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"Sou um guardador de rebanhos,

O rebanho é os meus pensamentos

E os meus pensamentos são todos sensações.

Penso com os olhos e com os ouvidos
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E com o nariz e a boca

Pensar uma flor é vê-la e cheirá-la
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Por isso quando num dia de calor

Me sinto triste de gozá-lo tanto,

E me deito ao comprido na erva,

E fecho os olhos quentes,

Sinto todo o meu corpo deitado na realidade,

Sei a verdade e sou feliz."
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RES UMO

A malária é uma das principais causas de morbidade e mortalidade nas áreas 

tropicais e subtropicais do mundo. Uma vez que a disseminação da malária tende a 

aumentar, uma vacina efetiva contra essa doença parasitária é necessária. Dois

principais candidatos à vacina contra a fase eritrocítica do parasito são o antígeno 1 de 

membrana apical (AMA-1) e o fragmento de 19 kDa da proteína de superfície de 

merozoíto (MSP-119). A maioria dos estudos clínicos utilizando esses antíge os 

apresenta maior enfoque na identificação de proteínas que desencadeiam uma 

resposta protetora do que necessariamente no entendimento de seus mecanismos 

efetores. Além disso, devido a natureza do processo de imunização, os estudos sobre 

a resposta imune de candidatos à vacina são voltados p   cipalmente para a imunidade 

adaptativa. Neste estudo investigamos o efeito dos candidatos a vacina Pv-AMA-1 e 

Pv-MSP-119 na resposta imune de doadores nunca expostos à infecção por malária. 

Células dendríticas derivadas de monócitos, maturadas na presença de Pv-AMA-1,

apresentaram alteração de fenótipo celular, como evidenciado pelo aumento da 

expressão de CD80 e CD64 e redução da expressão de CD11c, CD86 e CD40. Além 

disso, Pv-AMA-1 induziu um aumento da produção de MIP-1a/CCL3 e queda nos níveis 

de TARC/CCL17 tanto em células dendríticas quanto em c lulas mononucleares do 

sangue periférico (PBMCs). Finalmente, uma resposta pró-inflamatória significativa foi 

observada em culturas de PBMCs estimuladas por Pv-AMA-1. Esses resultados 

sugerem que o antígeno recombinante Pv-AMA-1 pode atuar diretamente na resposta 

imune inata contribuindo para a eliminação do parasito.
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ABSTRACT

Malaria is one of the main causes of morbidity and mortality in the tropics   d 

subtropics areas of the world. An effective vaccine ag      this parasitic disease is 

needed as its dissemination tends to increase. The recombinant apical membrane 

antigen 1 (AMA-1) and 19-kDa fragment of merozoite surface protein (MSP-119) are the 

lead candidates for inclusion in a vaccine against blood stages of malaria due to 

encouraging protective studies in humans and animals. Vaccine-related research has 

focused on identifying antigen that result in protective immunity rather than determining 

the nature of anti-malarial immune effector mechanisms. Moreover, emphasis has been 

placed on adaptive rather than innate immune response. In this study, we investigated 

the effect of  vaccine candidates Pv-AMA-1 and Pv-MSP-119 on the 

immune response of malaria-naïve donors. Pv-AMA-1 but not Pv-MSP-119 alters the 

maturation of monocyte-derived dendritic cells as observed by upregulation of CD80 

and CD64 expression and concomitant downmodulation in the CD11c, CD40 and CD86

cell surface molecules expression. In addition, Pv-AMA-1 induced an increased 

production of MIP-1a/CCL3 and decreased production of TARC/CCL17 levels    both 

DCs and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Fi ally, a significant pro-

inflammatory response was elicited by Pv-AMA-1- stimulated PBMCs. These results 

suggest that the recombinant vaccine candidate Pv-AMA-1 may play a direct role on 

innate immune response and might be involved in parasite destruction.

Plas m odium  vivax



 Introdução e revisão de literatura

1

1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA

A malária é causada por protozoários pertencentes ao filo Apicomplexa, à família 

 e ao gênero  Quatro espécies de são 

reconhecidas como parasitos naturais do homem: 

e A infecção por essas espécies de 

 tem suas características próprias, bem como diferença  nas suas áreas 

de distribuição (BRAGA et al., 2002a; BLEDSOE, 2005). Dentre essas espécies, 

e  são as mais prevalentes no mundo, sendo o 

considerado a espécie de maior impacto devido aos altos níveis de mortalidade, sua 

resistência a drogas antimaláricas e sua dominância so re o continente africano. 

Entretanto, a infecção debilitante por  tem causado um profundo impacto na 

saúde pública, na longevidade e na prosperidade de grande parte da população 

humana (MENDIS et al., 2001).

A malária é a doença parasitária mais comum e causadora de mortalidade e 

morbidade em países localizados em regiões tropicais e subtropicais e continua sendo 

o maior desafio em saúde pública em todo o mundo (DOOLAN et al., 2003; WHO, 

2004; GOOD et al., 2005). Embora tenha sido descrito há cerca de cento e vinte anos, 

a doença tem resistido a todas as formas de controle empregadas até hoje (WHO, 

2004; GOOD et al., 2005). A doença é endêmica em mais de cem países e a cada ano 

é estimado que cerca de 300-500 milhões de pessoas fiquem doentes devido à 

infecção por malária e mais de um milhão dessas morram, sendo a maioria crianças. 

Hoje em dia é estimado que 40% da população do mundo p rmaneçam sob o risco de 

infecção por malária (WHO, 2004; GOOD et al., 2005). Estimativas recentes indicam 

que a população sob risco de malária falciparum e vivax seja de 2,5 e 2,6 bilhões de 

pessoas, respectivamente (GUERRA et al., 2006). Para infecção por , ao 

Plas m odiidae Plasm odium . Plas m odium  

Plas m odium  falciparum , Plasm odium  

vivax, Plas m odium  m alariae   Plasm odium  ovale . 

Plas m odium

P. 

falciparum  P. vivax P. falciparum  

P. vivax

P. vivax

1.1. Situaç ão atual d a m alária
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contrário dos 70-80 milhões de casos anuais descritos (MENDIS et al., 2001), é 

estimado que esse número alcance de 130 a 435 milhões de casos a cada ano (HAY et 

al., 2004). A elevada ocorrência de malária vivax importada observada nos últimos 

anos tem alertado as autoridades governamentais em muitos países desenvolvidos

(WHO, 2004). Além disso, estudos recentes sugerem que o impacto c   ico causado 

por essa infecção tem sido subestimado e que seu impac o econômico nunca foi 

adequadamente considerado (WHO, 2004).

Embora a grande maioria das mortes causadas por malári  ocorra na África, a 

doença encontra-se amplamente distribuída na América Latina, Sudeste A  ático e 

Oceania. Enquanto prevalece no continente africano, o  é a 

espécie prevalente na Ásia e América Latina (PALMER et al., 1998; SHARMA, 1999; 

SAN SEBASTIAN et al., 2000). 

Muito alta
Alta
Moderada
Baixa
Sem malária

P. falciparum  P. vivax

Figura 1: Dis tribuição ge ográfica e  endemic idade da malária n  mundo. Fonte: WHO (2005)

Endemicidade
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Na América Latina, a malária representa um problema sé io de saúde pública, 

afetando a vida e a saúde de determinados grupos sociais, particularmente aqueles 

voltados para as atividades econômicas relacionadas à floresta, mineração e ao

trabalho na construção de estradas e usinas hidrelétricas (MARQUES, 1987).

No Brasil a malária é endêmica na região amazônica; ma s de 99% dos casos 

notificados ocorrem na região Norte e parte da região  entro-Oeste, nos estados do 

Pará, Amazonas, Rondônia, Acre, Amapá, Maranhão, Tocantins e Mato Grosso. Em 

2005, foram notificados pelo menos 513.013 casos autóctones e 7.334 casos 

importados, sendo o  a espécie prevalente no Brasil com 75,99% dos casos 

(SIVEP, 2005), e, apesar de não ser letal, as manifestações clínicas geram uma alta 

carga sócio-econômica para as grandes cidades e área rural na regi   intra-amazônica

(COURA et al., 2006). O padrão de transmissão da malária no Brasil é diferente do 

observado nas áreas hiper-holoendêmicas, caracterizando-se como hipo a 

mesoendêmica, de transmissão instável e com flutuações sazonais anuais (CAMARGO 

et al., 1996; BRAGA et al., 2002b; COURA et al., 2006). A malária não se apresenta 

distribuída uniformemente em toda região amazônica, uma vez que se observam áreas 

com diferentes níveis de transmissão da doença. As áreas de maior tr nsmissão são 

frequentemente aquelas de colonização recente, principalmente garimpos, (SAWYER, 

1993), populações ribeirinhas no rio Madeira (Portochuelo) e  ssentamentos ao longo 

do rio Ji-Paraná (Rondônia) (ALVES et al., 2002), onde as condições precárias de 

moradia associadas aos hábitos da população proporcion         ões favoráveis para 

a transmissão. Por outro lado, com o avanço do desmatamento florestal e o 

estabelecimento da agricultura, pastos e desenvolvimento urbano, a transmissão da 

malária parece substancialmente reduzida, sendo o risco de novas infecções 

direcionados por fatores do comportamento humano (DE CASTRO et al., 2006).

P. vivax
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Figura 2: Mapa de ris co da malária no s  Es tado s  da Amazônia leg al no ano de 2004. Minis té rio da 

Saúde (2005)

Tabela 1: S urtos  de  malária oc orridos  na Reg ião Não-Amazônica, 1999 a 2004

Na região extra-amazônica, onde a malária não apresenta caráter endêmico, 

vários surtos foram notificados, como demonstrado na Tabela 1. Esse é um quadro 

bastate preocupante, pois essas regiões reúnem condições favoráveis ao 

estabelecimento e manutenção da transmissão, como população susceptível e 

presença do vetor, além de boas condições ecológicas,  eográficas e econômicas para 

o estabelecimento do foco malarígeno (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005).

            Fonte: Ministério da Saúde (Brasil), 2005
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A estratégia de controle estabelecida na Conferência M     erial de Amsterdã, 

promovida pela Organização Mundial de Saúde, se baseia em um rápido diagnóstico 

da infecção, bem como no tratamento apropriado realizado de forma ordenada

(LOIOLA et al., 2002; WHO, 2004; COURA et al., 2006). Entretanto, casos de 

resistência às drogas, como cloroquina, mefloquina e primaquina, utilizadas contra a 

malária, vêm sendo reportados desde a década de 60 (ALECRIM et al., 1982; 

ALECRIM et al., 1999; BAIRD, 2007). Dessa forma, novas alternativas de controle têm 

sido estudadas. Dentre elas, uma vacina eficaz seria c nsiderada uma medida de 

maior custo-benefício para controle dessa infecção (GOOD et al., 2005). Contudo,

apesar dos avanços tecnológicos obtidos neste campo de pesquisa, vacinas eficazes 

contra malária ainda não estão disponíveis (KOCKEN et al., 1999; WYKES e GOOD, 

2007).

Diante do quadro de gravidade registrado pelo alarmante número de casos no 

ano de 1999 (637.470), o Ministério da Saúde (MS) lançou, no ano de 2000, um 

importante plano de intensificação das ações de controle de malária (PIACM) para a 

Amazônia Legal. Neste plano, o MS comprometeu-se a reduzir em 50% o número de 

casos de malária até o final do ano de 2001 em comparação com o ano de 1999, e em

50% a mortalidade por malária até o final do ano 2002, também em comparação com 

os dados registrados para o ano de 1999 (LOIOLA et al., 2002). Estima-se que o 

resultado desse programa de controle tenha evitado 1,5 milhões de casos novos da 

doença entre os anos de 2000 a 2002 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005). O programa 

de controle em operação atualmente no Brasil é o Progr  a Nacional de Prevenção e 

Controle da Malária (PNCM). Este programa tem como principal objetivo a redução da 

incidência e da taxa de mortalidade, além de eliminar   transmissão dentro de áreas 

urbanas das capitais brasileiras, e manter a ausência    transmissão em localidades 

onde a transmissão foi eliminada (COURA et al., 2006)
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1.2. O ciclo d os  p las m ódio s  nos  s e us  hos pe deiros

O ciclo do parasito no hospedeiro invertebrado se inicia quando 

macrogametócitos e microgametócitos são ingeridos pela fêmea do mosquito 

 durante o repasto sanguíneo no homem. Inicia-se então uma fase 

sexuada no interior de seu estômago, resultando na fecundação e formação de um ovo 

ou zigoto (oocineto). Posteriormente, o zigoto migra através da camada única de 

células do estômago do mosquito, posicionando-se entre esta e sua membrana basal. 

Assim, por esporogonia, resultam centenas de formas infectantes (esporozoítos) que 

migram para as glândulas salivares do mosquito vetor,    quais poderão, no momento 

da picada, serem inoculadas no homem (BLEDSOE, 2005). 

A infecção no homem tem início nesse momento, quando os esporozoítos são 

inoculados juntamente com a saliva na circulação sanguínea e/ou no tecido subcutâneo 

do hospedeiro (MOTA et al., 2001; AMINO et al., 2006). Apenas uma proporção dos 

parasitos entra nos capilares sanguíneos enquanto outros são drenados para os vasos 

linfáticos, atingindo os linfonodos (AMINO et al., 2006). Os esporozoítos que atingem 

os linfonodos podem se desenvolver como formas exo-eritrocíticas, porém, são 

degradados por leucócitos. Apenas aqueles que atingem   circulação sangüínea são 

capazes de se desenvolverem após infectarem os hepatócitos (AMINO et al., 2006). 

