de Cruzeiro 

do Sul-AC no ambulatório do hospital do vale do Juruá, e no posto de malária Capuchu, em 

Porto Velho-RO, no posto de saúde Adelaide. As amostras de sangue de indivíduos não 

infectados que se dispuseram a participar da pesquisa foram coletadas no laboratório de 

imunomodulação situado no campus do Araguaia da UFMT na cidade de Barra do Garças, 

considerada uma região não endêmica para malária e todos com diagnóstico negativo. Os 

indivíduos não infectados eram alunos de graduação e pós-graduação da UFMT e 

profissionais de nível superior. 

Em indivíduos infectados por P. vivax a coleta foi realizada antes de iniciar o 

tratamento para malária. As amostras foram trazidas sob condições de transporte e 

armazenamento adequados para serem analisadas no laboratório de imunomodulação no 

campus Araguaia/UFMT em Barra do Garças-MT sendo armazenadas em freezer -80°C para 

posterior análise. Os indivíduos que concordaram em participar da pesquisa receberam 

informações sobre os objetivos, os riscos e os benefícios do trabalho, e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Campus 

Araguaia/UFMT conforme o parecer consubstanciado do CEP nº 440.602 de 30/10/2013 

(Anexo 1).  

4.2-Procedimentos da coleta das amostras  

Foram coletados 8 mL de sangue venoso em tubos BD Vacutainer
®
 com  EDTA 

(Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético) para realização das análises reológicas e de receptores 
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Ig em eritrócitos. Também foram coletados 8 mL de sangue em tubos sem anti-coagulante 

para obtenção do soro, para posterior dosagem de imunoglobulina e citocinas.  

 

4.3- Análise parasitológica de sangue 

Para avaliação da parasitemia foram confeccionadas lâminas de esfregaços sanguineos 

de pacientes infectados por P. vivax. As amostras de sangue foram coletadas por punção 

venosa sem anticoagulante (EDTA). Logo após a coleta foi preparada a lâmina pela técnica da 

gota espessa corada com Giemsa (Herera et al, 2014). As lâminas foram analisada em 

microscopia optica (Nikon, Japão), contagem de 200 campos, e o número de parasitos 

encontrados foram multiplicados por 5 (Bueno et al, 2012). 

4.4- Obtenção do soro 

Para obtenção do soro, amostras de sangue sem anticoagulante foram centrifugadas 

por 15 minutos a 300 g. O soro foi separado e armazenado a -80
o
C  para posterior dosagens de 

imunoglobulinas e citocinas.   

    

4.5- Quantificação da concentração de IgA e IgG total  

Foram analizadas 16 amostras, sendo 8 de indivíduos não infectados e 8 de infectados 

por P. vivax. A determinação da concentração de IgA e IgG no soro foi realizada pelo método 

de imunoturbidimétrico usando um kit específico comercializado pela Biotécnica. Amostras 

de soro e o calibrador foram diluídos a 1:5 (v/v) com uma solução salina (9g/L). Uma curva 

de calibração foi obtida usando um calibrador MultiCal (Biotécnica) para determinar a curva 

padrão. 10 µl de soro e calibrador (previamente diluídas) foram colocados em 1 ml de solução 

tampão contendo: Anticorpos anti-IgA; anti IgG. As suspensões foram  misturadas e 
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incubadas durante 10 min a 37ºC em banho-maria.  A absorbância das amostras e calibrador 

foi lida em comprimento de onda 340 nm no aparelho de espectrofotômetro Bioplus Bio-

2000. Para o cálculo da concentração de IgA total e IgG total foi dividido a absorbância da 

amostra pela absorbância do calibrador e multiplicado pela concentração do calibrador 

(Biotécnica). Os resultados foram expressos em miligramas por decilitros (mg/dl).   

4.6- Quantificação das citocinas  

Para a quantificação das citocinas foi utilizado um total de 25 amostras, sendo 13 de 

indivíduos não infectados e 12 infectados por P. vivax. O ensaio da detecção de citometria foi 

realizado no laboratório de imunomodulação da Universidade Federal de Mato Grosso - 

Campus Universitário do Araguaia, Barra do Garças-MT. As concentrações de citocinas 

presentes nas amostras foram avaliadas pelo Kit ―Cytometric Bead Array‖ (CBA, BD 

Bioscience, USA). Nesse estudo foram usadas para a quantificação as citocinas, INF-γ, TNF-

α, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 nas amostras. Sete populações de beads com distintos 

tamanhos foram conjugadas com um anticorpo de captura específico para cada citocina, 

misturadas para formar o CBA e lidas no canal FL3 do citômetro de fluxo. (FACS Calibur, 

BD Bioscience, USA). As populações de beads foram visualizadas de acordo com os 

respectivos tamanhos, da menos brilhante para a mais brilhante. No CBA, os beads de captura 

das citocinas foram misturados com anticorpos de detecção conjugado com o fluorocromo 

ficoeretrina (PE), e depois incubadas com as amostras para formar o ensaio ―em sanduiche‖. 

Os tubos para a detecção das citocinas das amostras de soro de indivíduos infectados por P. 

vivax, e os soros de indivíduos não infectados, foram preparados com: 50 µl do reagente das 

amostras da mistura de beads e 50µl do reagente de detecção Th1/Th2PE. O mesmo 

procedimento foi realizado para obtenção da curva-padrão. Os tubos foram homogeneizados e 
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incubados por três horas, em temperatura ambiente no escuro. Os resultados foram gerados 

em gráficos e tabelas utilizando-se o Software Cell Quest (BD) FCAP array. 

 

4.7- Quantificação da citocina TGF-β  

Foi analizado um total de 25 amostras, sendo 13 de indivíduos não infectados e 12 de 

infectados por P. vivax. As concentrações da citocina TGF-β presente nas amostras de soro 

foram avaliadas pela técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). As 

concentrações de TGF-β foram determinados utilizando um kit da Enzo life science (UK). As 

análises foram realizadas em espectrofotômetro com filtro de 450 nm. Os resultados foram 

calculados utilizando curva padrão e os resultados foram expressos em pg/dL. 

4.8- Obtenção dos eritrócitos   

As amostras coletadas de sangue com EDTA de indivíduos infectados e não infectados 

com P. vivax, foram centrifugadas por 15 minutos a 160 G. O plasma foi retirado e as células 

foram lavadas duas vezes com solução salina. A seguir as células foram contadas em câmara 

de Neubauer, e as concentrações celulares ajustadas para 2 x 10
6
 células/ml. Esta preparação 

foi utilizada para as análises dos receptores de imunoglobulinas.                                              

4.9- Expressão dos receptores FcαRI (CD89), FcγRII (CD32) e FcγRIII (CD16) em células de 

sangue de indivíduos com malária 

Foram analizadas 14 amostras, sendo 7 de indivíduos não infectados e 7 de infectados 

por P. vivax. Após a separação as células foram lavadas com Tampão Fosfato (PBS) acrescido 

de BSA (soro albumina bovino) por 10 minutos a 4
o 

C. A seguir as células foram pré-

incubadas com 10ul com anticorpos monoclonais anti-FcᵧRI (CD89)-FITC, anti-FcᵧRII 

(CD32)-PE, FCαRIII (CD16)-FITC. Também utilizou como controle um anticorpo 
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monoclonal IgG1k (0.1mg/ml) por 30 minutos. Logo após as amostras foram lavadas e 

ressuspendidas com PBS-BSA (5mg/ml) e analisadas por citometria de fluxo (FACS Calibur, 

BD Bioscience, USAca) e os resultados foram avaliados utilizando o software Cell Quest. 

4.10- Alterações do fluxo sanguíneo nas análises reológicas com P. vivax 

Foram analisados de 69 amostras, sendo 32 de indivíduos infectados e 37 de não 

infectados por P. vivax. Para a realização dos exames reológicos foram coletados 2mL de 

sangue de cada paciente infectado com P. vivax em tubos a vácuo com anticoagulante. As 

análises reológicas foram realizadas em Modular Compact Rheometer (Anton 

Paar
®
GermanyGmbH – MCR 102) acoplado ao Software Rheoplus V3.61, com controle 

permanente do gap de medição com suporte TruGap™ em 0,099 mm, célula de medição 

Toolmaster™ CP 50 e controle preciso da temperatura com recurso T-Ready™. Todos os 

experimentos, 600 µL de sangue positivo para P. vivax foram adicionados sobre a superfície 

da placa de leitura. As amostras de sangue total de pacientes infectados com P. vivax e não 

infectados foram moduladas com 20 µl de citocinas IL-4, IFN-, TGF- e IL-17 (Sigma, St. 

Louis, USA) com concentração igual a 100 pg/ml para cada 580 µl de sangue total. Nos 

grupos que tiveram citocinas associadas, foram utilizados 20 µl de cada citocina para 560 µl 

de sangue total de pacientes positivos para P. vivax e os controles utilizados. Escolheu-se a 

temperatura de 37°C por 30 minutos e em seguidas foram lidas no reômetro para análise dos 

padrões imunorreológicos. Os gráficos reológicos foram todos tratados sob o Software 

Rheoplus. Para as curvas de fluxo e viscosidade os parâmetros estabelecidos foram baseados 

no controle da tensão de cisalhamento (τ) de 0 a 5 Pascal (Pa) para curva ascendente e de 5 a 

0 Pa para a curva descendente. Estes ensaios foram realizados em condições isotérmicas a 

37°C, para a curva de viscosidade sob varredura de temperatura os parâmetros estabelecidos 

foram baseados no controle fixo da tensão de cisalhamento (τ) em 1Pa, com variação de 
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temperatura de 25 ± 0,1 a 45 ± 0,1°C e taxa de aquecimento de 1°C/minuto. Foram 

registrados parâmetros a cada 0,5 ± 0,1°C totalizando 41 leituras por análise de cada am ostra 

(França et al, 2014). 

