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RESUMO: A malária é uma doença infecciosa aguda causada por protozoários do 

gênero Plasmodium e transmitida ao homem pela picada da fêmea do mosquito 

Anopheles. O P. vivax é uma das 5 espécies que infectam os seres humanos, sendo uma 

das mais prevalentes na região Amazônica. Este trabalho tem como objetivo analisar 

marcadores de ativação do sistema imune durante a infecção pelo Plasmodium vivax em 

infectados residentes na cidade de Cruzeiro do Sul (AC), uma área de transmissão ativa 

de malária, de modo a se verificar as mudanças que tal infecção provoca no sistema 

imune. O sangue periférico dos pacientes e controles foi coletado para realização do 

hemograma e da fenotipagem por citometria de fluxo. Em todos os grupos analisados 

foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk nas variáveis numéricas. Foi 

encontrada uma leucopenia periférica significativa no grupo infectado se comprada ao 

grupo controle. Quanto a frequência de monócitos e linfócitos totais, não foi encontrada 

diferença significativa, porém, estudos demonstram que há uma grande ativação de 

subpopulações de linfócitos. A infecção induziu o aumento de marcadores de ativação 

(CD69 e HLA-DR) em células T dos indivíduos acometidos pelo Plasmodium vivax. 

Em conjunto, esses dados sugerem que a infecção pelo P. vivax promove ativação de 

linfócitos T, uma vez que altera significantemente a expressão de marcadores de 
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ativação. Estes resultados apontam para a necessidade gerar informações acerca dos 

mecanismos imunológicos na malária pelo P. vivax que poderão subsidiar o 

desenvolvimento de futuras pesquisas sobre essa temática e consequentemente novas 

medidas de intervenção. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Plasmodium vivax, Imunologia, marcadores de ativação. 

 

ABSTRACT: Malaria is an acute infectious disease caused by protozoa of the genus 

Plasmodium and transmitted to humans by the bite of the female mosquito Anopheles. 

P. vivax is one of the five species that infect humans, being one of the most prevalent in 

the Amazon region. This work aims to analyze the expression of activation markers on 

leukocytes during Plasmodium vivax infection in patients and controls residents of 

Cruzeiro do Sul (AC), an area of active transmission of malaria, in order to verify the 

changes that such infection causes in cells of the immune system. The peripheral blood 

of the infected subjects was collected for hemogram and immuno-phenotype by flow 

cytometry. In all groups analyzed, the Shapiro-Wilk normality test was performed on 

the numerical variables. Significant peripheral leukopenia was found in the infected 

group compared to the control group. Regarding the frequency of monocytes and total 

lymphocytes, no significant difference was found, however, studies show that there is a 

great activation of subpopulations of lymphocytes. The infection induced the increase of 

activation markers (CD69 and HLA-DR) in T cells of individuals affected by 

Plasmodium vivax. Together, the data suggest that P. vivax infection promotes 

immunological activation of T cells, evidenced by higher expression of activation 

markers. These results are important to understand the role of immune cells and the 

immunological mechanisms during malaria by P. vivax that may support the 

development of future research on this subject. 
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1. INTRODUÇÃO 

A malária é uma das doenças infecciosas mais prevalentes no mundo, acomete 

milhões de indivíduos por ano, sendo a principal causa de morte e morbidade em 

diversos países em desenvolvimento, dentre eles o Brasil. A maioria dos casos ocorrem 

em áreas tropicais e subtropicais. Características epidemiológicas envolvem a fatores 

determinantes do hospedeiro, porém outros aspectos como tipo de parasita, vetor, 

condições ambientais e sanitárias influenciam na gravidade da doença (PARENTE et. 

al. 2012).Além disso, a implementação de políticas sanitárias, econômicas e sociais 

governamentais estão relacionadas com o sucesso no combate às infecções e na redução 

do números de casos ao longo dos anos (SIVEP- MALÁRIA, 2012). 

A infecção ocorre pela picada da fêmea do mosquito Anopheles cujas glândulas 

salivares contém protozoários do gênero Plasmodium, havendo 5 espécies que podem  

infectar seres humanos. No ano de 2013 dos 177.722 casos confirmados de malária no 

Brasil, 18% das infecções foram causadas pelo P.falciparum e 82% pelo P. vivax 

(SIVEP MALÁRIA 2014). Em 2015, foram registrados cerca de 212 milhões de casos 

de malária no mundo, 126. 211 dos casos correspondiam a infecções pelo P. vivax 

(WHO, 2016). Em 2014, ocorrem no Acre 22% dos casos notificados na região 

Amazônica, equivalente a um número de 31.241 infecções (SIVEP MALÁRIA, 2014). 