Antes de invadir as células hospedeiras, os esporozoítos migram por várias células do 

hospedeiro (MOTA et al., 2001; FREVERT, 2004), danificando a membrana plasmática 

nesse processo (transmigração do esporozoíto). Algumas células são capazes de 

reparar o dano enquanto outras morrerão por necrose em poucos minutos (MOTA et 

al., 2001). Essa passagem pelas células hospedeiras antes de atingirem os hepatócitos 

parece ser fundamental para o ciclo de vida dos plasmódios, induzindo a secreção de 

uma substância chamada fator de crescimento dos hepatócitos (HGF), a qual torna tais 

células mais susceptíveis à infecção (MOTA et al., 2001; CARROLO et al., 2003). O 

reconhecimento e a invasão dos hepatócitos pelos espor zoítos parecem envolver a 

participação de pelo menos duas proteínas: a proteína  ircum-esporozoíto (CS) 

(KAPPE et al., 2003) e a proteína adesiva relacionada à trombospondina (TRAP) 

(TROTTEIN et al., 1995).

A nophe les  s p.
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Após invasão dos hepatócitos, os esporozoítos se multiplicam por reprodução 

assexuada dando origem a milhares de merozoítos (ciclo exo-eritrocítico). O 

desenvolvimento nas células do fígado requer aproximadamente uma semana, para o 

e , e cerca de duas semanas para o (KROTOSKI, 

1985). Nas infecções por e , durante a fase exo-eritrocítica, podem 

surgir formas latentes denominadas hipnozoítos que permanecem nas células do 

fígado por tempo variável, causando recaídas da doença (KROTOSKI, 1985).

Os merozoitos formados durante a fase exo-eritrocítica são liberados do fígado 

para a circulação sanguínea por meio de estruturas vesículares denominadas 

merossomos (STURM et al., 2006). Esses merossomos se deslocam para os 

sinusóides hepáticos garantindo a liberação de merozoítos vivos diretamente na 

circulação sanguínea. Foi demonstrado que essa forma e    tiva manipula as células 

do hospedeiro de forma a prevenir a exposição de fosfatidilserina na camada externa 

da membrana plasmática de hepatócitos parasitados, protegendo assim da fagocitose 

por células de Kupffer e outras células fagocíticas pr     es nos sinusóides hepáticos

(STURM et al., 2006). Estima-se que cada hepatócito parasitado libera até 40.000 

merozoítos (NARDIN e NUSSENZWEIG, 1993; GOOD et al., 2005), que infectarão 

eritrócitos e começarão um novo ciclo de reprodução assexuada, que levará a uma lise 

das células vermelhas a cada 48 a 72 horas (ciclo erit ocítico). Esse sincronismo é o 

que causa o cenário de febres cíclicas em infecções estabelecidas. Após algumas 

gerações de merozoítos sangüíneos, uma pequena proporção destes parasitos se 

diferencia em estágios sexuados, os gametócitos, que o     arão esporozoítos no 

inseto vetor, após novo repasto sangüíneo. Ainda não se sabe ao certo qual é o 

estímulo ou mensagem responsável pela produção de gametócitos, a partir dos 

merozoítos ou esquizontes, mas existem duas hipóteses: a primeira sugere que os 

merozoítos já estão predeterminados a evoluírem em formas assexuadas ou sexuadas 

antes de invadirem a hemácia; outra hipótese, ao contrário, sugere que fatores 

ambientais ou estresse determinem a diferenciação dos merozoítos em gametócitos 

(DYER e DAY, 2000). 

O desenvolvimento de vacinas contra a malária, sobretu o na busca de um 

imunógenos efetivos e de baixo custo, representa um de afio científico significante no 

P. falciparum   P. vivax P. m alariae

P. vivax  P. ovale
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controle dessa infecção. Entretanto, seu progresso ainda é limitado pela complexidade 

do ciclo de vida do , que resulta em uma resposta imunológica específica 

para cada forma evolutiva, e pelo fato do parasito ter desenvolvido diversas estratégias 

de defesa contra a resposta imune do hospedeiro (GOOD et al., 2005).

Diversos antígenos de estágios assexuados sangüíneos t m despertado 

interesse como alvos potenciais de uma possível vacina protetora. Dentre estes 

antígenos, as proteínas MSP-1 ( ) e AMA-1 (

) têm se destacado como principais objetos de diferent   estudos em malária

vivax (HERRERA et al., 2007).

O antígeno 1 de membrana apical (AMA-1) é uma proteína de 83 kDa 

sintetizada por estágios sanguíneos maduros do parasito e também por esporozoítos 

(SILVIE et al., 2004), sendo localizado inicialmente nos micronemas (KOCKEN et al., 

2002; FENG et al., 2005). A estrutura primária deduzida da sua sequência gênica 

sugere que o AMA-1 apresenta características estruturais de uma proteína integral de 

membrana tipo 1, com um curto domínio transmembrana e  ma pequena cauda 

citoplásmatica na região C-terminal (PETERSON et al., 1989; PIZARRO et al., 2005).

Em todos os genes caracterizados de AMA-1 de  16 resíduos invariantes 

de cisteína estão codificados na região ectoplasmática, e a análise do padrão de 

pontes dissulfeto sugere uma divisão em três domínios   stintos, I II e III, que são 

estabilizados, respectivamente, com três, duas e três  ontes dissulfeto (HODDER et 

al., 1996; NAIR et al., 2002).

Plas m odium

erozoite urface  rotein pical em brane  

ntigen

Plas m odium ,

1.3. Antíge nos  c and idatos  à vacina

m s p a m

a

1.3.1. Antíge no 1 de m emb rana apic al (AMA-1)



 Introdução e revisão de literatura

9

Antes da invasão dos merozoítos nos eritrócitos a prot   a AMA-1 é processada 

em um produto de 66 Kda e então liberada na superfície  o merozoíto momentos antes 

ou durante o processo de invasão (NAIR et al., 2002; PIZARRO et al., 2005). O grau de 

conservação presente entre as sequências desta proteína implica que sua função 

biológica seja conservada entre as diferentes espécies de (LI et al., 2002)

e talves entre outros apicomplexa (CHESNE-SECK et al., 2005).

Acredita-se que umas das funções desta proteína seja facilitar a reorientação do 

merozoíto após adesão inicial, de modo que as roptrias e os complex       icronemas 

sejam expostos na superfície dos eritrócitos durante a invasão do parasito (CHITNIS e 

BLACKMAN, 2000; MITCHELL et al., 2004), ou ainda, iniciar o contato entre o parasito 

e o eritrócito, ação dependente da ligação de proteína  Duffy (MITCHELL et al., 2004).

Além disso, a análise cristalográfica da AMA-1 de  revelou que os seus 

domínios I e II são estruturalmente similares entre si e pertencem à superfamília PAN 

de proteínas. Esses domínios PAN fazem parte de proteínas micronemais de 

Apicomplexa, que desempenham importante papel na invas   ao hospedeiro 

(PIZARRO et al., 2005).

O potencial antigênico da proteína AMA-1 foi observado, inicialmente, após a 

imunização de macacos  com a proteína nativa purificada de 

(PK66), a qual foi capaz de induzir proteção parcial c    a infecção (DEANS et al., 

1988). Além disso, imunizações experimentais em roedores e pr    as utilizando a 

proteína recombinante AMA-1 evidenciaram proteção contra malária (KOCKEN et al., 

2002; STOWERS et al., 2002). Ensaios clínicos de Fase 1, realizados em humanos,

demonstraram que AMA-1 de , expressa tanto em quanto 

em  associada a adjuvantes do tipo Alhydrogel ou AS02A é segura e 

imunogênica, desencadeando potente resposta humoral, celular e de citocinas do tipo 

IFN-? e IL-5 quando administrada em indíviduos adultos sadios nunca expostos à

infecção (MALKIN et al., 2005; DICKO et al., 2007; POLHEMUS et      2007). Foi 

também verificado nesses estudos o desencadeamento de atividade biológica contra 

malária em ensaio de inibição de invasão in vitro (MALKIN et al., 2005).

Na África, em um estudo soroepidemiológico foi observado que crianças maiores 

de dois anos e adultos apresentavam anticorpos que reconhecem uma proteína 

Plasm odium

P. vivax

R he s us P. knowle si 

P. falciparum Pichia pas toris 

Es che richia coli
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recombinante correspondente a AMA-1 de , a PF83 (THOMAS et al., 

1994). No Quênia, estudo longitudinal realizado em população residente em área 

endêmica para observou uma considerável proporção de indivíduos

portadores de anticorpos naturalmente adquiridos e reatividade celular frente a AMA-1 

(UDHAYAKUMAR et al., 2001).

Dos poucos estudos soroepidemiológicos descritos na literatura, a maioria tem 

sido realizada em áreas holo-hiperendêmicas e utilizam como alvo a AMA-1 de 

(MORAIS et al., 2006). No Brasil, a resposta contra AMA-1 de  (Pv-

AMA-1) foi avaliada em indivíduos expostos à transmissão e  regiões do Estado do 

Pará; a proteína foi reconhecida por grande parte de indivíduos naturalmente expostos 

(85%), apresentando predomínio da resposta do tipo IgG1 (RODRIGUES et al., 2005). 

Outro estudo realizado no Brasil (MORAIS et al., 2006) demonstrou que a proteína 

AMA-1 de é naturalmente imunogênica em brasileiros que apresentam 

diferentes graus de exposição a infecção por malária. Neste estudo, foi observado que 

a prevalência e os níveis de IgG, IgG1 e IgG3 anti-Pv-AMA-1 aumentam com o tempo 

de exposição à infecção. Além disso, a frequência de resposta positiva e os níveis de 

IgG foram maiores em áreas onde a prevalência de malária apresentou maior 

intensidade (MORAIS et al., 2006).

O polimorfismo dessa proteína ocorre de forma não-aleatória na região 

codificadora dentro do ectodomínio, especialmente no domínio I (domínio mais 

polimórfico), sugerindo que essa região seja principal alvo da resposta imune 

(NATARAJAN et al., 2001). Esse polimorfismo pode ser determinante para a morbidade 

da doença uma vez que já foi demonstrado forte associação entre forma clínica e os 

resíduos Glu187 e Glu243 no gene AMA-1 de (FRANKE-FAYARD et al., 

2004), e entre trombocitopenia e a presença dos resíduos Y193 e S210 (GRYNBERG et 

al., 2007).

De modo geral, apesar de AMA-1 constituir um alvo potencial para inclusão em 

uma vacina protetora contra malária, existem poucos re   os sobre a caracterização da 

resposta imune de humanos contra esta proteína (MORAIS, 2005). A maioria dos 

estudos que vem sendo realizados têm como foco o aspecto imunoepidemiológico,

notadamente a resposta imune humoral. Dessa forma, estudos direcio ados para o 

P. falciparum
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entendimento da interação entre antígenos vacinais e r sposta imune do hospedeiro 

seriam necessários para determinar o papel dessas prot ínas na geração de uma 

resposta imune protetora.

A proteína 1 de superfície de merozoítos (MSP-1) tem sido intensivamente 

estudada como alvo potencial para proteção imune (HOLDER, 1988). Essa proteína é 

sintetizada como um precursor de alto peso molecular (180 a 230 kDa) durante a 

esquizogonia, e é depois processada em quatro principais fragmentos de proteínas de 

superfície de merozoítos, de aproximadamente 83, 30, 3  e 42 kDa (HODDER et al., 

1996). Em um segundo processamento, ocorre a clivagem do fragmento C-terminal do 

fragmento de 42 kDa em um peptídeo de 33 kDa, que é liberado na circulação, e em 

outra porção de 19 kDa, que permanece ancorada, via âncora de glicofosfatidilinositol

(GPI), sobre a superfície do merozoíto (BLACKMAN et al., 1990). Esses eventos de 

clivagem parecem ser essenciais para a invasão do parasito (Blackman et al., 1994). 

Essa proteína de 19 kDa da região C-terminal da MSP-1 (MSP-119) é considerada uma 

das principais candidatas à vacina contra (GOOD et al., 2005).

Embora a função precisa da MSP-119 ainda não seja conhecida, a análise 

estrutural de cristais de MSP-119 indica a presença de dois domínios similares ao fator 

de crescimento epidermal (EGF) (LIM et al., 2004), sendo que a comparação de 

sequências sugere que a mesma conformação esteja presente em todas as espécies 

de (CHITARRA et al., 1999). De fato, a homologia entre MSP-119 de 

 e  é estimada em torno de 35%, mas sua função parece ser 

conservada entre as espécies (O'DONNELL et al., 2001). 

Em certas condições a MSP-119 pode induzir imunidade em macacos (KUMAR 

et al., 2000) e em camundongos (DALY e LONG, 1995; LING et al., 1995; 

HIRUNPETCHARAT et al., 1997). A vacinação com MSP-119 de  foi 

altamente efetiva, induzindo altos títulos de anticorpos contra merozoítos e reduzindo 

significativamente a parasitemia após o desafio de mac cos com as formas sanguíneas 

1.3.2. Pro teína 1 d e s up e rfície de  m eroz oítos  (MSP-1)

Plasm odium

Plas m odium P. 
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P. cynom olgi
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desse parasito (PERERA et al., 1998). Proteção parcial contra a infecção com formas 

sanguíneas de  também foi obtida em macacos imunizados com a proteína 

recombinante MSP-119 (YANG et al., 1999). Em humanos, ensaios de fase 1 

evidenciaram a segurança e imunogenicidade da MSP-119, na qual a imunização de 

voluntários não-expostos à infecção com diferentes formas alélicas da  roteína 

recombinante induziu altos níveis de citocinas Th1 (IFN-?) e Th2 (IL-4 e IL-10)

antígeno-específicos (LEE et al., 2002). Além disso, altos títulos de anticorpos

específicos acompanhados de altos índices de proliferação celular e pronunciada 

resposta de memória detectada por ELISPOT foram demonstrados para essa proteína 

(OCKENHOUSE et al., 2006). De forma geral, altos títulos de anticorpos anti-MSP-119

parecem ser essenciais para proteção contra altas parasitemias (GOOD et al., 2005). 