4.11- Análise estatística 

Para a análise da concentração de citocinas e de imunoglobulinas (IgA e IgG) foi 

utilizado o teste t student. Para a expressão dos receptores FcαRI (CD89), CD16 e CD32 em 

eritrócitos e os parâmetros reológicos foi utilizada Análise de Variância (ANOVA) seguida 

pelo teste de comparação múltipla de Tukey. Também foi realizada a análise da relação de 

viscosidade e parasitemia em presença de citocinas através do cálculo do coeficiente de 

correlação de Pearson. As estatísticas foram consideradas significantes quando o valor de P 

foi menor que 0.05 (p<0,05).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RESULTADOS  
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5.1- Caracterização dos indivíduos  

 

A população avaliada neste trabalho foi composta em sua maior parte por indivíduos 

jovens, do sexo masculino, que viviam em área endêmica e que apresentaram baixa 

parasitemia. Na Tabela 1 estão apresentadas as características gerais de indivíduos infectados 

por P. vivax e indivíduos não infectados. A média de idade dos indivíduos infectados com P. 

vivax foi de 30,5 anos e não infectados 28,7 anos, sendo predominante o sexo masculino 

(78,12%) em indivíduos infectados. Nos indivíduos do grupo controle houve predomínio de 

indivídios do sexo feminino (51,36%). O tempo médio de sintomas foi de 3,1 dias e a grande 

maioria dos indivíduos apresentavam um baixo nível de escolaridade (84,87%). Todos os 

indivíduos infectados não faziam uso de medicamentos nos últimos 60 dias e não apesentaram 

episódios de malária neste período com média de parasitemia foi de 1746,87±728,22 

ul/sangue. O sangue dos indivíduos infectados foi coletado em Cruzeiro do Sul-AC e Porto 

Velho-RO e o sangue dos indivíduos não infectados foi coletado em Barra do Garças-MT.  
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Tabela 1- Características gerais de indivíduos infectados e não infectados por P. vivax 

Características Não infectados Infectados 

Nº indivíduos 37 32 

Idade (Média±DP) 28,7±8,12 30,5 ± 10,52 

Sexo (%) 

 

M 

F 

18/37 (48,64) 

19/37 (51,36) 

26/32 (78,12) 

6/32 (21,87) 

Sintomas (Dias) (Média±DP) 0 3,10 ± 1,40 

Escolaridade (%) 

 

 

Fundamental 

Médio 

Superior 

2/37 (5,40) 

15/37 (40,54) 

20/37 (54,05) 

27/32 (84,87) 

4/32 (12,50) 

1/32 (3,12) 

Tratamento (%) 

 

Não 

Sim 

100 

0 

100 

0 

Parasitemia (Média±DP) 0 1746,87± 728,22 

Área endêmica (%) 

 

Não 

Sim 

100 

0 

0 

100 

DP = Desvio Padrão 
% = Percentagem  
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5.2- Concentração de IgA e IgG (mg/dl) no soro de indivíduos infectados e não infectados por 

P. vivax 

Na figura 2 está apresentado a concentração de IgA em soro de indivíduos infectados 

por P. vivax. Observou-se que os níveis de  IgA foram maiores no soro de indivíduos 

infectados por P. vivax, (265,20±40,78 mg/dl), quando da comparação com indivíduos não 

infectados (152,20±17,39 mg/dl).  

 

 

Figura 2- Concentração de IgA nos indivíduos infectados e não infectados com P. vivax. Os 

resultados foram expressos pela média e erro padrão de soro de oito indivíduos em cada 

grupo. * p<0,05. 
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Na figura 3 está apresentada a concetração de IgG no soro de indivíduos infectados 

por P. vivax. Houve aumento na concentração de IgG no soro de indivíduos infectados por P. 

vivax (1341,0±41,33 mg/dl) quando comparado aos valores encontrados no soro de indivíduos 

controle (991,0±95,49 mg/dl). 

 

 

 

Figura 3- Concentração de IgG nos indivíduos infectados e não infectados com P. vivax. Os 

resultados foram expressos pela média e erro padrão no soro de oito indivíduos em cada 

grupo. * p<0,05. 
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5.3- Concentração (pg/mL) das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, TGF-β, IFN-γ e IL-

17, no soro de indivíduos infectados por P. vivax 

Na tabela 2 estão apresentados as concentrações (pg/ml) das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-10, TNF-α, IFN-γ, TGF-β e IL-17 no soro de indivíduos infectados por P. vivax. Observa-

se que houve aumento das concentrações de IFN-γ e IL-17 em soro de indivíduos infectados 

por P. vivax. As concentrações das citocinas IL-4, IL-2, IL-10 e IL-6 em soro de indivíduos 

infectados por P. vivax foram similares às concentrações encontradas em soro de indivíduos 

controle. A concentração de TNF-α não alterou em soro de indivíduos infectados quando da 

comparação às concentrações observadas em indivíduos não infectados.  

As concentrações do TGF-β foram menores no soro de indivíduos infectados quando 

comparada as concentrações encontradas em soro de indivíduos controles. (Tabela 2). 
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Tabela 2.  Concentração (pg/mL) de citocinas em soro de indivíduos infectados por P. vivax. 

Citocinas 
Não infectados 

 (n=13) 

Infectados 

 (n=12) 

IL-2 5.46±1.25 5.84±0.80 

IL-4 5.70±2.80 5.82±1.26 

IL-6 3.97±2.48 3.76±2.97 

IL-10 3.13±0.80 8.10±7.75 

TNF-α 2.35±1.14 1.33±0.11 

TGF-β 32,20±8,90 7,60±6,60* 

IFN-γ 3.8±0.93 4.86±0.34* 

IL-17 3.62±0.83 4.44±0.60* 

Os dados foram expressos em média ± desvio padrão.*Diferença estatística entre os 

indivíduos infectados e não infectados. * p<0,05 
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5.4- Expressão dos receptores FcγRIII (CD16), FcγRII (CD32), FcαRI (CD89) em eritrócitos 

de indivíduos infectados por P. vivax 

 

A expressão do receptor FcγRIII (CD16) em eritrócitos de indivíduos infectados por 

P. vivax está apresentada na figura 4. A expressão do receptor CD16 foi maior em eritrócitos 

de indivíduos infectados pelo P. vivax. 

   

 

Figura 4- Expressão do receptor  FcγRIII (CD16) em eritrócitos de indivíduos infectados por 

P. vivax. Os resultados foram expressos pela média e erro padrão de eritrócitos de sete 

indivíduos em cada grupo. *p<0.05. 
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Na figura 5 estão apresentados os resultados da expressão do receptor FcγRII (CD32) 

em eritrócitos de indivíduos infectados e não infectados por P. vivax. Observa-se que a 

expressão deste receptor CD32 foi menor em eritrócitos de indivíduos infectados por P. vivax 

quando comparado a expressão em eritrócitos do grupo controle. 

 

 

 

Figura 5- Expressão do receptor FcγRII (CD32)  em eritrócitosde indivíduos infectados e não 

infectados com P. vivax. Os resultados foram expressos pela média e erro padrão de 

eritrócitos de sete indivíduos em cada grupo. *p<0.05. 
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Os resultados da expressão do receptor CD89 estão apresentados na figura 6. A 

expressão do receptor CD89 em eritrócitos de indivíduos infectados por P. vivax foi similar a 

expressão encontrada em eritrócitos de indivíduos não infectados. 

 

 

 

Figura 6- Expressão de receptor FcαRI (CD89) em eritrócitos de indivíduos infectados por P. 

vivax. Os resultados foram representados pela média e erro padrão de eritrócitos de 7 

indivíduos de cada grupo. * p>0.05. 
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5.5- Parâmetros reológicos do sangue de indivíduos infectados por P. vivax 

 

Na figura 7 estão apresentados os resultados da curva de fluxo do sangue de 

indivíduos infectados por P. vivax. Observa-se que tanto o sangue de indivíduos infectados 

como os não infectados por P. vivax apresentam curva em forma de parábola, ascendente não 

linear, característica de fluidos não newtonianos.  

 

 

Figura 7- Curva de fluxo do sangue de indivíduos infectados e não infectados por P. vivax. 

Os dados representam a média obtida do sangue de 37 indivíduos não infectados e 32 

indíviduos infectados por P. vivax.  
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Na figura 8 estão representados os resultados da curva de viscosidade do sangue de 

indivíduos infectados por P. vivax, analisados na faixa de temperatura de 25 a 45 °C. O 

sangue de indivíduos infectados por P. vivax, ao longo da curva, independente da temperatura, 

apresentou aumento de viscosidade (p<0,0001) quando da comparação a viscosidade do 

sangue de indivíduos não infectados. 

 

 

Figura 8 - Curva de viscosidade de indivíduos infectados e não infectados por P. vivax em 

diferentes temperaturas (25 a 45 ° C). Os dados representam a média obtida do sangue de 37 

indivíduos controle e 32 indíviduos infectados por P. vivax. 
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A figura 9 mostra os resultados da curva de viscosidade em relação as taxas de 

cisalhamento do sangue de indivíduos infectados e não infectados por P.vivax, sob 

temperatura de 37
o 

C. Observou-se aumento da viscosidade (Pa·s x 10
-3

) no sangue de 

indivíduos infectados por P. vivax (4,43±1,93). 

 

 

 

Figura 9 - Curva de viscosidade em relação às taxas de cisalhamento do sangue total de 

indivíduos infectados e não infectados por P.vivax. Os dados representam a média obtida do 

sangue de 37 indivíduos controle e 32 indíviduos infectados por P. vivax. 
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A figura 10 demonstra a correlação dos índices de viscosidade em relação aos os 

níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por P.vivax. Observou-se que não 

houve diferença significativa na correlação dos índices de viscosidade com os níveis de 

parasitemia. 

 

Figura 10 – Correlação entre os índices de viscosidade e os níveis de parasitemia do sangue 

de indivíduos infectados por P.vivax.   

 

 5.6- Modulação por citocinas da Curva de viscosidade de sangue de indivíduos infectados  

A Figura 11 mostra curva de viscosidade em relação a tensão de cisalhamento do 

sangue de indivíduos infectados e por P. vivax na presença da IL-4. Independente da presença 

da citocina houve aumento da viscosidade do sangue de indivíduos infectados (4,85x10
-

3
±2,36x10

-3
) comparadado a viscosidade do sangue de indivíduos não infectados (3,78x10

-

3
±1,77x10

-3
). 