Nesse mesmo ano, o estado do Maranhão registrou 1.396 infecções por malária (1%) 

(BRASIL, 2014). 

O ciclo do parasito inicia-se a partir da picada do mosquito, onde a fêmea 

inocula os esporozoítos na pele do hospedeiro que caem na corrente sanguínea e 

invadem os hepatócitos no fígado. Dentro das células hepáticas os esporozoítos se 

multiplicam e originam milhares de merozoítos (esquizogonia pré-eritrocítica). Os 

hepatócitos que se encontram infectados se rompem e liberam na corrente sanguínea 

merozoítos que invadem rapidamente os eritrócitos. O ciclo sanguíneo (esquizogonia 

eritrocítica) se repete sucessivas vezes, conduzindo à lise de eritrócitos (WHO, 2013). 

Depois de vários ciclos, alguns parasitas se diferenciam em gametócitos, que são 

captados pela picada de outra fêmea do mosquito Anopheles, fechando o ciclo do 

parasita. 

O ciclo está diretamente ligado à resposta imunológica da doença, mas a 

resposta imune frente à malária ainda não é totalmente conhecida. Sabe-se que a 
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resposta imune envolve uma complexa apresentação de moléculas com propriedades 

antigênicas que são responsáveis pela ativação da resposta imune do hospedeiro, o que 

garante uma resposta diversificada e estágio-específica, atuando assim, contra as 

diferentes formas evolutivas do parasita. Essa resposta, envolve feedback celular e 

humoral, onde as células T são essenciais na regulação da produção de anticorpos e na 

indução da imunidade celular (MIOTO et.al., 2012). 

No início da infecção, durante a fase hepática, a resposta imunológica é 

predominantemente celular, sendo que nesse estágio a redução da densidade parasitária 

depende da ativação dos linfócitos T CD8
+
, além de linfócitos T CD4

+ 
que são capazes 

de polarizar a resposta imune para o padrão Th1 (TAYLOR-ROBINSON et al., 1993). 

Esse mecanismo envolve a produção de citocinas pró-inflamatórias como INF-γ pelas 

células T (CD4
+
 e CD8

+
) que no estágio sanguíneo irão tentar controlar o número de 

parsitas, o que vai depender do equilíbrio entre as citocinas secretadas pelas células 

ativadas, já que a severidade da doença tem sido associada com altos níveis sistêmicos 

de IFN-γ e TNF-α. A produção de IFN-γ pelas células T, ativa macrófagos que vão 

produzir grandes quantidades de TNF-α, responsável pelos paroxismos da malária, 

podendo contribuir para o aparecimento de sintomas mais graves, como anemia grave e 

característico da malária cerebral (SCHOFIELD e GRAU, 2005). 

Durante a imune garante ocorre grande ativação dos linfócitos T que é medida 

pelo aumento da expressão de marcadores de ativação celular. Diferentes moléculas são 

expressas em variados estágios de ativação de linfócitos T, tais como o HLA-DR 

presente em linfócitos T CD4
+
 e o CD69 que é um marcador expresso por linfócitos T e 

outros tipos celulares na fase inicial a um estímulo patogênico (LOPES, 2014). A 

molécula CD69 é um marcador de ativação precoce, estando presente na fase inicial a 

um estímulo. Essa molécula está envolvida na transmissão dos sinais coestimulatórios, 

promovencdo a síntese de várias citocinas como IL-2 (interleucina 2), IFN-γ e o 

receptor da interleucina 2 (IL-2R) (TEIXEIRA, 2012; KORNETE et al., 2012). 

Tendo em vista que a malária é um grave problema de saúde pública e a escassez 

de informações a do funcionamento do sistema imunológico durante a infecção, este 

trabalho tem por objetivo analisar a população de leucócitos totais e a dinâmica de 

expressão dos marcadores de ativação HLA-DR e CD69 por linfócitos de pacientes 

infectados pelo P. vivax residentes na cidade de Cruzeiro do Sul (AC). 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 POPULAÇÃO ESTUDADA E ASPECTOS ÉTICOS 

 

Foram analisados 25 indivíduos de ambos sexos (15 homens e 10 mulheres) 

infectados pelo Plamodium vivax antes do tratamento (fase aguda), residentes em 

Cruzeiro do Sul (Acre). Participaram também, 10 indivíduos de ambos sexos (homens e 

mulheres) sadios, que nunca contraíram nenhum tipo de malária, residentes no Estado 

do Maranhão. Por tratar-se de um estudo que envolve seres humanos a pesquisa foi 

aprovada pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Universidade Ceuma (protocolo 00879/09, 

de 17/12/2009) e pelo Comitê de Ética da Universidade Federal do Acre (protocolo 

136622/12). 