A MSP-119 apresenta polimorfismos (JONGWUTIWES et al., 1993; MILLER et 

al., 1993; FERREIRA et al., 2003), apesar do efeito desses na imunidade induzida por 

vacinas em humanos não ser conhecida (GOOD et al., 2005). A análise da sequência 

de nucleotídeos da MSP-119 de 28 isolados de  no Brasil revelou que as 

sequências de DNA codificadoras desta proteína são conservadas, não apresentando 

polimorfismo genético, e que os anticorpos produzidos por indivíduos naturalmente 

expostos reconhecem predominantemente epitopos conserv     presentes em ambas 

formas alélicas da proteína (SOARES et al., 1999a).

Em contraste com os intensos estudos realizados com MSP-119 de 

, poucos estudos são conduzidos utilizando a proteína correspondente de 

(MORAIS, 2005). No Brasil, poucos estudos imunoepidemiológicos têm sido 

conduzidos e normalmente são limitados a uma área de transmissão focal (SOARES et 

al., 1997; SOARES et al., 1999a; SOARES et al., 1999b). Da mesma forma que para 

AMA-1, ainda são necessários estudos que demonstrem a interação entre antígenos 

vacinas com células do hospedeiro e a geração de respo  a imune protetora.

P. vivax

P. vivax
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1.4. Re s p os ta im une c ontra Plas modium

A resposta imune contra  pode ser desenvolvida especificamente 

contra cada um dos estágios do parasito (GOOD et al., 2005). Tem sido demonstrado 

em modelos experimentais que a sobrevivência à malária é ligada à habilidade de 

controlar a reprodução dos estágios sanguíneos do parasito nas primeiras    anas 

após a infecção (STEVENSON e RILEY, 2004). De fato, as formas sanguíneas dos 

plasmódios são as responsáveis pelas manifestações pat lógicas da doença, uma vez 

que os sintomas clínicos são decorrentes do desenvolvimento parasitário durante o 

ciclo assexuado sanguíneo. A imunidade frente a esses estágios sanguíneos poderia 

contribuir para a redução ou a eliminação dos parasitos e, consequentemente, as 

manifestações clínicas da doença.

Diversas evidências sugerem que uma imunidade protetor  naturalmente 

adquirida contra a malária seja obtida após infecções sucessivas (COHEN et al., 1961; 

MCGREGOR, 1974; BAIRD et al., 1991). Crianças intensamente expostas à 

transmissão apresentam sucessivos episódios clínicos de malária. Com o passar da 

idade, os sintomas clínicos da doença são menos pronunciados, embora os indivíduos 

possam apresentar altas parasitemias sanguíneas (EGAN et al., 1996). Em adultos,

observa-se parasitemia baixa, refletindo um equilíbrio da relação parasito-hospedeiro e

refletindo um estado de premunição que pode ser bem observado em áreas onde a 

malária é holo-hiperendêmica (DRUILHE e KHUSMITH, 1987). De uma maneira geral, 

a imunidade naturalmente adquirida é parcialmente cepa-específica e leva 

primeiramente a uma redução da taxa de mortalidade e da incidência de complicações 

e, mais tarde, a um decréscimo da incidência da doença. Por último, essa imunidade 

naturalmente adquirida leva a uma queda da parasitemia a níveis baixos ou mesmo

níveis indetectáveis (WEBSTER e HILL, 2003).

Em regiões de transmissão intensa e estável, onde o é espécie 

predominante, os recém-nascidos são resistentes à infecção durante os primeir s três 

meses de vida. Essa resistência tem sido atribuída principalmente à transferência 

passiva de anticorpos protetores IgG da mãe imune para o feto duran e a gestação 

(SEHGAL et al., 1989; CHIZZOLINI et al., 1991; HOGH et al., 1995). De fato, 

Plas m odium

P. falciparum  
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experimentos de transferência passiva de anticorpos, realizados nas décadas de 60 e 

70, demonstraram claramente que anticorpos contra as f rmas sanguíneas estão 

envolvidos na imunidade protetora (COHEN e BUTCHER, 1971). Estes experimentos 

foram posteriormente repetidos, confirmando que anticorpos IgG purificados de soros 

de adultos imunes, residentes em áreas hiperendêmicas, são capazes de controlar a 

infecção por  em crianças, reduzindo a parasitemia e protegendo-as de 

doença grave (SABCHAREON et al., 1991).

Na resposta contra os estágios sanguíneos, a eliminação do parasito parece 

ocorrer após desenvolvimento de uma resposta específica de anticorpos a antígenos 

variantes de superfície (GOOD et al., 2005). Evidências obtidas na última década 

mostraram que pelo menos dois mecanismos estão envolvidos, quais sejam, a

participação de anticorpos opsonizantes que promovem a fagocitose de eritrócitos 

infectados (GARRAUD et al., 1989; GARRAUD et al., 1994) e a presença de anticorpos 

citofílicos (subclasses IgG1 e IgG3, em humanos) que promovem a inibição do 

crescimento do parasito intra-eritrocítico em associação com monócitos (DRUILHE e 

KHUSMITH, 1987; LUNEL e DRUILHE, 1989). Entretanto, apesar dos anticorpos 

contra as formas sanguíneas ser um importante fator na eliminação do parasito, a 

imunidade mediada por células contribui nesse processo (GOOD et al., 2005).

Pombo e colaboradores (2002) descreveram a resposta celular obtida em 

voluntários não-imunes após inóculo de doses ultrabaixas de formas sanguíneas do 

parasito, observando resposta proliferativa de células T envolvendo células CD4+ e 

CD8+ e, ainda, uma produção de citocinas, primariamente de IFN-?, porém não de IL-4 

e IL-10, consistindo em uma resposta imunológica do tipo Th1. De fato, IFN-? e células 

CD4+ são capazes de ativar macrófagos que fagocitariam eri  ócitos infectados e 

merozoítos livres (STEVENSON e RILEY, 2004). Além disso, foi observada também 

uma alta concentração da atividade da enzima óxido nítrico sintase em células 

mononucleares do sangue periférico em indivíduos subsequentemente desafiados com 

o parasito (POMBO et al., 2002).

Ao contrário do demonstrado para infecções por outros    ógenos intracelulares,

incluindo vírus (LEHNER et al., 2007), bactérias (MEDZHITOV, 2007) e alguns 

protozoários (HONDOWICZ e SCOTT, 1999; GOLGHER e GAZZINELLI, 2004;   NG 

P. falciparum
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et al., 2007), em que o papel da resposta imune inata tem sido clar    te investigado,

relativamente poucos estudos são direcionados para a resposta inata à malária. As 

interações iniciais entre estágios sanguíneos do paras  o e as células do sistema imune 

inato são consideradas importantes para moldar a respo    imune adaptativa contra a 

infecção (ING et al., 2006). Além disso, a resposta imune inata é essencial não 

somente para limitar a fase inicial de multiplição do parasito como também a primeira 

onda de parasitemia, controlando a infecção até que a imunidade adaptativ  seja 

estabelecida (STEVENSON e RILEY, 2004). A indução dos mecanismos que 

caracterizam a imunidade inata independe do contato prévio do hospedeiro com o 

patógeno, indicando que sua ativação é mediada por moléculas conservadas entre as 

diferentes espécies ou cepas do microorganismo (STEVENSON e RILEY, 2004).

Dentre os componentes envolvidos na imunidade inata se encontram as células 

“Natural Killer” (NK), células NKT, células T ?d, os macrófagos e as células dendríticas. 

A localização das células NK na medula óssea, baço e sangue periférico permite que 

essas células tenham maior probabilidade de contato co  eritrócitos parasitados. 

Na resposta imune inata, as células NK representam uma importante fonte inicial 

de IFN-? e são responsáveis pela eliminação do parasito devido aos processos de 

citotoxidade desencadeados em resposta ao parasito (OJO-AMAIZE et al., 1984; 

DOOLAN e HOFFMAN, 1999; ARTAVANIS-TSAKONAS e RILEY, 2002). Tanto as 

células NKT quanto as células T ?d contribuem para imunidade antimalárica,

desempenhando papel crucial no desenvolvimento das respostas inata e adaptativa 

(STEVENSON e RILEY, 2004). Enquanto as células NKT atuam contra o 

desenvolvimento de formas pré-eritrocíticas em hepatócitos (SCHMIEG et al., 2003), as 

células T ?d são encontradas em maior número nas infecções agudas por 

e , desencadeam a produção de IFN-?, e possuem funções antiparasitárias 

(ELLOSO et al., 1994; LANGHORNE et al., 1994; HENSMANN e KWIATKOWSKI, 

2001). Durante a infecção por , além de atuarem como células 

apresentadoras de antígenos, os macrófagos apresentam um importante papel na 

imunidade inata devido a sua habilidade de fagocitar eritrócitos infectados na ausência 

de anticorpos específicos citofílicos e/ou opsonizantes, em uma interação envolvendo o 

P. falciparum  
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receptor de superfície CD36 e a proteína PfEMP-1 ( -encoded erythrocyte

membrane protein 1) (SERGHIDES et al., 2003).

Um dos componentes da resposta imune inata raramente explorado na malária 

humana são as células dendríticas, responsáveis pela iniciaçã  da resposta pró-

inflamatória após apresentação de antígenos para as cé    s T do hospedeiro 

(LANGHORNE et al., 2004). Durante a última década, enfoque tem sido dado à

importância das células dendríticas na iniciação da resposta imune adaptativa e 

definição do tipo da resposta imunológica (BANCHEREAU et al., 2000). As células 

dendríticas são as únicas células apresentadoras de an ígenos capazes de ativar 

células T não-primadas (BANCHEREAU e STEINMAN, 1998). Além disso, tem se 

tornado evidente que as células dendríticas desempenham um papel crítico na 

amplificação da resposta imune inata, particularmente estimulando a ativação de 

células NK (FERLAZZO et al., 2002; GEROSA et al., 2005). Dessa forma, as células 

dendríticas também possuem um papel central tanto na resposta imune inata      o na 

resposta imune adaptativa (STEVENSON e RILEY, 2004).

Os principais estudos associando a infecção malárica e o papel de células 

dendríticas têm sido realizados em modelo murino (SEIXAS et al., 2001; LUYENDYK et 

al., 2002; OCANA-MORGNER et al., 2003). Dentre eles, um resultado interessante

apresentado por Ocana-Morger e colaboradores (2003) demonstrou que as células 

dendríticas parecem ser responsáveis pela inibição da  esposta de células T CD8+; a 

maturação de células dendríticas derivadas de medula óssea é inibida e a 

sobrevivência de células dendríticas é aumentada após sua exposição aos parasitos 

sanguíneos. Além disso, esses autores demonstraram que o padrão  e secreção de 

citocinas por células dendríticas é profundamente modificado após contato com o 

parasito, e que somente as formas sanguíneas são responsáveis pela inibição de 

células T CD8+. 

Poucos estudos visam à compreensão do papel das células dendríticas 

humanas na resposta a antígenos de plasmódios (URBAN e ROBERTS, 2003; 

VICHCHATHORN et al., 2006). Um estudo consistente com os achados em modelo 

murino demonstra que eritrócitos infectados por , quando cultivados 

 com células dendríticas derivadas de monócitos do sangue periférico, inibem sua 
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maturação e sua subsequente habilidade em ativar células T após o contato direto por 

citoaderência (URBAN et al., 1999). Essa citoaderência de eritrócitos infectados a 

células dendríticas resultaram no aumento da secreção de IL-10 e inibição de células T 

CD4+ primárias e secundárias (URBAN et al., 2001b). Outro estudo demonstrou que 

células dendríticas circulantes no sangue periférico de crianças quenianas que 

apresentaram malária falciparum grave ou moderada tiveram expressão de HLA-DR 

diminuída em comparação a crianças sadias, apesar de não ser observada alteração

no número total dessas células (URBAN et al., 2001a). Para , o único estudo 

descrito até o momento envolvendo células dendríticas   monstrou apenas uma 

resposta frente ao estágio pré-eritrocítico do parasito. Nesse estudo foi demonstrado 

que células dendríticas estimuladas por esporozoítos f ram capazes de ativar linfócitos 

citotóxicos, levando a uma eliminação específica de he atócitos infectados 

(VICHCHATHORN et al., 2006). 

No desenvolvimento de vacinas contra a malária, devido à natureza do processo 

de imunização, um enfoque maior tem sido dado para a imunidade adaptativa. Assim, o

estudo da interação das células dendríticas com antígenos candidatos à vacina 

contribui para o entendimento da geração da resposta imune protetora e para o 

desenvolvimento de possíveis vacinas efetivas no futuro.

P. vivax
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2. JUS TIFICATIVA

A malária é uma das doenças parasitárias de maior importância global e uma 

das principais causas de morbidade e mortalidade nas á eas tropicais e subtropicais do 

mundo. É estimado que mais de 2,7 milhões de pessoas,    sua maioria crianças, 

morram a cada ano, e que mais de 2 bilhões residam em regiões endêmicas para a 

doença (WEBSTER e HILL, 2003). No Brasil, a malária é endêmica na Amazônia 

brasileira, onde ocorre a transmissão simultânea do , e

, sendo  a espécie prevalente, responsável por cerca de 80% do  

casos registrados (SIVEP, 2005). Diferentemente de , a infecção por 

 raramente leva a quadros letais, causando a forma mal  ica denominada terçã 

benigna. Entretanto, a prostração constante causada pela sua infecção não pode ser 

considerada benigna, sendo causa importante de morbidade e perdas sócio-

econômicas (CUI et al., 2003). Além disso, ao contrário do , que pode ser 

facilmente cultivado , o cultivo de ainda é restrito a poucos laboratórios 

(GOLENDA et al., 1997), o que restringe os estudos sobre os mecanismos 

imunológicos que operam durante a infecção por esta es écie.