 

0

0,001

0,002

0,003

0,004

0,005

0,006

0 1000 2000 3000 4000 5000

V
is

co
si

d
ad

e 
m

éd
ia

 (P
a·

s)
 

Parasitemia (parasitos/μL)  

p= 0,0638 
r= -0,605054234 
 



  Resultados 

 
46 

 

 

Figura 11 - Curva de viscosidade do sangue total de indivíduos infectados por P. vivax e de 

não infectados na presença de IL-4 (p<0,05). Os dados representam a média obtida do sangue 

de 10 indivíduos controle e 10 indíviduos infectados por P. vivax. 

 

A figura 12 demonstra a correlação dos índices de viscosidade na presença da citocina 

IL-4 em relação aos os níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por P.vivax. 

Observou-se que não houve diferença significativa na correlação dos índices de viscosidade 

com os níveis de parasitemia. 
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Figura 12 – Correlação entre os índices de viscosidade na presença da citocina IL-4 e os 

níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por P.vivax.   

Os resultados da curva de viscosidade em relação à taxa de cisalhamento do sangue de 

indivíduos infectados por P.vivax na presença de TGF-β estão na figura 13. Na presença de 

TGF-β observou-se que houve aumento da viscosidade do sangue (p<0,05) de indivíduos 

infectados por P. vivax em relação a viscosidade observada no sangue de indivíduos não 

infectados.  
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Figura 13 - Curva de viscosidade do sangue total de indivíduos infectados e não infectados 

por P. vivax na presença de TGF-β. Os dados representam a média obtida do sangue de 10 

indivíduos controle e 10 indíviduos infectados por P. vivax.  

A figura 14 demonstra a correlação dos índices de viscosidade na presença da citocina 

TGF-β em relação aos os níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por 

P.vivax. Observou-se que não houve diferença significativa na correlação dos índices de 

viscosidade com os níveis de parasitemia. 
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Figura 14 – Correlação entre os índices de viscosidade na presença da citocina TGF-β e os 

níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por P.vivax.   

 

O comportamento das curvas de viscosidade e as taxas de cisalhamento do sangue de 

indivíduos infectados e por P. vivax na presença de IFN- estão apresentados na Figura 15. 

Observou-se aumento na viscosidade do sangue de indivíduos infectados por P. vivax 

(p<0,05). 
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Figura 15 - Curva de viscosidade do sangue total de indivíduos infectados e não infectados 

por P. vivax na presença de IFN-γ. Os dados representam a média obtida do sangue de 10 

indivíduos controle e 10 indíviduos infectados por P. vivax. 

A figura 16 demonstra a correlação dos índices de viscosidade na presença da citocina 

IFN-γ em relação aos os níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por P.vivax. 

Observou-se que não houve diferença significativa na correlação dos índices de viscosidade 

com os níveis de parasitemia. 
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Figura 16 – Correlação entre os índices de viscosidade na presença da citocina IFN-γ e os 

níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por P.vivax.   

 

Na figura 17 estão apresentadas as curvas de viscosidade em relação às taxas de 

cisalhamento do sangue de indivíduos infectados por P. vivax na presença da citocina IL-17. 

Observou-se que a viscosidade, na presença de IL-17, do sangue dos indivíduos infectados 

por P. vivax foi similar a viscosidade encontrada em sangue de não infectados. 
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Figura 17 - Curva de viscosidade do sangue total de indivíduos infectados e não infectados 

por P. vivax na presença de IL-17. Os dados representam a média obtida do sangue de 10 

indivíduos controle e 10 indíviduos infectados por P. vivax. 

A figura 18 demonstra a correlação dos índices de viscosidade na presença da citocina 

IL-17 em relação aos os níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por P.vivax. 

Observou-se que não houve diferença significativa na correlação dos índices de viscosidade 

com os níveis de parasitemia. 
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Figura 18 – Correlação entre os índices de viscosidade na presença da citocina IL-17 e os 

níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por P.vivax.   

Na figura 19 estão representadas as curva de viscosidade em relação às taxas de 

cisalhamento do sangue de indivíduos infectados por P. vivax na presença de IFN-γ e TGF-β. 

Observa-se que a associação de IFN-γ e TGF-β aumentou a viscosidade no sangue (p<0,05) 

de indivíduos infectados por P. vivax quando comparados à viscosidade do sangue de 

indivíduos controle. 

 

0

0,001

0,002

0,003

0,004

0,005

0,006

0,007

0,008

0,009

0 1000 2000 3000 4000 5000

V
is

co
si

d
ad

e 
m

éd
ia

 (P
a·

s)
 +

 IL
-1

7
 

Parasitemia (parasitos/μL) 

p= 0,9358 
r= 0,0293784 



  Resultados 

 
54 

 

 

Figura 19 - Curva de viscosidade do sangue total de indivíduos infectados e não infectados 

por P. vivax na presença de IFN-γ e TGF-β. Os dados representam a média obtida do sangue 

de 10 indivíduos controle e 10 indíviduos infectados por P. vivax. 

A figura 20 demonstra a correlação dos índices de viscosidade na presença da citocina 

IFN-γ e TGF-β em relação aos os níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados 

por P.vivax. Observou-se que não houve diferença significativa na correlação dos índices de 

viscosidade com os níveis de parasitemia. 
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Figura 20 – Correlação entre os índices de viscosidade na presença da citocina IFN-γ e TGF-

β e os níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por P.vivax.   

Na figura 21 estão representadas os resultados da curva de viscosidade em relação às 

taxas de cisalhamento do sangue de indivíduos infectados por P. vivax na presença de IL-17 e 

TGF-β. Observa-se que a associação destas citocinas aumentou a viscosidade do sangue de 

indivíduos infectados com P. vivax (p<0.05) em relação ao sangue de indivíduos não 

infectados. 
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Figura 21 - Curva de viscosidade do sangue total de indivíduos infectados e não infectados 

por P. vivax na presença de IL-17 e TGF-β. Os dados representam a média obtida do sangue 

de 10 indivíduos controle e 10 indíviduos infectados por P. vivax. 

 

A figura 22 demonstra a correlação dos índices de viscosidade na presença da citocina 

IL-17 e TGF-β em relação aos os níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados 

por P.vivax. Observou-se que não houve diferença significativa na correlação dos índices de 

viscosidade com os níveis de parasitemia. 
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Figura 22 – Correlação entre os índices de viscosidade na presença da citocina IL-17 e TGF-

β e os níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por P.vivax.   

As curvas de viscosidade em relação às taxas de cisalhamento do sangue de indivíduos 

infectados por P. vivax na presença de IL-17 e IFN-γ estão apresentados na figura 23. 

Observa-se que a associação de IL-17 e IFN-γ determina valores similares a viscosidade do 

sangue dos indivíduos infectados quando na comparação da viscosidade observada em sangue 

de indivíduos não infectados com P. vivax (p>0.05). 
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Figura 23 - Curva de viscosidade do sangue total de indivíduos infectados e não infectados 

por P. vivax na presença de IL-17 e IFN-γ. Os dados representam a média obtida do sangue de 

10 indivíduos controle e 10 indíviduos infectados por P. vivax. 

A figura 24 demonstra a correlação dos índices de viscosidade na presença da citocina 

IL-17 e IFN-γ em relação aos os níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por 

P.vivax. Observou-se que não houve diferença significativa na correlação dos índices de 

viscosidade com os níveis de parasitemia. 
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Figura 24 – Correlação entre os índices de viscosidade na presença da citocina IL-17 e IFN-γ 

e os níveis de parasitemia do sangue de indivíduos infectados por P.vivax.   
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Este estudo descreve os níveis de citocinas no sangue de indivíduos infectados com P. 

vivax, sendo pioneiro em avaliar os efeitos destas proteínas sobre os parâmetros reológicos.  

No Brasil a transmissão da malária concentra-se na Região Amazônica, composta 

pelos estados do Acre, Amazonas, Amapá, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima 

e Tocantins, compreendendo 807 municípios. Este trabalho foi realizado em Cruzeiro do Sul 

no Acre e Porto Velho Rondônia. Dados da Organização Mundial da Saúde indicam que o 

Brasil é responsável por 55% dos casos da doença notificados nas Américas (Braz et al, 

2013).  No presente estudo observou-se que a média de idade dos pacientes com malária foi 

de 30.5 anos. Resultados similares foram encontrados em estudos realizados na Colombia 

(Buitrago et al, 2013, Herrera et al, 2014).  

Em relação ao gênero ocorreu um predomínio de indivíduos do sexo masculino 

infectados por P. vivax. A malária é uma doença que apresenta maior frequência de casos em 

indivíduos do sexo masculino e menor em mulheres e crianças (Cotter et al, 2013). O número 

de casos de malária em indivíduos do sexo masculino é predominante em regiões da 

Amazônia Brasileira (Suárez-Mutis & Coura, 2007). Este fato parece estar associado ao maior 

risco de exposição dos homens em função do trabalho em matas e florestas. 

Os fatores como baixo nível educacional e migrações são determinantes para a 

presença de malária (Carrasquilla, 2001). O nível educacional encontrado no presente estudo 

foi baixo em todos os indivíduos infectados. Na região da Amazônia a doença é mais 

prevalente em trabalhadores rurais e de baixa escolaridade (Oliveira-Ferreira et al, 2010). 

Os indivíduos infectados apresentaram baixa parasitemia, não estavam hospitalizados 

e em tratamento para P. vivax, pois maioria tinham poucos dias de sintomas e quadro clínico 

não grave. Estudo realizado em Porto Velho-RO com 47 indivíduos infectados por P. vivax 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira-Ferreira%20J%5Bauth%5D
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também evidenciou baixa parasitemia (Rodrigues-da-Silva et al, 2014), o que corrobora com 

os resultados encontrados  no presente trabalho.  

O P.vivax invade preferencialmente reticulócitos (Furuya et al, 2014), possui uma 

menor patogenicidade, por isso não alcança níveis elevados de parasitemia, não sofrendo 

sequestro nos capilares e vasos sanguíneos (Pukrittayakamee et al, 2000).  

A resposta imunológica do hospedeiro na malária não é totalmente compreendida, pois 

a presença das imunoglobulinas no soro de indivíduos de regiões onde a malária é endêmica 

indica o desenvolvimento de resposta humoral para o parasito (Pradhan & Ghosh, 2013). A 

ligação IgA ao receptor pode gerar uma resposta imunológica eficiente (Wines et al, 2011). 