A disseminação da malária tende a aumentar continuamente conforme ocorra

dispersão da resistência ao tratamento, aumento da res  tência do  a 

inseticidas e, ainda, falta de infra-estrutura necessária para o combate do problema. 

Esse aumento ocorre a despeito da evidência de que certos mecanismos de controle, 

tais como uso de inseticidas e desenvolvimento de novas drogas, têm provado sua 

eficiência (NEVILL et al., 1996; WINSTANLEY et al., 1997). Portanto, como ferramenta 

adicional de controle, uma vacina efetiva contra essa  oença parasitária é 

urgentemente necessária (CUI et al., 2003).

Diversos antígenos de estágios assexuados sanguíneos t m despertado 

interesse como alvos potenciais de uma vacina protetora. Dentre esses antígenos, as 

proteínas AMA-1 (Apical Membrane Antigen 1) e MSP-1 (Merozoite Surface Protein 1) 

têm se destacado como principais objetos em diferentes estudos em malária. A maioria 

dos estudos clínicos utilizando esses antígenos é voltada para um enfoque 
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soroepidemiológico, tentando esclarecer o papel da dinâmica de transmissã  na 

resposta imune naturalmente adquirida e no entendimento dos possíveis mecanismos 

humorais envolvidos na proteção contra a malária. Apesar desses estudos terem 

contribuído para o conhecimento da resposta imune naturalmente adaptativa contra a 

malária, que é um pré-requisito para o desenvolvimento de uma vacina, pouco ainda é 

conhecido sobre os mecanismos de resposta imune celular que desencadeiam esta

proteção.

Devido à natureza do processo de imunização, os estudos sobre   resposta 

imune de candidatos à vacina são voltados principalmente para a imunidade 

adaptativa. No entanto, pouco ainda é conhecido sobre a imunidade inata associada à

essas proteínas, sendo essencial para limitar a fase inicial de multiplicação do parasito, 

controlar a primeira onda de parasitemia e moldar a resposta adaptativa (STEVENSON 

e RILEY, 2004).

Um dos componentes da resposta imune inata raramente explorado na malária 

humana são as células dendríticas, responsáveis pela iniciação da re posta pró-

inflamatória após apresentação de antígenos para as cé    s T do hospedeiro 

(LANGHORNE et al., 2004). As células dendríticas possuem um papel central tanto na 

resposta imune inata quanto na resposta imune adaptativa (STEVENSON e RILEY, 

2004). Alguns estudos em malária humana e murina sugerem que    unção das células 

dendríticas pode ser modulada por eritrócitos infectados, incluindo a inib  ão da 

maturação das células dendríticas (URBAN et al., 1999; OCANA-MORGNER et al., 

2003).

Assim, no presente trabalho, investigamos o efeito dos candidatos à vacina 

contra , AMA-1 e MSP-119, na resposta imune de indivíduos não-expostos à 

infecção malárica, representando a imunidade inata desencadeada por esses 

antígenos

P. vivax

.



Objetivos

20

3. OBJETIVOS

3.1. Ob jetivo  ge ral

3.2. Ob jetivo s  es p ecífic os

Avaliar aspectos da resposta imune inata frente a antígenos recombinantes de 

(AMA-1 e MSP-119) em indivíduos não expostos à infecção por malária.

Definir as condições ideais para a realização de um ensaio  para 

diferenciação de células mononucleares do sangue periférico em células 

dendríticas;

Verificar a expressão de moléculas de superfície, incluindo moléculas de 

apresentação de antígenos (CD1a, HLA-A,B,C e HLA-DR), moléculas co-

estimulatórias (CD40, CD80 e CD86), moléculas receptor   de 

imunoglobulinas (CD16 e CD64) e integrina de membrana (CD11c), em 

células dendríticas derivadas de monócitos diferenciadas na presença 

dos antígenos recombinantes de ;

Avaliar a produção de citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a, IFN-? e IL-

12) e quimiocinas (CCL3/MIP1-a, CCL5/RANTES, CCL17/TARC e

CXCL10/IP-10) secretadas por células dendríticas derivadas de 

monócitos diferenciadas na presença de Pv-AMA-1 e Pv-MSP-119;

Avaliar a cinética da produção de citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a, 

IFN-? e IL-12) e quimiocinas (CCL3/MIP1-a, CCL5/RANTES,

CCL17/TARC e CXCL10/IP-10) em sobrenadantes de culturas de células 

mononucleares do sangue periférico estimuladas com Pv-AMA-1 e Pv-

MSP-119;

P. vivax
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• Determinar a produção de óxido nítrico nos sobrenadantes de culturas de 

células mononucleares do sangue periférico estimuladas por Pv-AMA-1 e 

Pv-MSP-119 de indivíduos não expostos à infecção por .P. vivax
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4. MATERIAL E MÉTODOS

Figura 3. De s enho e xperime ntal.

4.1. Ind ivíd uos  e  áre a d e e s tudo

Dezoito indivíduos adultos, do gênero masculino ou feminino, nunca expostos à 

malária foram selecionados na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, área não-

endêmica para malária. Amostras de sangue de 13 indivíduos foram utilizadas para os 

experimentos de células dendríticas e de nove indíviduos, para experimentos com 

PBMCs. O tamanho amostral foi calculado pelo software Sample Size Calculator 

(Creative Research Systems, USA). De todos os indivíduos avaliados foi obtido o 

consentimento para participação no estudo conforme normatiza o Comitê de Ética da 

Universidade Federal de Minas Gerais (projeto aprovado no Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais em 10 de Abril de 2007/ ETIC 

060/07). Amostras de sangue foram coletadas em 4 tubos heparinizados. O desenho 

experimental utilizado encontra-se descrito na Figura 3.

18 indivíduos nunca espostos à malaria

Purificação monócitos por CD14+

Diferenciação em DCs

Análise DCs diferenciadas/maturadas por
citometria de fluxo

Maturação com LPS

IL-4 + GM-CSF

Produção
citocinas/quimiocinas

Isolamento de  PBMCs

Culturas com Pv-AMA-1 
or Pv-MSP-119
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4.2. Antíge nos

4.2.1. Fragm ento  de 19 kDa d a re gião C-te rminal da Proteína 1 d e S upe rfície  
de Meroz o íto de P. viv ax (Pv -MS P-119)

Duas proteínas recombinantes representando antígenos d  estágios sanguíneos 

de foram utilizadas nos ensaios para avaliação da resposta imune celular, o 

fragmento de 19 kDa da região C-terminal da Proteína 1 de Superfície de Merozoíto 

(Pv-MSP-119) e o Antígeno 1 de Membrana Apical (Pv-AMA-1). Estes antígenos 

recombinantes nos foram gentilmente cedidos pelo Dra. Irene Soares, do Departamento 

de Análises Clinicas e Toxicológicas, USP.

A proteína recombinante correspondente ao fragmento de 19 kDa da região C-

terminal da MSP-1 de (aminoácidos 1616-1704; cepa Belém) consiste em uma 

proteína de fusão de peso molecular aparente de 36 kDa, expressa em (DH5a) 

juntamente com o gene da glutationa S transferase (GST  de , 

a partir do vetor de expressão pGEX-3x. A proteína encontra-se esquematicamente 

representada na Figura 4.

P. vivax 
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Figura 4. De s enho es que mático da MSP-1 de , re pres e ntando  os  blo cos  co ns ervados  

entre  as  es péc ie s  de  (ICB), regiõe s  s emicons ervadas  (CB) e  variáve is , as s im c omo  o  

frag mento de  19 kDa derivado de  um s eg undo proce s s amento da MSP-1 (adaptado de  Del Portillo  

et al., 1991).

P. v ivax

Plasmodium 

4.2.2. Antígeno 1 da Memb rana Apic al de P. vivax (Pv-AMA-1)

A proteína recombinante de 66 kDa correspondente ao Antígeno 1 de Membrana 

Apical de  (Pv-AMA-1) foi produzida em a partir do vetor de expressão 

pET-22b abrangendo as regiões codificadoras dos ectodomínios I, II e III da proteína, 

como representado na Figura 5. 

P. vivax E. coli 
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Figura 5. Antíg eno  de  Me mbrana Apical 1.  A) Estrutura te rc iári  do gene PvAMA-1: verde = 

domínio I, azul = domínio II e  verde = domínio III. Fig   a  extraída de  Pizarro  , 2005). B) 

Es quema do Antíg eno de  Me mbrana Apic al 1: PS = Pe ptíde   s inal, PD = Pró-do mínio, Dom I = 

Domínio I, Dom II = Do mínio II, Do m III = Domínio III, DT = Do mínio trans me mbrano e CC = Cauda 

c ito plas mática. Figura adaptada de  Ho dder , 1996.

A)

B)

et al

et al

4.2.3. Tes te d e c ontaminaç ão por endotoxinas

Considerando que os antígenos recombinantes de malária utilizados neste 

trabalho (Pv-AMA-1 e Pv-MSP-119) foram produzidos em , foi realizado um teste 

para determinação da presença de endotoxinas de bactérias gram-negativas (LPS), 

usando o kit comercial cromogênico de lisado de amebócito de  (

Amebocyte Lysate test, QCL-1000, Cambrex, EUA), de acordo com as intruções do 

fabricante. Esse teste também foi aplicado para todos os reagentes de cultura 

utilizados no estudo.

Os resultados do teste demonstraram que as preparações antigênicas bem 

como os demais reagentes de cultura apresentaram níveis não significativos de 

endotoxinas, ou seja, níveis menores do que o limite d  detecção do ensaio (5 EU/mL), 

garantindo a qualidade dos resultados obtidos.

PS PD Dom I Dom II Dom III DT CC

E. coli

Lim ulus Lim ulus  
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4.3. Ob tenção de células  m ononucle are s  d o s angue  p e riféri o

Para separação dos PBMCs, aproximadamente 35 mL de sangue periférico de 

cada indivíduo, coletados em tubos heparinizados, foram aplicados lentamente sobre 

10 mL de solução de Ficoll-Hypaque (Histopaque® 1.077, Sigma, EUA) em tubos de 50 

mL de polipropileno (Falcon 2074, BD Biosciences, EUA), e foram centrifugados a 400 

g por 40 minutos em temperatura ambiente. O anel contendo as células

mononucleares, formado na interface entre plasma e eritrócitos, foi coletado e lavado 

por duas vezes a 400 g por 10 minutos com meio DMEM (Sigma, EUA). Ao final, as 

células foram ressuspendidas para 1 mL e foi realizada a contagem das mesmas. Para 

contagem celular foi utilizada a câmara hemocitométrica de Neubauer estando as 

células diluídas (1:20) em Solução de Turcks. O volume final foi ajustado para 1x107

células/mL.

Para a diferenciação em células dendríticas, monócitos foram isolados a partir 

de suspensão de PBMC obtida conforme descrito acima.

Para o isolamento de monócitos, foi utilizada a técnica de separação celular por 

colunas magnéticas (MACS, magnetic activated cell sorting). Em resumo, os monócitos 

(células CD14+) foram magneticamente marcados com microesferas anti-CD14. Em 

seguida, a suspensão celular foi transferida para colunas LS e então foram colocadas 

em campo magnético de um separador MACS (QuadroMACS®, Miltenyi Biotec, EUA). 

Células não marcadas passaram pela coluna na presença de campo magnético. Após 

remoção da coluna do campo magnético, as células CD14+ magneticamente retidas

(seleção positiva) foram eluídas (PBS pH 7,2 com 0,5% BSA e 2 mM EDTA), lavadas 

(PBS), contadas em câmara de Neubauer, e distribuídas em tubo  de poliestireno 

4.4. Diferenciaç ão de  c élulas  dendrític as  na pres e nç a do s  antíg enos  

recombinante s  Pv-AMA-1 e Pv-MSP-11 9  
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(1x106 monócitos/tubo) contendo meio de cultura completo (DM M suplementado com 

10% de soro fetal bovino, 40 mg/L de gentamicina e 300  g de L-glutamina a 2 mM).

A diferenciação de monócitos foi realizada pela presença das citocinas humanas

IL-4 e GM-CSF, segundo protocolo descrito por Urban et al. (1999). Resumidamente, 1 

µg/mL de IL-4 e de GM-CSF (Peprotech, EUA) foram acrescentados nos dias 1, 3 e 5,

em culturas com presença ou ausência dos antígenos Pv-AMA-1 e Pv-MSP-119 (1 

µg/tubo) adicionados nos mesmos dias de cultura, gerando células dendríticas imaturas 

(iDCs). No sétimo dia de cultura, as células foram maturadas na presença de 10 µg/mL 

de LPS (Sigma, EUA) por 48 horas, resultando em células dendríticas maduras 

(mDCs). As culturas em diferenciação e maturação foram mantidas em estufa 

humidificada a 37 oC e 5% CO2. 

Células mononucleares do sangue periférico (5 x 105) foram distribuídas em

placas de cultura de 48 wells (Corning, USA), estimuladas com Pv-AMA-1 ou Pv-MSP-

119 na concentração de 1 µg/poço, e incubadas a 37 oC e 5% de CO2 por 1, 2, 4 e 6 

dias. Culturas adicionais estimuladas com mitógeno PMA (Phorbol 12-myristate 13-

acetate, Sigma) foram realizadas como controles positi os. Para a determinação de 

produção de citocinas e quimiocinas, sobrenadantes for m coletados, aliquotados e 

estocados a – 80oC até a realização dos ensaios.

Após diferenciação e maturação, o perfil fenotípico das células dendríticas foi 

determinado por citometria de fluxo, avaliando a expressão de moléculas de superfície,

incluindo moléculas de apresentação de antígenos (CD1a, HLA-A,B,C e HLA-DR), 

4.5. Culturas  de c élulas  mononucle are s  do  s angue pe rifé rico  (PBMC)

4.6. Pe rfil feno típico  de células  dendríticas  diferenciad    a pre s ença ou 

aus ência dos  antíg eno s  re co mbinante s  Pv-AMA-1 e Pv-MSP-119
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moléculas co-estimulatórias (CD40, CD80 e CD86), moléculas receptor   de 

imunoglobulinas (CD16 e CD64) e integrina de membrana (CD11c), esta última para 

determinar o processo de diferenciação. Os anticorpos utilizados foram específicos 

para os marcadores celulares humanos CD1a PE-Cy5 (conjugado com ficoeritrina e 

Cy5, fusionados), HLA-A,B,C PE (conjugado com ficoeritrina), HLA-DR PE-Cy5, CD40 

PE, CD80 FITC (conjugado com isotiocianato de fluoresceína), CD86 PE, CD16 PE, 

CD64 FITC e CD11c PE (BD Pharmingen, EUA).

A marcação celular foi realizada pela incubação de células dendríticas 

diferenciadas e maturadas com os respectivos anticorpos, em temperatura ambiente 

por 20 minutos; lavados com PBS e centrifugados por 10 minutos a 400 g. As células 

marcadas foram ressuspendidas em 50 µL de PBS e analisadas em citôme  o de fluxo 

(FACScan, Becton Dickinson, EUA).

Sobrenadantes de culturas foram coletados para determinação da produção das 

seguintes citocinas: IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-? (Th1/Th2 kit Cytometric Bead 

Array – CBA, BD Pharmingen, EUA), de acordo com o protocolo sugerido pelo 

fabricante. O princípio da técnica de CBA baseia-se no uso de seis populações de 

microesferas com diferentes intensidades de fluorescência; cada população de 

microesferas foi sensibilizada com anticorpos de captura específicos para IL-2, IL-4, IL-

5, IL-10, TNF-a e IFN-?. Essas microesferas específicas para determinadas citocinas 

foram detectadas em citômetro de fluxo e a quantidade de citocinas presentes nos 

sobrenadantes de cultura foi determinada pela intensidade de fluorescência.

Resumidamente, uma alíquota (50 µL) de sobrenadante foi incubada com 15 µL da 

mistura de microesferas específicas anticitocinas por 3 horas à temperatura ambiente, 

seguida por uma lavagem com tampão contendo 1% BSA em     e centrifugação a 

600 g por 7 minutos. Após o descarte dos sobrenadantes, as microesferas foram 

4.7 Determ inação d a p rod uç ão de  citocinas  p or “cytom etric b ead array”

(CBA)
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( ).

incubadas com 18 µL da mistura de anticorpos anticitocinas humanas conjugadas com 

PE, por 30 minutos à temperatura ambiente, protegidas da luz. Finalmente, as 

microesferas foram lavadas novamente e ressuspendidas    100 µL do tampão de 

lavagem, e então analisadas no citômetro de fluxo (FACScan®, BD Biosciences, EUA).

Para quantificação da citocinas, padrões contendo concentrações conhecidas de cada 

citocina foram processados em paralelo. A análise dos dados foi realizada utilizando-se

o software BD CBA (BD Biosciences, EUA). Resultados foram obtidos em pg/mL, e os 

limites de detecção foram de: 2,6 pg/mL para IL-2 e IL-4; 2,8 pg/mL para IL-10 e TNF-a; 

2,4 pg/mL para IL-5; e 7,1 pg/mL para IFN-?. 

As razões entre as citocinas TNF-a/IL-10 e IFN-?/IL-10 foram calculadas para 

determinar o perfil pró ou anti-inflamatório resultante nas culturas, conforme descrito 

previamente (RHEE et al., 2001).

As citocinas IL-12 e TGF-ß, e as quimiocinas CCL3/MIP-1a, CCL5/RANTES, 

CCL17/TARC e CXCL10/IP-10 foram detectadas e quantificadas nos sobrenadantes de 

cultura utilizando-se kits comerciais R&D Systems, EUA Os ensaios foram realizados 

de acordo com as instruções do fabricante. Para detecção do ensaio foram utilizados 

anticorpos de detecção biotinilados combinados com estreptavidina-HRP (Amersham 

Biosciences, EUA) e o cromógeno OPD (Sigma). A reação colorimétrica foi analisada 

em um leitor de microplacas de ELISA (492 nm). O cálculo das concentrações finais de 

citocinas e quimiocinas a partir dos valores médios de densidade óptica foi obtido pela 

interpolação de uma curva padrão utilizando-se o software SOFTmax ® Pro 4.8. 

Resultados foram obtidos em pg/mL, e os limites de detecção foram de: 15,6 pg/mL 

para CXCL10; TGF-ß e IL-12; 7,8 pg/mL para CCL5; e 3,9 pg/mL para CCL3 e CCL17.

4.8. Determinaç ão d a p roduç ão de citocinas  e  quimiocinas  p or ELIS A de  

c ap tura
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4.9. Determinação d os  níveis  de óxido nítrico em  s obrenadante s  de 

c ulturas  de PBMCs  es tim uladas  com Pv-AMA-1 ou Pv-MSP-119

4.10. Anális e es tatís tic a

A produção de óxido nítrico (NO) foi determinada pela reação de Griess, em um 

ensaio colorimétrico baseado na análise indireta dos n veis de nitrito presentes em 

sobrenadantes de cultura estimulados (GREEN et al., 1982). Resumidamente, em 100 

µL de sobrenadante foram adicionados uma mistura de 50 µL de 0,1% N-(1-Naftil)-

etilenodiamina) e 50 µL de 1,0% de Sulfanilamida em 3,0% de ácido fosfórico (Sigma, 

EUA), a temperatura ambiente. A absorbância foi lida após 5 minutos de reação em um 

leitor de microplacas de ELISA no comprimento de onda de 550 nm. A concentração de 

nitrito das amostras foi determinada pela interpolação a partir de uma curva padrão de 

solução de nitrito de sódio, e o limite de detecção foi de 0,78 µM.

O teste Kolmogorov-Smirnoff foi inicialmente utilizado para determinar a 

normalidade dos dados. Para variáveis com distribuição gaussiana, o teste de análise 

de variância (ANOVA) foi utilizado para comparar média  de grupos independentes, 

seguido pelo teste t de comparação múltipla de Dunnet, utilizado para comparar 

culturas estimuladas com antígenos em relação à cultura controle. As diferenças 

obtidas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de P foi igual 

ou menor que 0,05; todos os valores de P refletem uma análise bimodal. Todos os 

testes estatísticos foram realizados utilizando-se os pacotes Prism for Windows 4.0 

(GraphPad, Inc) e SPSS 16.0 for Windows (SPSS, Inc).
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5. RES ULTADOS

5.1. Es tab ele cim ento de c ond ições  de c ultura para diferenciaç ão de  

m onócito s  e m  c élulas  de ndrític as

Para o estabelecimento das condições de diferenciação de monócitos em 

células dendríticas foram utilizados protocolos já des  itos na literatura (URBAN et al., 

1999; SEMNANI et al., 2001; SEMNANI et al., 2003; VICH  ATHORN et al., 2006). Na 

implementação do procedimento no Laboratório de Malária (ICB – UFMG) foram 

testadas diferentes condições experimentais, com variação para concentrações de 

microesferas magnéticas específicas para o receptor CD14, número de     agem de 

células em colunas magnéticas, tempo de cultura, concentração dos fatores de 

diferenciação (IL-4 e GM-CSF) e de antígenos recombinantes de , e tempo de 

maturação celular.

Após otimização do processo, observou-se que a melhor separação de 

monócitos a partir de PBMCs foi obtida quando utilizada uma concentração 7 µL de 

microesferas anti-CD14 para cada 107 células mononucleares do sangue periférico. No 

teste de número de passagens de células em colunas magnéticas, observou-se que 

após uma passagem foi obtida uma pureza média de 97,4% de monócitos e um 

rendimento médio de 97,9% após separação (Figura 6). Para duas ou mais passagens, 

a pureza média aumentou para 98,2%, enquanto o rendimento médio foi de 98,6%, não 

representando aumento significativo quando comparado a  rendimento obtido após 

somente uma passagem. Devido ao custo-benefício do procedimento, foi definido que 

apenas uma passagem em coluna magnética seria utilizad  nos procedimentos de 

separação.

P. vivax
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B 15.4%

81.2%

D 97.4%

2.2%

F 2.1%

94.8%
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Figura 6. Anális e de pureza e  rendimento apó s  is o lamento de  monó cito s  a partir de c é lulas  

mononuc le ares  do s angue periférico (PBMCs). A) Pe rfil fenotípic o de  PBMCs B) Anális e  da 

expres s ão de CD45 (FL1) e  CD14 (FL2). C) Perfil fenotípico de  mo nóc itos  apó s  s e leç ão pos itiva 

e m c olunas  mag néticas . D) Anális e da e xpre s s ão de  CD45 (FL1) e  CD14 (FL2), re pres entando  a 

pure za da po pulação de  mo nó c ito s . E) Perfil fenotípico de cé lulas  não s e lec io nadas  e m c    nas  

mag nétic as . F) Anális e  da e xpre s s ão de CD45 (FL1) e  CD14 (FL2), re pre s entando o rendime  to de  

monócitos  o btidos  no proce ss o de  is o lame nto.
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O tempo de cultura, concentração dos fatores utilizados na diferenciação e 

tempo de maturação celular foram determinados a partir do aumento de expressão da 

integrina de membrana CD11c, que determina a diferenci ção de monócitos em células 

dendríticas. Conforme descritos na metodologia, as melhores condições determinadas 

foram de sete dias de diferenciação, na presença de antígenos e adição de fatores de 

diferenciação em dias alternados, e utilização de 1 µg/poço de IL-4 e GM-CSF, e 1 

µg/poço de cada antígeno recombinante testado. O tempo de maturação celular por 

LPS foi definido em 48 horas de cultura. A Figura 7 demonstra o processo final de 

diferenciação de monócitos em células dendríticas evidenciado pelo aumento relativo 

da expressão de CD11c.

Figura 7. Anális e  de  dife re nc iaç ão de monócitos  e m c élulas  dendrític as  pela expres s ão re lativa de  

CD11c. Em verme lho, expres s ão de  CD11c em mo nóc itos . Em azul, e xpres s ão de  CD11c e m 

monócitos  difere nc iado s  e m c élulas  de ndríticas .
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( ) (

5.2. Alterações  ind uz idas  p or antíge nos  re combinante s   e  na 

e xp res s ão d e m oléc ulas  d e s up erfície  d e c élulas  d end rí  c as  d e riv ad as  de  

m onócito s  

P. vivax

A análise da expressão de marcadores de superfície celular de células 

dendríticas derivadas de monócitos mostraram que somente Pv-AMA-1 induziu uma 

expressão molecular alterada quando comparada à DCs maduras e imaturas (Figuras

8, 9, 10 e 11). Nenhuma alteração substancial foi observada na expressão de 

marcadores de superfície celular de DCs derivadas de monócitos diferenciadas na 

presença de Pv-MSP-119, quando comparada aos controles apropriados. A 

diferenciação de monócitos em DCs na presença de Pv-AMA-1 induziu um decréscimo 

significativo na expressão da integrina de membrana CD11c (P = 0,0290) (Figuras 8A e 

B), e também de moléculas co-estimulatórias CD40 P = 0,0260 e CD86 P = 0,0280, 

Figuras 9A e B). Além disso, essa mesma proteína gerou um aumento significativo na 

expressão da molécula co-estimulatória CD80 e no receptor de imunoglobulina 

CD64/Fc?RI (P = 0,0330 and P = 0,0340, respectivamente) (Figuras 9A, 9B, 10A e 

10B). Nenhuma alteração significativa foi observada na expre   o de moléculas 

apresentadoras de antígenos (HLA-DR, HLA-A,B,C e CD1a) (Figuras 11A e 11B), e no 

receptor de imunoglobulinas CD16/Fc?RIII (Figuras 11 A e B) quando os monócitos 

foram diferenciados na presença de Pv-AMA-1.
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Figura 8. Anális e  por c ito metria de  fluxo  de  cé lulas  de ndríticas  derivadas   e monócitos . (A) 

Expres s ão do marc ado r de  s uperfíc ie  ce lular CD11c. DCs imaturas  (iDCs ), DCs maturadas  por 

LPS (mDCs ), DCs  maturadas  po r LPS c ultivadas  c om Pv-AMA-1 (mDCs /Pv-AMA-1) and DCs  

maturadas  por LPS cultivadas  c om Pv-MS P-119 (mDCs /Pv-MSP-119). Intens idade mé dia de  

fluores c ênc ia indic ada no e ixo X. Dados  repres entativo s  de  uma entre 13 amo stras . (B) 

Inte ns idade média de fluores c ê nc ia (MFI) ± e rro padrão da expres s ão de CD11c. Co ntrole  (DCs  

maturadas  por LPS) e  DCs  maturadas  inc ubadas  c o m Pv-AMA-1 o u Pv-MSP-119  (n = 13). 