Os anticorpos podem se ligar aos merozoítos realizando a opsonização e aumentando a 

fagocitose (Osier et al, 2014).  

Estudos citam que o receptor FcαRI tem capacidade de interagir com os dois isotópos 

da imunoglobulina A, sendo capaz de se ligar tanto a IgA1 quanto a IgA2 (Bakema & 

Egmond, 2011). A resposta produzida, nessa interação, é baseada na ativação de células 

efetoras, sendo que os mecanismos que podem ser ativados incluem: fagocitose, citotoxidade 

celular dependente de anticorpo e produção e liberação de citocinas e quimiocinas (Wines et 

al, 2011). No presente estudo, apesar da malária não alterar a expressão dos receptores FcαRI 

em células de indivíduos infectados, houve aumento na concentração de IgA no soro.  

Na literatura há relato que a concentração de IgA não altera em infecções causadas por 

Plamodium spp (Leoratti et al, 2008), apesar de poder estar aumentada em  outras doenças 

parasitárias (Zarebavani et al, 2012). Também estudos sugerem associação entre nefropatia 

mediada por IgA e a malária causada por P. falciparum (Yoo de Kim et al, 2012 & Rafieian-

kopaei et al, 2013). 
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 Estudo experimental sugere importante papel protetor da IgA  na infecção por 

Plasmodium yoelii (Ben Mkaddem et al, 2013), por outro lado outros trabalhos relatam que a 

IgA não tem  papel relevante na infecção por malária, porém atribuem esta menor capacidade 

protetora da IgA ao modelo experimental utilizado em camundongos (Shi et al, 2011).  

Em outras patologias, como na imunodeficiência humana, houve diminuição da 

expressão receptores em pessoas infectadas e aumento dos níveis IgA séricos (Grossetête et 

al, 1995). Por outro lado, em uma pesquisa em pacientes com bacteremia provocada por 

bactérias gram-negativas, observou-se aumento na expressão de FcαRI, porém não houve 

correlação com os níveis de IgA (Chiamolera  et al, 2001).  

Trabalhos envolvendo parâmetros reológicos têm sido desenvolvidos usando 

principalmente anticorpos da classe IgA (Nunes et al, 2015). Proteínas plasmáticas, como as 

imunoglobulinas, presentes em algumas patologias, são agentes potentes na alteração da 

superfície do eritrócito e afetam a sua agregação (Burton et al,1977). Em várias espécies de 

animais, assim como humanos, os eritrócitos que são normalmente dispersos tendem a 

agregar na presença de determinadas imunoglobulinas (Schimid- Schobein et al, 1990). 

A Imunoglobulina A é reconhecida por possuir dupla função no sistema imunológico. 

Ela pode ter um efeito pró-inflamatório, estimulando a fagocitose. Além disso, pode ter efeito 

na neutralização, como também pode desencadear um efeito anti-inflamatório por inibir a 

ativação celular e induzir a síntese e liberação de citocinas como IL-10. Estudos citam que 

para a IgA exerce grande parte de suas funções necessitando de interação com seu receptor 

específico, o FcαRI/CD89 (Balu et al, 2011; Boross et al, 2013). O FcαRI/CD89 é um 

receptor de membrana expresso em diferentes tipos celulares, sendo que se localiza 

principalmente em células da linhagem mielóide (monócitos, macrófagos, neutrófilos, 
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eosinófilo), mas também pode ser expresso em células dendríticas e plaquetas (Qian et al, 

2008 ). 

A literatura tem reportado a importância de outros anticorpos na malária, como as 

imunoglobulinas do tipo G. Esta é uma glicoproteína multifuncional encontrada no sangue e 

outros fluídos dos organismos capazes de conferir proteção para malária devido sua 

capacidade de ligação e neutralização do parasito (Pleass & Holder, 2005). No presente 

estudo, evidenciou-se aumento na concentração de IgG  em soro de indivíduos infectados com 

P. Vivax em relação aos indivíduos não infectados. No entanto, os mecanismos pelos quais a 

IgG confere proteção ainda não estão totalmente elucidados, pois pode depender de muitos 

fatores, incluindo variação antigênica, diferentes níveis de endemicidade da malária (Pitabut 

et al, 2007). 

Estudos soroepidemiológicos em áreas hiperendêmicas da África têm mostrado que 

subclasses de IgG (IgG1 e IgG3) estão associadas à proteção por P. falciparum (Bouharoun-

Tayoun & Druilhe, 1992). Além disso, estudos in vitro demonstram que os anticorpos podem 

mediar efeito antiparasitário por estarem ligados a receptores FcγR na superfície dos 

monócitos, neste estudo não houve alteração na concentração de IgG em soro dos pacientes 

avaliados (Bouharoun-Tayoun et al, 1995). Em relação aos receptores FcγR observou-se 

diminuição na expressão do receptor CD32 e aumento de CD16 em indivíduos infectados por 

P. vivax. Estes dados sugerem que a alteração nos receptores para IgG não influencia os niveis 

de IgG presentes no soro destes pacientes. O CD16 (FcgRIII) é encontrado em macrófagos, 

monócitos, células NK e neutrófilos, sendo receptor de baixa afinidade, apresentando as 

isoformas FcgRIIIa e FcgRIIIb. Este receptor pode ocorrer também na síntese e secreção de 

citocinas, como IFN-γ pela célula Natural Killer (NK) (Zhou & Brown, 1994).  
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Em relação aos receptores FcγRII (CD32) humanos são expressos em vários tipos 

celulares, entre estes os monócitos, são capazes de ligar-se com alta afinidade à IgG (Jefferis 

& Lund, 2002, Martinez, 2009). Os receptores FcγRII (CD32) humanos são expressos em 

vários tipos celulares, entre estes os monócitos, são capazes de ligar-se com alta afinidade as 

subclasses de IgG1 e IgG2 (Jefferis & Lund, 2002). O receptor FcγRIII (CD16) é um receptor 

de menor afinidade para IgG, sendo atribuído como um dos responsáveis pela eliminação de 

complexos imunológicos (Martinez, 2009). Além disso, estudos relatam que a citotoxidade 

mediada por anticorpo (ADCC) pelas células NK ocorre mediante a ligação da porção Fc do 

anticorpo específicos ao receptor de membrana FcγRIII (CD16), estudos mostram que essa 

ativação de células NK parece ser mais eficaz quando está na presença de anticorpos 

(Mavoungou et al, 2003).   

A resposta inflamatória na malária resulta em modificações de eritrócitos e pode 

ocasionar mudanças no fluxo sanguíneo (Cromer et al, 2013; Mohandas & An, 2012). Neste 

estudo verificou-se alterações da viscosidade sanguínea em infecções por P. vivax e 

demonstrou que há diferença na viscosidade mesmo nos estágios iniciais da doença. 

O fluxo macro e microvascular é determinado pela viscosidade do sangue total, esta 

por sua vez, é influenciada principalmente por processos inflamatórios, além da temperatura 

(Pop et al, 2013). O aumento da viscosidade está diretamente associado ao aumento da 

resistência ao fluxo sanguíneo e a tensão das taxas de cisalhamento na parede vascular (Yeom 

et al,2014). Na malária grave, as hemácias infectadas e as não infectadas tornam-se rígidas, 

promovendo um impedimento do fluxo sanguíneo (Dondorp et al, 2008). 

No presente estudo, foram realizadas as análises dos indivíduos infectados ou não 

infectados por P. vivax em relação às variações de suas taxas de viscosidade no sangue. Os 
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resultados entre os indivíduos infectados e não infectados por P. vivax não apresentaram 

diferenças em termos de fluxo sanguíneo. Observou-se também que o comportamento 

reológico do fluxo sanguíneo não apresentou características de líquidos ideais, porque em vez 

de assumir uma linha reta, apresenta uma curva de fluxo em forma de parábola a partir da 

origem. O comportamento ascendente e não-linear a partir da origem caracteriza-se como um 

fluído não-newtoniano (Rosencranz & Bogen, 2006; Verdier et al, 2009).  

As variações do fluxo ascendente e descendente no comportamento reológico de um 

fluido, evidenciando uma curva superior sobreposta sobre a parte inferior, apresentando uma 

área de histerese, entre eles, definem a propriedade tixotropica (Pipe & Mckinley, 2009). As 

curvas não-sobrepostas ascendentes e descendentes, com a presença de uma área de histerese, 

também foram observadas no presente estudo o que demonstra  que há variações dos níveis de 

fluxo sanguíneo   nos indivíduos infectados pelo P. vivax.  

A recuperação conformacional do tecido sanguíneo, durante o fluxo de sangue na 

microcirculação, depende da sua integridade estrutural e funcional, além da temperatura 

corpórea sanguínea (Verdier et al, 2009). Essas alterações reológicas no tecido sanguíneo 

podem ser explicadas devido à presença de eritrócitos infectados que provocam alterações nas 

deformidades das células desempenhando um papel importante na patogenia da malária (Bow 

et al, 2011). Estas células corpusculares ficam suspensas na forma fluída e mudam ao longo 

do sistema da micro e da macrocirculação, porque existe entre elas uma variação nas suas 

taxas de cisalhamento em diferentes regiões do sistema circulatório (Piagnerelli et al, 2003).   

O endotélio desempenha um importante papel em infecções causadas por Plasmodium 

spp. Eritrócitos parasitados por malária aderem ao endotélio através de diversos receptores 

endoteliais para escaparem da remoção pelo baço (Fedosov et al, 2011). A ativação do 



  Discussão 

 
67 

 

endotélio é um recurso inicial na malária, sendo susceptível no favorecimento da captação dos 

eritrócitos parasitados. Uma ativação excessiva pode contribuir para a perda da função da 

barreira do endotélio e dos órgãos (Miller et al, 2002). A adesão celular na malária depende 

fortemente das condições do microfluxo sanguíneo no local da parede celular, devido as 

diferentes taxas de tensão de cisalhamento (Antia et al, 2007).  

 A adesão de eritrócitos infectados é considerada a principal causa de complicações 

hemorrágicas, devido ao bloqueio de pequenos vasos (Adams et al, 2002). O sequestro de 

eritrócitos parasitados dentro do vaso sanguíneo, também contribui para complicações 

hemorrágicas na malária (Kim et al, 2014). 

  Estudos realizados com o P. falciparum afirmam que apenas eritrócitos infectados na 

fase de anel intra-eritrocitário são encontrados na circulação, logo após são removidas pelo 

baço ou aderem ao endotélio vascular. O aumento da deformabilidade dos eritrócitos 

infectados nessa fase e sua capacidade de passar através do baço dificultam a sobrevivência 

do parasito no hospedeiro infectado (Bow et al, 2011). 

Na malária grave, causada por P. Falciparum, as hemácias infectadas e as não-

infectadas tornam-se rígidas, o que promove um impedimento adicional ao fluxo sanguíneo 

(Dondorp et al, 2008). Os eritrócitos infectados na superfície dos antígenos apresentaram 

efeito sobre as propriedades dinâmicas e biofísicas durante o desenvolvimento do anel intra-

eritrocitário no P. falciparum (Diez-Silva et al, 2012). 

Neste estudo também foi avaliada a influência da temperatura sobre a variação da 

viscosidade dinâmica do tecido sanguíneo e observou-se que o sangue de indivíduos 

infectados com P. vivax teve um aumento na viscosidade ao longo de uma ampla variação de 

temperatura. Observou-se também que, independente da temperatura, os indivíduos infectados 
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P. vivax apresentaram o mesmo comportamento reológico descedente das taxas de 

viscosidade ao longo de diferentes temperaturas. A temperatura do corpo pode ter um impacto 

significativo sobre as alterações na deformabilidade dos eritrócitos e associada a outros 

fatores podem causar alterações na sua viscosidade (Piagnerelli et al, 2003).  

O aumento da viscosidade do sangue nos indivíduos infectados e não infectados por P. 

vivax demonstrou ser proporcional em função da temperatura permitindo a análise de 

viscosidade a 37°C. A ampliação da curva de viscosidade a 37°C confirmou que a viscosidade 

do sangue total de indivíduos infectados por P. vivax é maior que a do sangue de não 

infectados.  

De acordo com a literatura, a não deformação e integridade estrutural das células é 

importante durante o fluxo sanguíneo em relação às taxas de viscosidade. A deformação das 

células sanguíneas é um fenômeno complexo, o qual depende de inúmeras características 

celulares, incluindo propriedades da membrana celular (Mohandas & Chasis,1993).  

 O mecanismo da invasão dos eritrócitos pelas formas merozoítas na malária foi 

estudado por diversos grupos de pesquisa e todos relatam que esse mecanismo apresenta 

diversas etapas na modificação e deformação da membrana do eritrócito e leva a célula a um 

processo de invaginação o que altera sua conformação celular (Saraiva et al, 2011).  

Estudos realizados com outras patologias, como anemia falciforme, também provocam 

mudanças estruturais na forma e tamanho dos eritrócitos, combinado com o aumento da 

viscosidade (Higgins et al, 2007). Em indíviduos com diabetes foi observado aumento de 

viscosidade (França et al, 2014). É possivel que fatores hemodinâmicos que podem ocorrer 

nas infecções por P. vivax possam estar associados às alterações nos parâmetros reológicos da 

viscosidade.   
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Adicionalmente, o uso de agentes imunomoduladores tem sido relatado na 

recuperação da estrutura e função celulares (França et al, 2014; Scherer et al, 2011; Fagundes 

et al, 2012), também no aumento na viscosidade sanguínea (França et al, 2014), pode 

melhorar as características de fluxo. 

 Neste trabalho verifica-se que a modulação por IFN-γ modifica o fluxo sanguíneo. 

Diferentes fatores podem ocasionar aumento na viscosidade do sangue em diversas patologias 

(Connes et al, 2014; Fedosov et al, 2014; Franco et al, 2013; Berra et al, 2005), inclusive na 

malária provocada por P. falciparum (Fedosov et al, 2014; Fedosov et al, 2011a; Fedosov et 

al, 2011b; Imai et al, 2010). 

Infecções por P. vivax foram negligenciadas por muitos anos, pelo fato de ser 

considerada uma doença benigna. A maior parte dos estudos com malária teve enfoque nas 

infecções por P. falciparum por estas provocar um maior número de casos de mortalidade no 

mundo (Gething et al, 2012; Carlton et al, 2011; Mueller et al, 2009; Lacerda et al, 2007; 

Mendis et al, 2001). Os poucos estudos hemorreológicos encontrados na literatura são 

relacionados às infecções com P. falciparum (Fedosov et al, 2014; Fedosov et al, 2011a; 

Fedosov et al, 2011b; Imai et al, 2010) que  demonstram o enrijecimento da membrana dos 

eritrócitos infectados (Fedosov et al, 2011a; Fedosov et al, 2011b), aumento da parasitemia 

(Fedosov et al, 2011b), diferentes fases da maturação do parasito (Imai et al, 2010). Todos 

estes fatores podem estar envolvidos no aumento da viscosidade e na resistência ao 

escoamento do sangue (Fedosov et al, 2014).  

Na malária ocorre aumento de citocinas como INF-γ, TNF-α e IL-2 (Artavanis-

Tsakonas & Riley, 2002; Pradhan e Ghosh, 2013), e ocorre maior liberação de mediadores 

pró-inflamatórios nas infecções por P. vivax do que em P. falciparum (Hemmer et al, 2006; 



  Discussão 

 
70 

 

Yeo et al, 2010). Parece que ocorre interação da parasitemia com a produção de citocinas pró-

inflamatórias e anti-inflamatórias (Jide et al, 2009).  

 Alguns estudos têm verificado a importância do padrão de citocinas e de suas 

interações na resposta imune na malária por P. vivax.  O aumento da parasitemia, bem como a 

resposta imunológica durante o percurso da doença são fatores que determinam sua gravidade 

(Zeyrek et al, 2006; Sortica et al, 2012). O P. vivax induz uma maior produção de citocinas 

em relação a P. falciparum (Anstey et al, 2009). Os padrões inflamatórios são raros e poucos 

estudos avaliaram as diversas citocinas existentes usando a mesma metodologia e o mesmo 

grupo de pacientes infectados por malária (Rodrigues-da-Silva et al, 2014).  

No presente estudo não houve alteração na concentração de IL-2 entre os indívíduos 

infectados e não infectados por P. vivax. A IL-2 tem sido evidenciada como uma citocina 

importante nas respostas imunológicas causadas por Plasmodium spp, porque induz a ativação 

de células NK, produzindo a IFN-γ (Horowitz et al, 2012). 

Os indivíduos infectados por P. falciparum apresentaram uma maior concentração de 

IL-4, sugerindo-se a hipótese de que esta citocina pode contribuir para o agravamento da 

doença (Cabantous et al, 2009). Também ocorre correlação entre os níveis séricos de INF-γ e 

IL-4 e a gravidade da doença causada por P. falciparum. O INF-γ foi elevado durante os 

estágios iniciais da doença, enquanto a IL-4 as fases tardias e intermediárias na malária 

(Tangteerawatana et al, 2007). 

No presente estudo não houve alteração de IL-4 entre os indivíduos infectados e por P. 

vivax na fase inicial da doença. Na literatura a concentração de IL-4 é controversa. Alguns 

estudos citam baixas concentrações de IL-4 (Medina et al, 2011), outros autores relatam que 
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os valores são similares (Rodrigues da Silva et al, 2014) enquanto outros  mostram que a 

concentração de IL-4 pode ser dependente dos níveis de parasitemia (Sarangi et al, 2014).  

Os níveis da citocina IL-6 em pacientes com malária complicada apresentam-se 

elevados, sendo este aumento associado aos efeitos protetores devido à indução da produção 

de IL-1β e TNF-α (Perkins et al, 2011). Estudos, tem sugerido que essa citocina esteja 

relacionada a regulação de uma resposta imune a malária (Costa et al, 2014). No presente 

estudo a IL-6 não apresentou alteração sérica em indivíduos infectados com P. vivax.  

A IL-10 é uma citocina que apresenta um importante papel na imunidade para os 

plasmódios na malária. No presente estudo, não houve diferença desta citocina entre os 

indivíduos infectados.  

Os níveis de IL-10 foram obeservados menores em pacientes com presença de formas 

mais complicadas da doença (Day et al, 1999). O efeito protetor da IL-10 é sugerido como 

sendo devido à sua atividade anti-inflamatória desempenhada pela citocina (Golenser et al, 

2006), porém outros estudos sugerem que os níveis elevados de IL-10 durante a malária 

podem ser prejudiciais (Huang et al, 2014). Além disso, vários estudos com foco na IL-10 

mostraram que esta citocina desempenha um papel importante no controle da resposta 

antiparasitária e no dano tecidual causado por esta resposta, mostrando ser importante na 

regulação da resposta imune (Freitas do Rosário & Langhorne, 2012). Além disso, estudos de 

Costa et al (2014) evidenciaram que a interação entre as citocinas IL-6 e IL-10 se 

correlacionam a carga parasitária. 

 Outra citocina que apresenta um papel controverso é a TNF-α. Alguns estudos 

afirmam que essa citocina pode apresentar um papel relevante por reduzir a parasitemia na 
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malária e contribuir com a fagocitose de diversos eritrócitos infectados pelos macrófagos via 

receptores Fc.  

Por outro lado, segue-se associação entre níveis elevados de TNF-α e complicações na 

malária. Estes dados foram reforçados pelo fato que nos indivíduos com malária não 

complicada, onde os níveis de TNF-α não apresentam diferenças, enquanto que em casos de 

malária grave ocorrem diferenças entre os níveis de TNF-α (Raza et al, 2013). No presente 

estudo observou-se que não houve alteração de TNF- em indivíduos infectados com P. 

vivax.  

O INF-γ é uma citocina pro-inflamatória envolvida na imunidade e patogenecidade na 

malária. No presente estudo, os níveis desta citocina apresentaram um aumento na 

concentração entre os indivíduos infectados. Esta citocina parece desempenhar efeitos 

protetores durante a infecção na malária, pois pode diminuir a parasitemia (Mccall e 

Sauerwein, 2010). Os efeitos patológicos da INF-γ em indivíduos com malária, em especial a 

cerebral, parecem estar associados à produção de quimiocinas e aumento da expressão de 

moleculas de adesão em células epiteliais (Khaw et al, 2013). 