Inte ns idade média de fluores cê ncia e s tá re pre s entada no e ixo Y.
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Fig ura 9. Anális e  por c itome tria de  fluxo de cé lulas  dendrític as  derivadas   e  mo nócitos . (A) Expres são dos  

marcadores  de  s uperfície  ce lular CD40, CD80 e  CD86. DCs  imaturas  (iDCs ), DCs maturadas  por LPS (mDCs ), DCs  

maturadas  por LPS c ultivadas  c o m Pv-AMA-1 (mDCs /Pv-AMA-1) and DCs  maturadas  por LPS cultivadas  co m Pv-

MS P-119 (mDCs/Pv-MS P-119). Inte ns idade  média de  fluores cênc ia indic ada no e ixo X. Dado s  re pres entativo s  de  

uma e ntre  treze amo s tras . (B) Intens idade mé dia de fluore s cê ncia (MFI) ± erro padrão  a e xpres s ão de CD40, 

CD80 e  CD86. Co ntro les  (DCs  maturadas  por LPS) e  DCs maturadas  incub das  c o m Pv-AMA-1 o u Pv-MS P-119 (n 

= 13). Intens idade mé dia de fluore sc ê nc ia e s tá repre se ntada no eixo Y.
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Figura 10. Análise  por c ito metria de  fluxo de  c é lulas  dendrític as  derivadas   e monócitos . (A) 

Expres s ão dos  marcadore s  de s uperfíc ie c elular CD16 e  CD64. DCs imaturas  (iDCs ), DCs  

maturadas  por LPS (mDCs ), DCs maturadas  por LPS cultivadas  c om Pv-AMA-1 (mDCs /Pv-AMA-1) 

and DCs  maturadas  por LPS c ultivadas  co m Pv-MS P-119 (mDCs/Pv-MSP-119). Inte ns idade mé dia de  

fluores c ênc ia indic ada no e ixo X. Dado s  re pres e ntativos  de  uma e ntre  treze  amo stras . (B) 

Inte ns idade mé dia de fluores c ênc ia (MFI) ± erro padrão da expres s ão de CD16 e  CD64. Co ntro les  

(DCs  maturadas  po r LPS) e DCs  maturadas  inc ubadas  co m  v-AMA-1 ou Pv-MSP-119 (n = 13). 

Inte ns idade média de fluores cê ncia es tá re pre s entada no e ixo Y.
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Fig ura 11. Anális e  por c ito metria de  fluxo de  cé lulas  de ndríticas  derivadas  de  monó cito s . (A) Expres s ão dos  

marcadores  de  s uperfíc ie  ce lular CD1a, HLA-DR e  HLA-A,B,C. DCs  imaturas  (iDCs),  DCs  maturadas  po r LPS  

(mDCs ), DCs maturadas  por LPS cultivadas  c o m Pv-AMA-1 (mDCs/Pv-AMA-1) and DCs  maturadas  por LPS  

cultivadas  com Pv-MS P-119 (mDCs /Pv-MS P-119). Inte ns idade mé dia de  fluo res c ênc ia indic ada no e ixo  X. Dados  

repres e ntativos  de  uma e ntre  tre ze amo s tras . (B) Inte n   ade mé dia de  fluore s cê nc ia (MFI) ± e rro  padrão  da 

expres s ão de CD1a, HLA-DR e  HLA-A,B,C. Contro les  (DCs maturadas  por LPS) e  DCs maturadas  incubadas  c o m 

Pv-AMA-1 o u Pv-MS P-119 (n = 13). Intens idade mé dia de fluo re sc ê nc ia e s tá repre se ntada no e ixo Y. 
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5.3. Exp re ss ão d iferencial de quimiocinas  em s obrenadante s  d e c ultura de  

c élulas  dend rític as  de rivad as  de m onócito s  

Para determinar se as proteínas recombinantes candidatas a vacina poderiam 

alterar as funções das DCs derivadas de monócitos, foi avaliada a produção das 

quimiocinas CCL3/MIP-1 , CCL5/RANTES, CCL17/TARC e CXCL10/IP-10 em 

sobrenadantes de culturas de células dendríticas diferenciadas na presença de Pv-

AMA-1 ou Pv-MSP-119. Dentre todas a quimiocinas testadas foram observadas

diferenças estatísticas significantes somente em relação às concentrações das 

quimiocinas CCL3 e CCL17, em sobrenadantes de culturas de DCs diferenciadas na 

presença de Pv-AMA-1. 

A proteína recombinante Pv-AMA-1 induziu o aumento da produção dos níveis 

de CCL3 (P = 0,0476) (Figura 12A) enquanto reduziu concomitantemente a 

concentração dos níveis de CCL17 (P = 0,0122) (Figura 12B), quando comparada aos 

níveis presentes nos sobrenadantes de culturas controle. Nenhuma alteração 

significativa foi observada nos sobrenadantes de culturas para as quimiocinas CCL5 e 

CXCL10 (Figuras 13A e 13B).

α
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Figura 12. Pro duç ão de CCL3 e  CCL17 por c é lulas  dendrític as  derivadas  de monó cito s . (A) 

Produção de  CCL3 em DCs  imaturas  (iDC), DCs  maturadas   or LPS (mDC), DCs  maturadas  por 

LPS e c ultivadas  c o m Pv-AMA-1 (mDC + Pv-AMA-1) e  DCs maturadas  por LPS e c ultivadas  c o m 

Pv-MSP-119 (mDC + Pv-MS P-119). (B) Produção de CCL17 nas  mes mas  c o ndiçõ e s . Res ultados  

expres s os  c omo variação de valore s  (“bo x”), des vio-padrão (barras ), e mediana (barra interna).
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Figura 13. Pro dução de  CCL5 e  CXCL10 po r cé lulas  dendríticas  derivadas  de monó cito s . (A)

Produção de  CCL5 em DCs  imaturas  (iDC), DCs  maturadas  por LPS (mDC), DCs m turadas  por 

LPS e c ultivadas  c o m Pv-AMA-1 (mDC + Pv-AMA-1) e  DCs maturadas  por LPS e c ultivadas  c o m 

Pv-MSP-119 (mDC + Pv-MS P-119). (B) Produção de  CXCL10 nas  me s mas  c ondiçõ es . 
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5.4. Cinétic a d a p rodução d e quimiocinas  em culturas  d e PBMC 

e s tim ulad as  c om  Pv -AMA-1 e Pv -MS P-119

Visto que a diferenciação de células dendríticas e sua maturação é decorrente 

de longo tempo de cultura, não foi possível determinar quando as quimiocinas CCL3 e 

CCL17 foram produzidas, e em que momento ocorriam as diferenças previamente

observadas entre as culturas controles e diferenciadas na presença de Pv-MSP-119 em 

relação às diferenciadas na presença de Pv-AMA-1. Dessa forma, para averiguar o 

efeito de Pv-AMA-1 e Pv-MSP119 na produção dessas quimiocinas e determinar em 

que momento ocorriam diferenças em seus níveis, culturas de PBMCs estimuladas 

com os antígenos recombinantes candidatos a vacina foram realizadas. Assim, foi 

observado que somente no sexto dia de cultura houve um aumento significativo da 

produção de CCL3 em PBMCs estimulados com Pv-AMA-1 em comparação às culturas 

controles e às estimuladas com Pv-MSP-119 (P = 0,0280, Figura 14A). Da mesma 

forma, a produção de CCL17 por PBMCs estimulados com Pv-AMA-1 apresentou

níveis mais baixos dessa quimiocina no sexto dia de cultura (P = 0,0486, Figura 14B).

As quimiocinas CCL5 e CXCL10 produzidas por PBMCs estimuladas por Pv-AMA-1 e 

Pv-MSP-119 não apresentaram níveis aumentados quando comparados àquel s 

observados para células não estimuladas, em todos os tempos de cultura observados 

(Figuras 15A e 15B).
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Figura 14. Cinética da pro duç ão de CCL3 (A) e  CCL17 (B) e m PBMCs  es timulado s  com Pv-AMA-1 (círc ulo s  

fechados ) o u Pv-MS P-119 (quadrado s  fe chados ). Culturas  adic io nais  ape nas  co m PBMCs (c írc ulo aberto) foram 

realizadas  como  co ntro le. Gráfico s  à es querda re pre s entam a produção de  quimiocinas  nos  dias  1,  2, 4 e 6. 

Gráfico s  à dire ita mos tram a produção de  quimioc inas  no s exto dia de c ultura (c aixas  pontilhadas  dos  gráfic os  

à es querda). Re s ultado s  foram expres so s  co mo mé dia da pr dução (pg/mL, gráfic o à es querda) o u média da 

produção ± des vio padrão (pg/mL, gráfico à dire ita) (n=9).
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Figura 15. Cinética da produção de  CCL5 (A) e  CXCL10 (B) e m PBMCs  e s timulados  com Pv-AMA-1 

(c írc ulo s  fec hados ) ou Pv-MSP-119 (quadrado s  fec hados ). Culturas  adic ionais  apenas  c o m PBMCs  

(c írc ulo  abe rto) foram realizadas  c omo c o ntrole . Re s ultados  foram expre s s o s  co mo  mé dias  da 

produção de  c itocinas  (pg/mL) (n=9).
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*

30,77 ± 49,85 96,07 ± 78,38 98,36 ± 124,06 229,37 ± 353,63
803,91 ± 1386,43 1937,65 ± 2682,31 1604,48 ± 1894,64 1876,78 ± 3053,79

1,80 ± 2,27 4,23 ± 0,91 4,11 ± 1,28 3,77 ± 0,78
* resultados expressos em pg/mL

5.5. Prod ução d e citocinas  em s ob renad ante s  de culturas  de c élulas  

dendríticas  d eriv ad as  de m onó cito s  d ife renciadas  na p r  enç a d e Pv-AMA-1 e  

Pv-MS P-119, e  de PBMCs e s tim ulad as  c om  Pv-AMA-1 e Pv-MS P-119

Na Tabela 2 encontram-se os valores obtidos de citocinas em sobrenadantes de 

cultura de DCs. Diferenças significativas na produção de citocinas não foram 

observadas entre os grupos avaliados. Dentre as citocinas determinadas foi observada

uma maior produção de IL-10 e, principalmente de IL-4 (dados não mostrados), que 

apresentou valores acima do limite máximo de detecção, sendo este um provável efeito 

da adição desta citocina durante o processo de diferenciação. Não foi detectada a 

presença de IL-12p70, IFN- , IL-2 e TGF-ß nos sobrenadantes de culturas de células 

dendríticas. 

γ

Tabela 2. Quantificação de c itoc inas  em so brenadantes  de  culturas  de  cé lulas  de ndríticas  imaturas  

(iDC), cé lulas  de ndríticas  maduras  (mDC), e  cé lulas  dendrític as  difere nc iadas  na pres ença de  Pv-

AMA-1 ou Pv-MS P-119

Citocinas iDC mDC Pv-AM A-1 Pv-M SP-119

TNF-a
IL-10
IL-5
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Tendo em vista a possível interferência de IL-4 exógena nas culturas de células 

dendríticas, a qual poderia modular a presença das dem is citocinas avaliadas, optou-

se por reproduzir este experimento utilizando-se culturas de PBMCs estimuladas com 

os antígenos recombinantes Pv-AMA-1 e Pv-MSP-119. PBMCs incubadas com Pv-

AMA-1 apresentaram uma maior produção de IFN-? (427,6 ± 509,8 pg/mL) após seis 

dias de cultura, quando comparadas às culturas controle (111,7 ± 117,8 pg/mL) ou 

culturas estimuladas com Pv-MSP-119 (121,2 ± 128,0 pg/mL) (P = 0,0141, Figura 16A). 

A produção de TNF-a foi signicativamente elevada em culturas estimuladas com Pv-

AMA-1 em todos os tempos experimentais avaliados, quando comparada aos demais 

grupos (Dia 1, P = 0,0029; Dia 2, P = 0,0141; Dia 4, P = 0,0164; e Dia 6, P = 0,0078; 

Figura 16B). Além disso, para as mesmas culturas estimuladas com Pv-AMA-1, uma 

produção significativa de IL-10 foi observada nos dias 1 (P = 0,0303), 4 (P = 0,0115) e

6 (P = 0,0075), quando comparada ao grupo controle (Figura 16C). Nenhuma diferença 

significativa na produção de citocinas foi detectada n  sobrenadantes de culturas 

estimuladas com Pv-MSP-119 (Figura 16). Além disso, como descrito para 

sobrenadantes de culturas de DCs, também não foi obser   a produção de IL-12p70 e 

TGF-ß em todas as culturas de PBMCs realizadas. 



Resultados

47

Figura 16. Cinética da pro duç ão  de c ito c inas  por PBMCs  estimuladas  co m Pv-AMA-1 (c írc ulo  

fechado) ou Pv-MS P-119 (quadrado fe chado), e  PBMCs  s e m e stímulo c o mo co ntrole (c írc ulo  

aberto), até  6 dias . (A) Detec ção de  IFN-?, (B) TNF-a e  (C) IL-10. Res ultados  foram e xpre s so s  co mo  

médias  das  c onc entraçõ es  de  c ito c inas  (pg/mL).
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*

5,56 ± 2,74 9,30 ± 3,66 (P = 0,0001**) 5,04 ± 2,73
1,75 ± 1,44 4,24 ± 2,24 (P = 0,0170**) 1,84 ± 1,45

*pg/mL citocina A: pg/mL citocina B ± SE 
**Valor de P quando estatisticamente significativo, em comparação ao grupo controle

Considerando que houve uma produção de citocinas pró-inflamatórias e 

modulatórias (IL-10), a relação de IFN-?:IL-10 e TNF-a:IL-10 foram calculadas para o 

dia 6 de cultura, para determinar o perfil predominante de citocinas n  sobrenadante de 

culturas (Tabela 3). A média das razões individuais de IFN-?:IL-10 e TNF-a:IL-10 foram

significativamente elevadas em culturas estimuladas com Pv-AMA-1, indicando uma 

produção predominante de citocinas pró-inflamatórias, mesmo após uma elevada 

produção de IL-10 (P = 0,0001 e P = 0,0170, respectivamente). As razões de IFN- ?:IL-

10 e TNF-a:IL-10 para as culturas estimuladas com Pv-MSP-119 foram similares às 

culturas controle.