Na malária, o IFN-γ tem ação antiparasitária direta e, pode atuar em sinergismo com o 

TNF-α. A ação do IFN-γ, assim como de outras citocinas pro-inflamatórias, deve ser 

controlada e capaz de eliminar a infecção sem causar danos para o hospedeiro (Artavanis-

Tsakonas & Riley, 2002). Neste trabalho, apesar dos indivíduos infectados com P. vivax 

estarem na fase aguda da doença, altos níveis séricos de IFN-γ foram evidenciados.  

Outra citocina que parece desempenhar importante função em doenças infecciosas é a 

IL-17. Esta citocina pertence a uma família de proteinas que contem seis membros, cujo mais 

importante é a IL-17a (Farahani et al, 2014). Esta citocina pro-inflamatória desempenha um 
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importante papel na defesa do hospedeiro para fungos e bactérias extracelulares (Bedoya et al, 

2013). Estudos citam também que ela pode estar associada à patogênese em diversas doenças 

inflamatórias (Wu et al, 2013). 

Na malária foi evidenciado aumento de células Th17 produtoras de IL-17 (Bueno et al, 

2012). Na presente pesquisa, a concentração de IL17 aumentou em indivíduos infectados com 

P. vivax. Esses resultados indicam o papel promissor que esta citocina apresenta nas infecções 

por P. vivax. 

Estudos mostram que a IL-17 é produzida juntamente com o IFN-γ, promovendo 

infiltrado de célula T com indução de resposta pró-inflamatória (Eid et al, 2009).  No presente 

estudo também evidenciou-se um aumento da INF-γ, sugerindo também o  papel promissor 

desta citocina associada a  IL-17.  

Observando-se os efeitos aumentados de IL-17 e IFN-γ, diminuídos TGF-β e não 

alterados de IL-4 em pacientes infectados por P. vivax, foram verificados os efeitos 

imunomoduladores destas citocinas sobre a viscosidade. 

O comportamento reológico em sangue de pacientes infectados por P. vivax na 

presença de IL-4 aumentou em relação aos dos indivíduos não infectados. A IL-4 tem sido 

apontada como um importante mediador anti-inflamatório capaz de atuar em respostas pró-

inflamatórias induzidas inicialmente em infecções por P. vivax. Assim, a inflamação pode ser 

controlada evitando o aparecimento de sintomas mais graves (Mendonça et al, 2013).  

Na análise de taxas de viscosidade e do perfil do fluxo sanguíneo na presença da INF-

γ foi observado aumento da viscosidade do sangue de indivíduos portadores de P. vivax, além 

de uma grande alteração no comportamento do fluido sanguíneo. Os níveis reológicos 

aumentados podem estar associados a quadros graves por malária (Andrade et al, 2010; 
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Wroczynska et al, 2005). No presente estudo observou-se uma elevação da viscosidade 

sanguínea e uma diminuição do escoamento do sangue total, podendo esta citocina estar de 

fato envolvida com os quadros clínicos graves por P. vivax.  

Em relação à TGF-β houve um aumento na viscosidade dos indivíduos infectados com 

P. vivax. A citocina TGF-β é constituida por uma superfamília de citocinas com mais de 40 

membros. Esta citocina apresenta um caráter pleiotrópico, podendo ter um efeito anti e pró-

inflamatório, o qual depende do ambiente e da sua concentração (Andrade et al, 2010). Além 

disso, têm como papel regular diferentes funções celulares, como a proliferação, apoptose, 

diferenciação e migração (Bergamaschini et al, 2007). O TGF-β está envolvido em várias 

patologias humanas.  

Na malária as plaquetas ativadas liberam TGF-β que podem estimular a apoptose no 

endotélio, provocando graves complicações (Wassmer et al, 2006). Estudos mostraram que o 

polimorfismo genético dessa citocina pode contribuir para um aumento do risco de 

desenvolvimento da malária cerebral provocado por P. falciparum em crianças de países 

como Angola (Sambo et al, 2010). Com outros parasitos como a Leishmania spp essa citocina 

desenvolve um papel regulatório aumentando a replicação e virulência parasitária em 

macrófagos, permitindo sobrevida no hospedeiro (Barral et al, 1993). 

Estudos citam que indivíduos com malária grave apresentaram produção de IFN-γ, 

pelas células NK, maior do que em indivíduos com malária não grave e em indivíduos não 

infectados (Agudelo et al, 2012). Por outro lado, estudos de Mendonça et al (2013) em 

pacientes com malária grave por P. vivax, sugeriram que o nível da parasitemia tinha diversas 

interações positivas com mediadores inflamatórios, tais como, TNF-α, IFN-γ e IL-10. Em 
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nosso estudo nenhum dos indivíduos infectados por P. vivax tinha níveis altos de parasitemia 

e não apresentavam quadro clínico grave por malária. 

A modulação de uma resposta imune efetiva a essa infecção na malária indica que as 

células dendríticas irão produzir IL-12 que direciona para um perfil de resposta imune Th1, 

culminando nas secreções de IL-2 e IFN-γ, que promovem a proliferação e a ativação de 

linfócitos T citotóxicos que migrarão para os locais infeccionados (Belnoue et al, 2008). 

Outros estudos também demonstraram o aumento de INF- em infecções por P. vivax com 

maior elevação em indivíduos em primo-infecção e elevação proporcional ao aumento da 

parasitemia e gravidade da doença (Medina  et al, 2011; Andrade et al, 2010). Outro trabalho 

verificou que IFN-γ está aumentado na fase aguda da doença em infecções por P. vivax e 

infecções por P. falciparum e que os níveis plasmáticos encontraram-se mais elevados na fase 

de convalescença da doença em ambas as espécies (Rodrigues-da-Silva et al, 2014).  

Outros estudos citam que as citocinas TGF-β e IL-10 inibem efeitos patológicos que 

podem ser manifestados pela exacerbação das respostas pró-inflamatórias, como acontece na 

malária cerebral e em casos de anemia grave (Omer et al, 2003; Yazdani et al, 2006). Além 

disso, a produção de IL-10 e TGF-β, por células T-reguladoras possui papel relevante no 

desenvolvimento e controle da parasitemia (Bueno et al, 2010). Estudos citam que a alta 

produção de citocinas regulatórias também pode ser prejudicial na eliminação do parasito 

(Andrade et al, 2010). Estudos na infecção aguda experimental pelo T. cruzi demostraram que 

a inibição de células regulatórias resulta no aumento da miocardite e da mortalidade, além de 

acarretar uma diminuição nos níveis de IL-10 e TGF-β alguns dias após a infecção (Mariano 

et al, 2008). 

 Em relação à associação reológica de TGF-β e IFN-γ observou-se uma diminuição da 

viscosidade no sangue dos indivíduos infectados por P. vivax, quando comparados à 

viscosidade das citocinas isoladas, porém com valores ainda superiores à viscosidade 

apresentada no sangue de indivíduos não infectados.  
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Por outro lado, a associação TGF-β e IL-17, bem como a IL-17 com a IFN-γ 

resultaram em aumento na viscosidade, o que sugere o efeito imunomodulador isolado da IL-

17. O aumento da viscosidade pode ocasionar diversas alterações celulares e imunológicas 

nesses indivíduos, o que dificulta a melhora do quadro clínico dos indivíduos infectados com 

P. vivax.  

 A IL-17 pode ser promissora como agente imunomodulador. Em termos reológicos a 

IL-17 teve um papel relevante na restauração das taxas de viscosidade, restaurando a valores 

similares aos de indivíduos não infectados. Com isso, novos estudos são necessários na busca 

de procedimentos clínicos mais promissores podendo ser desenvolvidos no futuro, para o 

tratamento das infecções por P. vivax. 
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Houve um aumento da concentração de IgA e IgG no soro de indivíduos infectados 

por P. vivax em relação aos indivíduos não infectados. 

Em relação à expressão do receptor CD16 ocorreu um aumento e houve uma 

diminuição da expressão do receptor CD32 em eritrócitos de indivíduos infectados por P. 

vivax em relação aos indivíduos não infectados. 

Não houve alteração na expressão do receptor FcαRI (CD89) em eritrócitos de 

indivíduos infectados por P. vivax em relação aos indivíduos não infectados, demonstrando 

que o aumento da concentração de IgA no soro não foi proporcional ao aumento da expressão 

em eritrócitos, caracterizando que há muita IgA e pouca ligação a este receptor. 

A temperatura não influenciou o comportamento reológico do sangue de indivíduos 

infectados com P. vivax em relação aos indivíduos não infectados, evidenciando que a 

temperatura não é um fator muito importante no comportamento reológico de indivíduos 

infectados com P. vivax. 

A análise da viscosidade sanguínea pode ser relevante para auxiliar no diagnóstico e 

tratamento de indivíduos infectados por P. vivax em relação aos indivíduos não infectados. 

Sendo que as alterações reológicas que ocorreram nestes indivíduos infectados poderão ser 

úteis para aplicações clínicas. 

Não houve correlação entre os índices de viscosidade com as concentrações das 

citocinas imunomoduladoras IL-4, TGF-β, IFN-γ e IL-17. No entanto, a viscosidade 

apresentou uma tendência de aumento sem o acrescimo de citocinas em relação ao aumento 

da parasitemia (p=0,0638). 
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Houve redução da concentração de TGF-β e um aumento dos níveis de IFN-γ e IL-17 

em soros de indivíduos infectados com P. vivax em relação aos indivíduos não infectados, 

verificando que estas citocinas apresentam um papel importante na infecção por P. vivax. 

As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e TNF-α não alteraram a concentração no soro de 

indivíduos infectados com o P. vivax em relação aos indivíduos não infectados. 

Ocorreu uma alteração do fluxo sanguíneo ocasionada pela presença das citocinas 

IFN-γ, TGF-β e IL-4 aumentando a viscosidade em indivíduos infectados com P. vivax em 

relação aos indivíduos não infectados. 

A associação das citocinas TGF-β e IL-17, bem como a associação das citocinas IL-17 

com a IFN-γ, também resultaram em aumento da viscosidade em indivíduos infectados com 

P. vivax em relação aos indivíduos não infectados. 

Dentre as citocinas avaliadas a IL-17 apresentou-se como um importante 

imunomodulador com capacidade promissora de restaurar os parâmetros reológicos de 

indivíduos infectados por P. vivax, favorecendo a melhora do quadro clínico, sugerindo o seu 

uso como um futuro imunomodulador exógeno para aplicações clínicas e farmacológicas no 

tratamento da malária. 
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Anexo 1 - Parecer do comite de ética 
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ABSTRACT  

  

Malaria is a major infectious disease in several countries and is caused by protozoa of the 

genus Plasmodium. In severe malaria, the erythrocytes become rigid, leading to inflammatory 

processes and resulting in changes in blood flow. Thus, the present study analyzed the blood 

of individuals infected by P. vivax to determine 1) the cytokines profile and 2) modulation of 

pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines on human blood flow. Blood samples 

were collected from 37 non-infected individuals (control group) and 32 individuals infected 

by P. vivax. IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFα, TGF-β and IL-17 cytokines levels and the 

modulation of rheological were determined. The serum from individuals with P. vivax 

infections exhibited higher IFN-γ andIL-17 concentrations and lower TGF-β levels. There 

were no significant differences in blood flow between the groups. According to the generated 

curve, the viscosity of the blood was greater in the infected individuals than in the non-

infected subjects, regardless of temperature. The analysis of blood viscosity regarding shear 

rates at 37°C revealed that the blood viscosity of the infected patients was significantly 

greater than that of the noninfected individuals. Incubation of the blood from infected 

individuals with IL-17 or IFN-γ plus IL-17 reduced the viscosity rates those of the non-

infected individuals. These data suggest that the effects of malaria on the viscosity of blood 

should be considered. In malaria the erythrocytes are more sensitive to osmotic shock and the 

reduction of viscosity by cytokines can also be related to a possible hemorheology restoration.  

  

Key words: Cytokines, IL-17, blood viscosity, P. vivax, malaria.  
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1- INTRODUCTION  

Malaria is a major infectious disease and constitutes a serious health problem worldwide, with 

approximately 300-500 million cases annually and almost one million deaths [1]. Malaria, 

caused by protozoa of the genus Plasmodium, is endemic [2] and considered to be re-

emerging in several countries. Plasmodium vivax is the most prevalent species and is 

responsible for most cases of malaria [3,4]. In the Legal Amazon region, studies have shown a 

higher prevalence of P. vivax [5, 6].   

An inflammatory process occurs in malaria that can lead to cytokine release [7].  

It is known an overproduction of pro-inflammatory cytokines during infection by Plasmodium 

spp. [8]. These cytokines in infection, can control the growth of the parasite, as well as 

exacerbate the pathology [9].  

 Some studies have verified the importance of cytokine profile and their interactions in 

the immune response of the malaria P. vivax [10,11]. Parasitemia as well as the immune 

response during the course of the disease are factors that determine its severity [10]. High 

levels of Th1 and Th2 cytokine profiles such as IFN-γ and IL-4 respectively associated with 

disease severity, as well as the immunomodulatory cytokine TGF-β play a key role in limiting 

the pathology of malaria [12]. However, the balance between pro-inflammatory and anti-

inflammatory cytokines is not fully understood, and some studies suggest the participation of 

both anti- and  proinflammatory cytokines [11].  

Another cytokines, the IL-17 is produced mainly by CD4+ T lymphocytes and is 

involved in the induction of other inflammatory cytokines. IL-17 may play an important role 

in immunity in individuals infected with Plasmodium falciparum [13]. It is also reported that 

there is an increase in cells producing IL-17 upon P. vivax infection [14], which suggests that 

this cytokine may be involved in host defense mechanisms.  
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Additionally, studies also report that in cases of severe malaria, erythrocyte 

modifications that may enhance the inflammatory response occur, resulting in changes in 

blood flow [15,16], thrombocytopenia [17,18], and activation and/or apoptosis of platelets 

[19].   

In malaria, the development of the intracellular parasites is accompanied by a series of 

structural, biological, chemical, and functional changes in erythrocytes, as evidenced by 

changes in the cell membrane, which are responsible for the clinical and pathological 

symptoms. Changes in the adhesion and rheological properties of erythrocytes are very 

important because these traits are directly linked to the increased destruction of these cells, 

leading to anemia and the sequestration of cells [16]. Due to erythrocyte tropism and their 

modifications to the structure of the infected cells, Plasmodium spp. infections can play an 

important role in blood flow, particularly in the vascular system.    

It is known that blood rheology can be influenced by the viscosity of the plasma, the 

erythrocytes, and the deformation of erythrocyte aggregation [20], which are largely the 

blood alterations caused by infections such as malaria. The blood from individuals infected 

with P. falciparum shows changes in the conformational and rheological properties of blood 

cells, resulting in the obstruction of capillary vessels and hampering the flow of erythrocytes 

[21].   

   However, the effect of cytokines modulation on rheological mechanisms during P. vivax 

infection has not yet been elucidated. Hemodynamic factors in malaria infections may be 

associated with changes in human blood flow and cytokine production. The present study 

analyzed the blood of individuals infected with P. vivax to determine 1) the cytokines profile 

and 2) modulation of pro-inflammatory and antiinflammatory cytokines on human blood 

flow.  
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MATERIALS AND METHODS  

  

Subjects  

The levels of cytokines and human blood flow were evaluated in a crosssectional 

study. The study was carried out in endemic area of Legal Amazon at the Health System 

Program of Porto Velho, Rondônia State, Brazil, and Hospital Juruá - Malaria Center, Acre 

State, Brazil. Symptomatic patients diagnosed with malaria infection by a thick blood smear 

were asked to participate in the study. The samples were collected prior to starting treatment 

for malaria. The control group was composed of apparently healthy individuals, but were 

negative for malaria parasites as determined thick blood smear and had not reported any 

malaria episodes for at least one year [22].  

Blood samples were collected from 32 individuals with P. vivax and 37 individuals 

with negative for P. vivax. The volunteers signed an informed consent form that was 

approved by the local Ethics Committee before entering the study.   

Determination of parasitaemia  

Parasitaemia was evaluated by a semiquantitative analysis of blood smear microscopy. 

Thick and thin blood films were stained with Giemsa and the Plasmodium species were 

identified and parasitaemia was determined by microscopic examination. Parasitaemia levels 

were estimated by counting the number of parasites (all species and stages) per 200 white 

blood cells (WBC) on blood films. If fewer than nine parasites were detected, 300 additional 

leucocytes were counted to obtain more precise results. All slides were examined by two 

well-trained microscopists  from Brazilian Ministry of Health.  

Serum sampling   
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We collected 8 mL of blood from each individuals in tubes without anticoagulant. We 

centrifuged the blood samples at 160 G for 15 min, until serum separation. Serum samples 

were stored individually at -80
o
C for further cytokines determination.  

Quantification of cytokines  

The serum samples were thawed, and cytokines IL-2,IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ 

and IL-17 were measured using a cytometric bead array [CBA, BD Biosciences] according to 

the manufacturer‟s procedures. A flow cytometer was used for these analyses [FACSCalibur, 

BD Biosciences, USA]. The data were analyses using the software FCAP Array 1.0.   

The TGF-β concentrations were analyzed using an ELISA kit from Enzo® Life 

Sciences (United Kingdom). The reaction rates were measured by absorbance in a 

spectrophotometer with a 450 nm filter. The results were calculated using the standard curve 

and shown in pg/dL.  

Treatment of blood with cytokines   

Samples of 8 mL of blood from each individual in tubes with anticoagulant were 

collected for rheological analysis. To assess the effect of cytokines on human blood flow, a 

580μL sample of blood were incubated with 20 μL of cytokine [Sigma St Louis, USA; final 

concentration 100 pg/ml] for 1 hour at 37°C. This concentration was previously determined 

by dose response curve. The blood were used immediately for the rheological analysis.    

Blood rheological parameters   

The rheological parameters were measured using the Modular Compact  

Rheometer – MCR 102 [Anton Paar
®
 GmbH, Ostfildern, Germany] according to França et al. 

[23]. In all experiments, 600 µL of blood treated or not with cytokines were applied to the 

surface of a plate reader, followed by the removal of excess sample. The readings were 

obtained with a permanent control of gap measurements with TruGap™ in 0.099-mm 

increments and the measuring cell Toolmaster™ CP 50; precise temperature control was 
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achieved using T-Ready™ and the software Rheoplus V3.61. The graphics were obtained 

using Rheoplus. For the flow curves and viscosity, established parameters were based on the 

control of shear stress [τ] to 0 – 5 Pa for the upsweep and 5 – 0 Pa for downward curves. The 

tests were conducted under isothermal conditions at 37°C, with 75 readings analyzed.  

For the viscosity curve under a temperature scan, established parameters were based 

on the fixed control shear stress [τ] to 1 Pa with a variation of temperature from 25 ± 0.1 to 45 

± 0.1°C and a heating rate of 1°C/min. The parameters were recorded every 0.5 ± 0.1°C, with 

41 readings analyzed.  

 Statistical analysis  

 The data are expressed as the mean ± standard deviation [SD]. Statistically significant 

differences were evaluated using t Student test. Differences were compared at the statistical 

significance of p <0.05.   

3- RESULTS  

  

The mean and standard deviation for age were 28.7 ± 8.1 years in control group (non-

infected) and 30.5±10.5 years in infectious group. None of the infected individuals had been 

subjected to any specific malaria treatment. The parasitemia and cytokines profile were 

showed in Table 1.   

Cytokines levels were assessed in the serum from individuals with P. vivax infection 

[Table 1]. Compared to the control group, the serum of the P. vivax-infected individuals 

exhibited higher IFN-γ and IL-17 concentrations and lower TGF-β levels.   

The levels of IL2, IL4, IL-6, Il-10  and TNF were similar in both groups [Table 1]   

The rheological profiles of the blood from individuals with or without P. vivax 

infections are shown in Figure 1A. There were no significant differences in blood flow 
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between the groups; the curve of blood flow for both groups began at the origin, ascended, 

and was nonlinear [Figure 1A].  