Tabela 3. Razão de  c ito c inas  e m s o bre nadante s  de c ulturas  de  PBMCs  após  6 dias  de  es tímulo 

co m antíg eno s  reco mbinante s  de P. vivax

Razão de citocinas Controle Pv-AMA-1 Pv-MSP-119

IFN-?: IL-10
TNF-a: IL-10
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5.6. Prod ução  d e óxid o nítrico em  s obrenadante s  d e c ultura d e PBMCs  

e s tim ulad as  c om  Pv -AMA-1 e Pv -MS P-119

Nenhuma diferença estatisticamente significativa foi observada na produção de 

óxido nítrico em sobrenadantes de culturas tanto de PB Cs estimulados com Pv-AMA-

1 ou Pv-MSP-119. A produção de óxido nítrico em todas as culturas foi relativamente 

reduzida, atingindo níveis aproximados aos limites de detecção do ensaio (dados não 

mostrados).
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6. DIS CUSS ÃO

A disseminação da malária tende a aumentar continuamente conforme a

dispersão da resistência ao tratamento, aumento da resistência do a 

inseticidas e, ainda, falta de infra-estrutura necessária para o combate ao problema. 

Esse aumento ocorre mesmo com a evidência de que certos mecanismos de controle, 

tais como uso de inseticidas e desenvolvimento de novas drogas, tenham provado sua 

eficiência (NEVILL et al., 1996; WINSTANLEY et al., 1997). Contudo, as estratégias de 

controle contra a malária atualmente utilizadas não tem se mostrado eficazes em locais 

que apresentam condições ambientais, econômicas e sociais favoráveis à propagação 

da doença. Portanto, como ferramenta adicional de controle, uma vacina efetiva contra 

essa doença parasitária é urgentemente necessária (CUI et al., 2003).

O desenvolvimento de uma vacina é amplamente reconhecido como uma das 

melhores estratégias custo-efetiva de se melhorar a saúde pública e proteger a 

população contra doenças infecciosas (GOOD, 2005). Mas, historicamente, sabe-se 

que o desenvolvimento de uma vacina contra um patógeno é mais fácil quando este 

induz uma resposta imune natural após uma única infecção, fato este não verificado 

após infecção por plasmódios. Um significante progresso já foi atingido com a

identificação de alguns antígenos candidatos a vacina antimalárica (GOOD, 2005).

Nos últimos anos, muitos estudos vêm sendo realizados  om o intuito de 

determinar os mecanismos imunes desencadeados durante imunizações experimentais 

e em ensaios clínicos utilizando antígenos de spp. As proteínas de 

estágios sanguíneos tais como a proteína majoritária da superfície de merozoítos 

(MSP-1) e o antígeno 1 de membrana apical (AMA-1) destacam-se como moléculas 

promissoras para comporem uma vacina de subunidades (HOLDER, 1988; COLLINS et 

al., 1994; KUMAR et al., 2000; LEE et al., 2002; MALKI  et al., 2005; OCKENHOUSE 

et al., 2006; DICKO et al., 2007; POLHEMUS et al., 2007). Contudo, a maioria dos 

estudos clínicos utilizando esses antígenos é voltada  ara um enfoque 

soroepidemiológico, tentando esclarecer o papel da dinâmica de transmissão na 

resposta imune naturalmente adquirida e no entendimento dos possíveis mecanismos 

A nophe les

Plas m odium  
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humorais envolvidos na proteção contra a malária. Apesar desses estudos terem 

contribuído para o conhecimento da resposta imune naturalmente adaptativa contra a 

malária, que é um pré-requisito para o desenvolvimento de uma vacina, pouco ainda se 

conhece a respeito do papel desses antígenos no sistema imune inato. Devido à

própria natureza do processo de imunização, esses conhecimentos são dirigidos para o 

entendimento da resposta imune adaptativa.

Um aspecto relevante no estudo da malária é que a maioria do conhecimento a

seu respeito é voltado para o , que é a espécie associada à malária grave, 

cujas pesquisas concentram maior quantidade de recursos investidos. Por outro lado, a 

malária vivax tem sido negligenciada (BAIRD, 2007). Um estudo recente mostrou que o 

número de pessoas vivendo sob o risco de contrair o ou é 

aproximado, representando 2,5 e 2,6 bilhões de pessoas, respectivamente (GUERRA 

et al., 2006). Além disso, o verdadeiro número de infecções anuais pelo , ao 

contrário do sempre citado de 70 a 80 milhões, seria da ordem de 130 a 435 milhões

(HAY et al., 2004). E mesmo considerando a menor das estimativas, o número de 

infecções por vivax já seria igual ao da dengue e cinco vezes mais o da febre tifóide 

(BAIRD, 2007). Apesar de sempre ter sido considerada benigna, estudos recentes

utilizando a técnica de PCR para diagnóstico da infecção demonstrou que alguns

pacientes infectados apenas com  apresentavam quadros de malária cerebral, 

síndrome aguda do estresse respiratório, além de falência renal (BEG et al., 2002; 

KOCHAR et al., 2005; SALERI et al., 2006; KUMAR et al., 2007).

É importante ressaltar que, como observado para , a resistência do 

aos quimioterápicos convencionais tem emergido. A resistência à cloroquina já 

foi reportada na Indonésia, Miamar, Índia, Austrália, Guiana e América do Sul (BAIRD, 

2004).

Vários fatores têm contribuído para escassez de pesquisas em malaria vivax 

como, por exemplo, uma subestimada prevalência mundial, uma percepção errada de 

que o  não levaria às mesmas complicações relatadas em infecções por 

, além da dificuldade de se manter culturas do parasito in vitro, sendo restrita 

a poucos laboratórios (GOLENDA et al., 1997). Considerando também que  é a 

P. falciparum

P. falciparum  P. vivax

P. vivax

P. 

P. vivax

P. falciparum

P. vivax 

P. vivax P.

falciparum

P. vivax
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espécie prevalente no Brasil (80% das infecções de malária), esses fatores reforçaram

a necessidade de focar nossos estudos nesta última espécie.

Um dos primeiros eventos que ocorre durante a resposta imune inata contra a 

malária é a ativação de células dendríticas, e possivelmente de macrófagos

(STEVENSON e RILEY, 2004). Diversos estudos em humanos e modelo murino 

demonstraram que o contato de eritrócitos parasitados, ou mesmo de extrato bruto de

spp com células dendríticas, pode induzir a sua capacidade de primar 

linfócitos virgens e estimular a produção de citocinas pró-inflamatórias (BRUNA-

ROMERO e RODRIGUEZ, 2001; PICHYANGKUL et al., 2004; IN  et al., 2006). Por 

outro lado, outros trabalhos mostraram que esse mesmo processo pode ser bloqueado 

seletivamente pelos mesmos eritrócitos parasitados, os quais podem levar à inibição do 

processo de maturação de células dendríticas (URBAN et al., 1999; URBAN et al., 

2001a; OCANA-MORGNER et al., 2003).

Na primeira parte do nosso trabalho, demonstramos o efeito das proteínas 

recombinantes Pv-AMA-1 e Pv-MSP-119 na resposta de pacientes nunca expostos à 

infecção, utilizando um modelo “in vitro’’ de diferenciação de monócitos em células 

dendríticas. A capacidade de monócitos em diferenciar-se em células dendríticas foi 

originalmente descrita nos anos 90 (SALLUSTO e LANZAVECCHIA, 1994), com a 

geração dessas células após cultivo de monócitos com as citocinas GM-CSF e IL-4. 

Nos últimos 10 anos, o uso dessa técnica tem propiciado vários estudos sobre células 

dendríticas humanas, antes limitados pela dificuldade de trabalhar com células isoladas 

diretamente de humanos (LEON et al., 2005). Por outro lado, a possibilidade de que 

monócitos sejam precursores de células dendríticas em    dições fisiológicas ainda 

permanece controversa, porém essa técnica tem provado ser uma ferramenta útil no 

estudo do processo de diferenciação e maturação de células dendríticas (LEON et al., 

2005; TACKE e RANDOLPH, 2006).

De forma geral, para o sistema murino e humano, monócitos cultivados com 

GM-CSF e IL-4 se diferenciam em células dendríticas imaturas, cara terizadas pela

ainda reduzida expressão de MHC de classe II e moléculas co-estimulatórias 

(SALLUSTO e LANZAVECCHIA, 1994; LEON et al., 2004). A diferenciação de 

monócitos humanos requer um longo tempo de cultura par  gerar células dendríticas, 

Plas m odium  
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como previamente descrito (ARDAVIN et al., 2001), apesar de metódos alternativos de 

diferenciação reportarem a geração de células dendríti as a partir de monócitos 

humanos após 24 horas de cultura (DAUER et al., 2003; OBERMAIER et al., 2003).

Células dendríticas imaturas podem ser subsequentement  maturadas após o 

tratamento com LPS, TNF-a, IFN-? ou CD40L (ARDAVIN et al., 2001), e esse processo 

de maturação determina a regulação positiva de MHC de     se II e moléculas co-

estimulatórias, aliadas à mudanças na capacidade de processamento e de 

apresentação de antígenos, comportamento de migração celular, e ainda, na 

capacidade de induzir e modular resposta a partir de linfócitos (PALUCKA et al., 1999).

Diante da variada possibilidade de protocolos de geraç o de células dendríticas 

maduras, foram determinadas neste trabalho as melhores condições de cultura

aplicadas ao Laboratório de Malária – ICB – UFMG, conforme estabelecido na 

metodologia (item 4.4, Diferenciação de células dendríticas na presença dos antígenos 

recombinantes Pv-AMA-1 e Pv-MSP-119).

Nossos resultados demostraram que Pv-AMA-1 altera a 

diferenciação/maturação de células dendríticas, resultando em uma expressão 

reduzida da integrina de membrana CD11c e das moléculas co-estimulatórias CD40 e 

CD86, de forma semelhante aos trabalhos previamente publicados que sugerem a 

modulação de células dendríticas pelos produtos do par sito. Esta observação sugere 

que AMA-1 pode estar envolvida em uma possível modulação de cé    s 

apresentadoras de antígenos durante a infecção por . De forma interessante, 

não foi observada nenhuma alteração no processo de dif    ciação de células 

dendríticas derivadas de monócitos quando em contato com Pv-MSP-119. Isso sugere 

que características inerentes às proteínas do parasito podem ser importantes no 

desencadeamento de resposta imune inata durante a infecção no hospedeiro.

A proteína AMA-1, inicialmente localizada nas micronemas, é redistribuída por 

toda a superfície de merozoítos maduros após a ruptura do esquizonte (NARUM e 

THOMAS, 1994; HEALER et al., 2002). Durante sua relocação para a superfície do 

merozoíto ela sofre duas clivagens em sua porção C-terminal, originando as formas 

solúveis de 48 kDa e 44kDa (NARUM e THOMAS, 1994; HOWELL et al., 2001); essa 

proteína também está presente em esporozoítos (SILVIE et al., 2004). Dessa forma, a 

P. vivax
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AMA-1 poderia entrar em contato com células apresentadoras de ant  enos, como as 

células dendríticas, durante o processo de invasão em novos eritrócitos ou durante a 

transmissão pelo vetor. Já a MSP-119 é uma fração não-solúvel e permance ancorada à 

superfície do merozoíto por uma âncora de GPI (FREEMAN e HOLDER, 1983; 

BLACKMAN et al., 1990), o que dificultaria a sua apresentação.

Em nosso modelo “in vitro” de culturas de células dendríticas derivadas de 

monócitos e de PBMCs, a ausência de resposta frente à Pv-MSP-119 sugere que essa 

proteína não interfere diretamente com a resposta imune inata e, mais especificamente, 

com células apresentadoras de antígenos. Por outro lad , é conhecido que MSP-119

induz uma resposta imune adaptativa exuberante, como o servado após imunização 

ativa tanto em modelos animais quanto em humanos (DALY e LONG, 1995; KUMAR et 

al., 1995; HIRUNPETCHARAT et al., 1997; KUMAR et al.,  000; LEE et al., 2002; 

OCKENHOUSE et al., 2006), e na resposta humoral de indivíduos residentes em ar as 

endêmicas para malária (MORAIS, 2005; RODRIGUES et al., 2005). Entretanto, 

mesmo em face dessa resposta adaptativa gerada por MSP-119, isso não 

necessariamente implica na sua ação durante a resposta imune inata.

Apesar da diferenciação de monócitos em células dendríticas na presença de 

Pv-AMA-1 sugerir que essa proteína possa bloquear esse processo, por outro lado 

mostramos que a AMA-1 induziu um aumento da expressão das moléculas de 

superfície CD80 e CD64, levando a uma ativação celular. Além disso, em contraste do 

previamente reportado (URBAN et al., 1999; URBAN et al., 2001a), a redução da 

expressão de HLA-DR não foi detectada após a diferenciação, de forma que as  élulas 

resultantes não necessariamente se encontram reguladas negativamente.

As moléculas co-estimulatórias CD80 e CD86 expressas em células 

apresentadoras de antígenos, e seu ligante expresso na célula T (CD28), contribuem 

para uma importante via co-estimulatória durante o processo de apresentação celular, 

promovendo a proliferação de linfócitos e produção de citocinas (LINSLEY e 

LEDBETTER, 1993). Pv-AMA-1 leva a um aumento dos níveis de CD80, de forma 

contraditória à regulação negativa observada na expres ão de CD86, porém o efeito 

biológico desse fenótipo diferencial é desconhecido. No entanto, já foi demonstrado 

que protozoários podem alterar ativamente a expressão  e moléculas co-
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estimulatórias, levando a esse mesmo fenótipo diferencial (SOUZA et al., 2007). 

Possivelmente, a elevada expressão de CD80 poderia compensar os níveis reduzidos 

de CD86 e, portanto, providenciar o sinal acessório mínimo necessário para 

apresentação de antígenos e consequente ativação de células T auxiliares. Além disso, 

uma vez que CD80 não é expresso em células apresentadoras de antígenos não-

ativadas (HATHCOCK et al., 1994), é provável que AMA-1 possa induzir ativação de 

células dendríticas.