Figure 1B presents the blood viscosity data for the individuals with or with P.  

vivax infection. As shown by the curve, the viscosity of the blood was greater in the infected 

individuals than in the non-infected subjects regardless of temperature.  

The analysis of blood viscosity with regard to shear rates at 37°C revealed that the 

viscosity of the blood from the infected patients was significantly greater than that of the non-

infected individuals [Figure 1C].  

For modulation of human blood flow were used only cytokine that showed abnormal 

serum. The effects of TGF-β, IFN- γ and IL-17 on blood viscosity in the experimental groups 

are described in Figure 2.  The TGF-β and IFN-γ did not altered the viscosity of blood from 

the infected patients. The viscosity of the blood from the infected patients in the presence of 

both cytokines has remained significantly greater than that of the non-infected individuals 

[Figure 2A and 2B]. When the blood from both groups were treated with IL-17, the blood 

viscosity with regard to shear rates was similar between the groups. Incubation of the blood 

from infected individuals with IL17 reduced the viscosity to rates equivalent to the blood 

from the non-infected individuals [Figure 2C].  

The viscosity of blood from individuals infected to P. vivax that were simultaneous 

incubated both TGF-β and IFN- γ is significantly greater than in noninfected individuals 

[Figure 3A]. The viscosity of the blood from the infected patients in the presence of IL-17 

and TGF- β has remained significantly greater than that of the non-infected individuals 

[Figure 3 B], whereas the association of IL-17- IFN- γ reduced the viscosity to rates 

equivalent to the blood from the non-infected individuals [Figure 3C].  

  

4- DISCUSSION   
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This study describes the cytokines levels in blood of  individuals infected with 

Plasmodium vivax  and the effects of cytokines  on human blood flow.   

P. vivax infections are characterized by low levels of parasitemia and are associated 

with a lower pathogenicity [24]. In this study, most of the individuals were in the early stage 

of infection, were not receiving any medication, and had moderate clinical symptoms and a 

low parasite load.  

In malaria, the importance of the interaction between the concentrations of 

proinflammatory and anti-inflammatory cytokines to parasitemia has been reported [25].  

Both pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines are produced during P. vivax 

infection, though the correlation between the levels of parasitemia and cytokines remains 

controversial. Some studies report no correlation [22], whereas others show a dependency on 

the parasite load [26].   

The role of cytokine signalling during malaria episodes is still far from being 

understood. Study showed that during the acute phase, P. vivax and P. falciparum patients 

had significantly higher interleukin (IL)-6, IL-8, IL-17, IFN-γ, tumour necrosis factor (TNF)-

α, macrophage inflammatory protein-1β and granulocyte-colony stimulating factor levels 

[22]. Here, although the subjects had a low parasite load, higher levels of IFN-γ and IL-17 

and lower concentration of TGF-β were found in the serum of individuals infected with P. 

vivax.  

Study showed that the highest IFN- γ  P. vivax infection [27,28] was linked to 

increased in parasitaemia  and the  severity of the disease [28], whereas TGF-β have been 

correlated with acute malaria [29, 30]. TGF-β production is associated with reduced risk of 

clinical malaria in humans and symptomatic P. falciparum patients have lower than normal 

levels of circulating TGF-β [31,32] and the risk of febrile illness is associated with high ratios 
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of IFN-γ [33].  In this study, the lower concentrations of TGF-β in symptomatic P. vivax 

patients can be associated with acute phase of disease and these alterations may be associated 

with outcome of infection.   

On the other hand, the importance of IL-17 and Th17 cells in serum has also been 

reported in infections by Trypanosoma cruzi, [34] and leishmaniasis [35] and coinfections of 

filariasis and malaria [13], suggesting the involvement of this cytokine in the pathogenesis of 

these infections.  

The proinflammatory cytokine IL-17 was shown to induce the expression of several 

mediators of inflammation. However, the inflammatory response to malaria results in 

erythrocyte modifications that may enhance changes in blood flow [15,16]. In the present 

study, the rheological profile of the blood flow, independent of infection, did not show the 

characteristic behavior of ideal liquids. Instead of a straight line, there was a flow curve 

starting from the origin. This ascending and non-linear behavior starting at the origin 

characterizes non-Newtonian and pseudoplastic fluids under these shear conditions [36,37].  

In the ascending and descending flows, the top curve is not superimposed on the 

lower; between them is an area of hysteresis, which defines the magnitude of the property of 

thixotropy [23]. The presence of a hysteresis area was observed in our study, suggesting that 

thixotropic properties are present in the blood stream of patients infected with P. vivax. The 

integrity of this property is important because it shows that the blood has the potential for 

reversible deformation under the various shear conditions that blood flow undergoes [38].  

Rheological and immunological alterations play an important role in the pathogenesis 

of malaria [39], and changes in the cell and micro- and macrocirculation systems vary 

according to their shear rates [20].    

The endothelium plays an important role in the pathophysiology of malaria. 

Parasitized erythrocytes adhere to the endothelium via several endothelial receptors to escape 
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removal by the spleen [21], and the presence of parasitized erythrocytes in the blood vessel 

contributes to the complications of malaria [40]. Endothelial activation is an early response in 

malaria and promotes the uptake of parasitized erythrocytes. However, excessive activation 

may contribute to the loss of the barrier function of the endothelium and organs [41], and cell 

adhesion depends strongly on the conditions of the blood microflow and the local cell walls 

due to the different rates of shear stress [42].   

 Body temperature also contributes to changes in the deformability of red blood cells, 

causing changes in the viscosity of blood flow [20]. Thus, the recovery of blood flow in a 

tissue depends on its structural and functional integrity and body temperature [43].  

In this work evaluating the influence of temperature on the dynamic variation of the 

viscosity of blood, the blood from patients with malaria showed a greater viscosity over a 

wide temperature range and at physiological temperatures, which can trigger adaptation and 

deformation difficulties.  

 Structural changes in erythrocytes and increased viscosity have been reported in other 

diseases [44, 45]. In addition, the use of immunomodulatory agents has been related to the 

structural and functional recovery of cells [23,45,46] and enhanced blood viscosity [23], 

which may improve flow characteristics.    

Considering that IL-17, IFN-γ and TGF-β levels showed altered in symptomatic P. 

vivax patients we verified the effects of these cytokines on viscosity. Only the treatment with 

IL-17 was associated with a reduction in the viscosity of the blood from individuals infected 

with P. vivax. Moreover, the clinical potential for the use of cytokines [47] and other agents 

[48,49] has been reported for a variety of diseases. This study is the first to demonstrate the 

effects of IL-17 on the viscosity of blood from patients with malaria.  

 Rheological parameters are used in cardiovascular research, reporting the detection of 

patients who are prone to cardiovascular disease, assessing hydration status in patients prior 
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to surgery or catheterization, and monitoring blood viscosity at low temperatures, such as in 

bypass surgery. In addition, the use of cytokines will facilitate the development of new 

therapies able to specifically reduce whole blood viscosity by influencing factors such as red 

blood cell deformability [50]. The immunomodulating effects of IL-17 on the viscosity of the 

blood of individuals infected with P. vivax may also extend to other malaria-causing 

parasites.  

However, the simulation of disease chronicity demonstrated that the addition of IFN-

, and a possible increase of TGF that plays an essential role in down-regulating the 

production of potentially pathogenic proinflammatory cytokines in the blood of symptomatic 

P. vivax patients caused a significant increase in the viscosity of the blood of these 

individuals, plus a major change in the behavior of the blood fluid.  Interestingly, the addition 

of IL-17 and IFNγ  reduction in the viscosity in the blood of symptomatic P. vivax patients at 

levels similar at the blood from asymptomatic individuals.   

The biological significance of differences in serum cytokine levels and restoration of 

viscosity by IL-17 or by addition IL-17- IFN-γ in blood of symptomatic P. vivax  patients  

noted in our study yet is unclear. More studies should be conducted in order to verify the 

mechanisms involved in changes of cytokines and their modulatory role during malaria 

infections It is possible that cytokines by acting on blood cells reduce blood viscosity and 

determine the outcome of infection by P. vivax.  

  

5- CONCLUSION  

These data suggest that the effects of malaria on the viscosity of blood should be 

considered. From the clinical point of view, the increased levels of IL-17 in the serum of 

patients with malaria may be an adaptation of the organism itself to control changes in blood 

flow. In malaria the erythrocytes are more sensitive to osmotic shock and the reduction of 
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viscosity by cytokines can also be related to a possible mechanism immunoengineering to 

restore human blood flow of individuals with Plasmodium vivax infection.  
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Table 1- Parasitaemia and cytokines concentrations (pg/mL) in blood of individuals infected with 

Plasmodium vivax.   

Parameters   Non- infected   Infected   

Parasitaemia   Absent   1746.90 ± 728.20   

IL-2   5.46 ± 1.25   5.84 ± 0.80   

IL-4   5.70 ± 1.80   5.82 ± 1.26   

IL-6   3.97 ± 2.48   3.76 ± 2.97   

IL-10   3.13 ± 0.80   8.10 ± 7.75   

TNF-α   2.35 ± 1.14   1.33 ± 0.11   

IFN-γ   3.88 ± 0.93   4.86 ± 0.34*   

IL-17   3.62 ± 0.83   4.44 ± 0.60*   

TGF-β   32.20 ± 8.90   7.60 ± 6.60*   

The results represent the mean and SD.  *p<0.05 indicates intergroup differences.  
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Figure 1. Flow curve of whole blood from individuals infected or not with P. vivax (A). Viscosity 
curve (B) of whole blood from individuals infected or not with P. vivax under a temperature scan [25 
at 45°C]. Viscosity curve of whole blood from individuals infected or not with P. vivax (C). 
*amplification of the region with statistical values.   
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Figure 2 .Viscosity curve of whole blood from individuals infected or not with P. vivax after 

treatment with TGF-β (A),  IFN-γ (B) and IL-17 (C). Amplification of the region with statistical values. 
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Figure 3. Viscosity curve of whole blood from individuals infected or not with P. vivax after 

treatment with TGF-β plus IFN-γ (A), IL-17 plus TGF-β (B) and IL-17 plus IFN-γ (C). Amplification of the 

region with statistical values.  
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