Células dendríticas geradas na presença de Pv-AMA-1 demonstraram uma 

regulação positiva da expressão da molécula CD64, também denominada Fc?RI, um 

receptor efetivo para imunoglobulinas das subclasses I  1 e IgG3 em humanos 

(DOUGHERTY et al., 1987). Apesar das subclasses IgG1 e IgG3 estarem implicadas 

na imunidade protetora mediada por anticorpos pela inibição celular dependente de 

anticorpos (ADCI), ainda não foi provado o papel do re eptor Fc?RI (CD64) neste 

processo, como já demonstrado para Fc?RIIA (BOUHAROUN-TAYOUN et al., 1995) e 

Fc?RIII (CD16) (JAFARSHAD et al., 2007). Entretanto, a importância do receptor Fc?RI 

na proteção contra a malária já foi evidenciada em um ensaio em que a eficácia 

antimalárica de anticorpos humanos foi determinada pelo us  de parasitos e 

camundongos transgênicos para antígenos de e receptores de 

imunoglobulinas humanas, respectivamente (MCINTOSH et al., 2007). Neste estudo, a 

proteção dos animais curados de uma infecção letal após uso de anticorpos humanos 

da subclasse IgG1 demonstrou ser dependente do receptor Fc?RI (CD64). Além disso, 

foi descrito que este receptor pode estar envolvido na secreção de TNF-a (DEBETS et 

al., 1990), no processo de fagocitose (JAFARSHAD et al., 2007), principalmente pela 

sua particular capacidade de internalizar imunocomplexos (RAVETCH e BOLLAND, 

2001) e, ainda, no aumento da apresentação celular em células dendríticas (RAVETCH 

e BOLLAND, 2001).

O aumento da expressão de moléculas consideradas importantes na resposta 

imune contra o parasito, mesmo diante de uma regulação negativa de alguns 

marcadores de diferenciação e co-estimulação, sugere que a diferenciação de células 

dendríticas com Pv-AMA-1 poderia resultar em células funcionalmente ativas, tornando-

se um mecanismo alternativo para o controle da carga parasitária. Apesar da célula 
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dendrítica diferenciada na presença de Pv-AMA-1 não se encontrar totalmente madura, 

evidenciada pela reduzida expressão fenotípica de CD11c, CD40 e CD86, este fato não 

descarta que essa célula seja de fato imunogênica, ou seja, induza propriamente a 

resposta imune necessária contra o parasito (REIS E SOUSA, 2006).

A pré-ativação in vitro de células dendríticas com Pv-AMA-1 resultou em uma 

secreção de altos níveis da quimiocina CCL3 e queda na produção de CCL17, 

sugerindo uma atração preferencial de células T auxili res com fenótipo Th1. De fato, 

as quimiocinas possuem o papel primordial de direcionar populações celulares 

específicas, particularmente linfócitos, para os sítio         amação, de acordo com sua 

expressão de receptores de quimiocinas (BORISH e STEINKE, 2003). Enquanto a 

quimiocina CCL3 atrai linfócitos Th1, que expressam o receptor CCR5 e reforça a 

interação entre células T e células dendríticas, CCL17 promove a quimioatração de 

células Th2, que expressam CCR4 (ROSSI e ZLOTNIK, 2000; ZLOTNIK e YOSHIE, 

2000; BORISH e STEINKE, 2003; BACHMANN et al., 2006). Além disso, em 

experimentos utilizando camundongos, foi demonstrado q e CCL3 possui um papel

determinante na maturação de células dendríticas (TRIFILO e LANE, 2004), e que a 

ausência dessa quimiocina resultou em um retardo da at vação de células dendríticas 

maduras, levando a uma consequente redução na produção de IFN-? por células T 

(TRIFILO e LANE, 2004). 

De forma geral, a produção de quimiocinas pode ser desencadeada por um  erfil 

de citocinas pró-inflamatórias. Entretanto, uma vez que a diferenciação de células 

dendríticas requer a presença de IL-4, o efeito de citocinas pró-inflamatórias neste 

microambiente seria inconclusivo. Assim, devido à presença de IL-4 exógena e ainda, à 

dificuldade de se estabelecer em que momento essas quimiocinas são secretadas após 

estimulação, uma vez que a cultura de células dendríticas requer um longo tempo de 

cultura, culturas de PBMCs estimuladas com os antígenos recombinantes Pv-AMA-1 e 

Pv-MSP-119 foram realizadas e constituíram a segunda parte deste trabalho.

Culturas de PBMCs estimuladas com Pv-AMA-1 resultaram na produção do 

mesmo padrão de quimiocinas observado em sobrenadantes de células dendríticas. No 

entanto, com esta abordagem foi possível determinar qu  o padrão diferencial na 

produção de quimiocinas somente ocorre após 6 dias de cultura, sugerindo que a AMA-
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1 poderia atuar diretamente nas células apresentadoras de antígenos, tanto em células 

dendríticas quanto em monócitos presentes no PBMC, de forma a estimular a produção 

de quimiocinas durante a resposta inata. No entanto, não é possível excluir que essa 

produção diferencial de quimiocinas seja resultante da presença de citocinas pró-

inflamatórias, como a TNF-a, nas primeiras horas de cultura. De fato, foi detectado um 

aumento significativo das citocinas TNF-a, IFN-? e IL-10 em sobrenadantes de culturas 

de PBMCs estimuladas com Pv-AMA-1. Em parte, a produção tardia de IFN-?, 

provavelmente por linfócitos, pode ser explicada pela secreção de CCL3 pelas células 

apresentadoras de antígenos, uma vez que essa quimiocina está implicada na ativação 

direta de células T (TRIFILO e LANE, 2004; BACHMANN et al., 2006), fato corroborado 

pela produção significativa de IFN-? somente aos 6 dias de cultura, coincidente com a 

produção também significativa de CCL3. A ausência das citocinas do tipo Th2 e, ainda, 

as razões observadas de IFN-?:IL-10 e TNF-a:IL-10 sugerem um perfil pró-inflamatório

(RHEE et al., 2001). IFN-? e TNF-a têm sido implicados como mediadores essenciais 

na imunidade protetora contra malária murina (SHEAR et al., 1989; STEVENSON et al., 

1995; JACOBS et al., 1996). Além disso, em humanos, a produção de IFN-? é 

correlacionada positivamente com resistência à reinfecção por malária (LUTY et al., 

1999) e com a proteção contra malária clínica (DODOO et al., 2002). Já a TNF-a é 

associada com a resolução da febre causada pela infecção e com a eliminação do 

parasito (KREMSNER et al., 1996). Assim, podemos concluir que a produção de CCL3, 

que é consequente à ativação por TNF-a (BORISH e STEINKE, 2003; BACHMANN et 

al., 2006), pode atuar diretamente em linfócitos Th1 levando a um aumento da 

produção de IFN-?. Os elevados níveis de IFN-?, observados em nossas culturas,

sugerem uma produção por via independente de IL-12, que se encontrou ausente em 

todos os tempos de cultura observados. Estudo realizado com indivíduos nunca 

expostos à malária submetidos a infecções experimentais por 

demonstrou um aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias, incluindo IFN-?, 

após o primeiro contato com eritrócitos parasitados (HERMSEN et al., 2003), 

mostrando que proteínas do parasito apresentadas às células do hospedeiro, entre elas 

AMA-1, pode determinar um perfil pró-inflamatório de resposta imune.
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Apesar do aumento significativo nos níveis de IFN-? e TNF-a observados nos 

sobrenadantes de cultura de PBMCs estimulados com Pv-AMA-1, não foi possível 

detectar um aumento significativo correspondente na produção de óxido nítrico. Já foi

descrito que IFN-? é responsável por promover a transcrição da enzima óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS), que por sua vez atua na produção de óxido nítrico em 

macrófagos (DING et al., 1988); TNF-a apresenta efeito sinérgico com IFN-? na 

indução de iNOS e consequente liberação de óxido nítri o (DENG et al., 1993). Nossos 

dados sugerem que a quantidade dessas citocinas derivadas da estimulação por AMA-

1 sejam apenas suficientes para direcionar a resposta   une celular de forma a 

eliminar o parasito pois, os níveis precisos de citocinas inflamatórias necessárias para 

induzir a produção de óxido nítrico ainda não foram exatamente determinados. No 

entanto, já é conhecido que a atividade da enzima óxido nítrico sintase contribui para 

imunidade à malária humana (ROCKETT et al., 1991; ANSTEY et al., 1996; BOUTLIS 

et al., 2003). De fato, Pombo e colaboradores (2002) detectaram um aumento de   ido 

nítrico em voluntários imunizados com doses ultra-baixas de eritrócitos infectados por 

, levando a uma proteção após subsequente desafio com o parasito. 

Os mecanismos moleculares envolvidos na resposta imune inata à malária são 

pouco conhecidos. No entanto, sabe-se que a resposta inata pode ser desencadeada 

por diversos componentes derivados de microoganismos ou do próprio hospedeiro, 

pela ativação de receptores de reconhecimento padrão (“pattern-recognition receptors”, 

PRRs) (COBAN et al., 2007). Dentre esses, podemos citar os receptores Toll-like 

(TLRs), expressos na membrana plasmática de células dendríticas, macrófagos e 

células B; e os receptores Nod-like (NLRs) e RIG-like (RLRs), expressos no citoplasma 

celular (CREAGH e O'NEILL, 2006; MEYLAN et al., 2006; COBAN et al., 2007). O 

papel desses receptores na resposta imune inata à malária ainda não está totalmente 

estabelecido, no entanto, foi descrito recentemente que TLR2 e TLR9 estão envolvidos 

no reconhecimento de metabólitos do parasito, como as   coras de GPI e hemozoína 

(associadas ou não ao DNA do parasito), respectivament   por uma sinalização através 

da molécula adaptadora MyD88 (CAMPOS et al., 2001; COBAN et al., 2005; 

KRISHNEGOWDA et al., 2005; COBAN et al., 2007; PARROCH  et al., 2007). É 

possível que a ação do antígeno recombinante candidato à vacina Pv-AMA-1 sobre 
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células apresentadoras de antígenos seja mediada por r       es Toll-like, 

possivelmente pela estímulação da via TLR9-MyD88 dependente, uma vez que já foi 

demonstrado que eritrócitos infectados com esquizontes de  estimulam 

essa via e resultam na produção de IFN-? e TNF-a (LANGHORNE et al., 2004). Além 

disso, para suportar essa hipótese foi descrito que essa mesma via pode induzir a 

produção de IL-10 na infecção por malária (SCHOFIELD e GRAU, 2005). No entanto, 

estudos nesse sentido são ainda necessários e fazem pa    de perspectivas futuras de 

trabalho do Laboratório de Malária – ICB – UFMG.

Nossos achados demonstraram que a Pv-AMA-1 induz uma alteração no perfil 

de resposta inata, associado às células dendríticas e    ócitos presentes no PBMCs. 

Uma vez que a resposta imune inata pode iniciar e mold r a subsequente resposta 

adaptativa, esse efeito pode contribuir para o controle do parasito pelo hospedeiro. 

Baseado nos estudos utilizando eritrócitos parasitados por spp (URBAN et 

al., 1999; OCANA-MORGNER et al., 2003; ING et al., 2006), é possível inferir que a 

regulação negativa da resposta inata possa ser benéfica para a sobrevivência 

parasitária, de forma que isso resulte na diminuição da resposta inflamatória do 

hospedeiro. Portanto, esse mecanismo de escape da resposta imune poderia reduzir a 

possibilidade de uma resposta exuberante e potencialmente prejudicial contra o 

parasito. Por outro lado, a resposta inflamatória induzida por Pv-AMA-1 sugere que a 

imunização com este antígeno recombinante poderia contribuir para um melhor 

direcionamento da resposta adaptativa contra a infecção. Entretanto, uma vez que um 

antígeno recombinante é preferencialmente associado a adjuvantes no processo de 

vacinaçào, deve-se levar em conta que a natureza desse adjuvante e sua consequente 

ação na resposta imunológica poderia alterar a contribuição do antígeno durante a 

resposta inata.

Finalmente, nossos resultados evidenciam que um antígeno candidato   vacina 

pode atuar na resposta imune inata, o que representa, a nosso ver, contribuição para o 

entendimento da resposta imunológica desencadeada por      tos do parasito, 

principalmente de moléculas que possam vir a compor uma vacina de subunidades 

utilizada para o controle da infecção por . Esses dados enfatizam ainda a 
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necessidade de investigar a importância funcional da r sposta inata induzida por AMA-

1 na infecção malárica.
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7. CONCLUSÕES

•

•

•

•

•

Pv-AMA-1 apresentou efeito significativo na resposta imune inata induzindo

alteração do perfil fenotípico de células dendríticas derivadas de monócitos, 

resultando no retardo do processo de maturação/diferen iação enquanto 

propicia um estado de  ativação celular.

Pv-MSP-119 não apresentou efeito significativo na diferenciação    células 

dendríticas e na produção de citocinas e quimiocinas em culturas celulares de 

indivíduos nunca expostos à infecção. 

Pv-AMA-1 induz uma produção diferencial de quimiocinas, obser ada pelo 

aumento da produção de CCL3 e redução de CCL17, após 6 dias de cultura.

Estimulação por Pv-AMA-1 resulta em uma produção significativa de IFN-?, 

TNF-a e IL-10 indicando um perfil pró-inflamatório de resposta imunológica.

A resposta imune inata conferida por Pv-AMA-1 pode contribuir para a 

subsequente resposta adaptativa, tanto no processo de  acinação quanto na 

própria infecção malárica.
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