 

2.2 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

 

Foram incluídos neste estudo indivíduos acima de 18 anos, de ambos os sexos, 

com exame de gota espessa positivo para Plasmodium vivax e que concordaram em 

participar do estudo através da assinatura de um termo de consentimento livre e 

esclarecido. Foram excluídos do estudo indivíduos  com outras co-morbidades ou  que 

faziam uso de esteroides e outros medicamentos que poderiam interferir no curso da 

doença além de pacientes que se recusaram a participar do estudo. 

 

2.3 COLETA E ESTOCAGEM DO MATERIAL 

 

O sangue (cerca de 3 mL) dos pacientes e controles foi coletado por punção 

venosa periférica em tubos contendo heparina, identificado e parte foi separada para 

confirmação da malária por meio do exame de gota espessa, feito por técnicos treinados 

e habilitados. Foram coletadas amostras de sangue total. 

Todo material foi acondicionado e mantido a 4 
o
C  por no máximo 6 horas até o 

processamento laboratorial. As amostras foram encaminhadas para o Centro de Estudos 

e Pesquisas em Doenças Infeciosas – CEPDI/ Instituto da Biodiversidade/Universidade 
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Federal do Acre (UFAC) – Campus Floresta, para serem então utilizadas para realização 

do hemograma e os experimentos de citometria de fluxo. 

 

2.4 HEMOGRAMA, SEPARAÇÃO DE PLASMA E ISOLAMENTO DE 

LEUCÓCITOS COM TAMPÃO DE LISE 

 

Do total de sangue coletado, cerca de 1 mL foi utilizado para realização do 

hemograma com o analisador automático (ABX Micro 60 – HORIBA). Com o restante 

do sangue, fez-se o isolamento de leucócitos com tampão de lise de hemácias. Após esta 

etapa as células foram lavados com PBS e as amostras foram centrifugadas. Após o 

isolamento, as células foram transferidas para uma placa de fundo redondo (1x10
6
 

células por poço) e marcadas com anticorpos específicos. 

 

2.5 FENOTIPAGEM DE LEUCÓCITOS POR CITOMETRIA DE FLUXO 

 

 Os leucócitos isolados do sangue periférico foram incubadas com anticorpos 

anti-CD4, CD8, CD19, CD14, HLA-DR e CD69 marcados com diferentes 

fluorocromos, todos adquiridos da BD Biosciences Pharmingen. Após a marcação, as 

células foram captadas utilizando o aparelho de BD Accuri C6 e posteriormente 

analisadas o software FlowJo (TreeStar, CA)  

 

2.6 ANÁLISE ESTATÍSTICAS 

 

Os grupos infectados e controle foram testados quanto a sua distribuição norma 

pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk para variáveis numéricas. Para verificação de 

diferenças entre dois grupos com distribuição normal foi realizado o Teste t de Student 

Independente. Para as variáveis sem distribuição normal, a comparação entre os dois 

grupos foi feita pelo Teste não paramétrico de Mann-Whitney. As diferenças obtidas 

foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Para apresentação 

dos dados foram confeccionados gráficos de barras com as médias e Box-plots com 

medianas dos grupos foi utilizado o programa GraphPad Prism para Windows 5.0 

(GraphPad). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 LEUCÓCITOS TOTAIS 

Os leucócitos totais dos indivíduos infectados foram analisados através do 

hemograma nos grupos controle (C) e infectados (I). 

Figura 1: Valores da media de leucócitos totais (10
3
/mm

3
) no sangue de indivíduos controles (C) e 

infectados (I) pelo Plasmodium vivax. *p< 0,05.  

 
 

Nos indivíduos infectados pela malária ficou evidenciado uma leucopenia 

significante durante a fase aguda da doença se comparados com pessoas sadias (Figura 

1). Os dados aqui obtidos corroboram com o estudo de Severo (1994), que evidenciou 

que pacientes com malária podem apresentar leucopenia. Entretanto existem 

divergências a este respeito na literatura, sendo que alguns estudos também mostram 

que alterações induzidas pela malária na contagem das células brancas do sangue, que 

incluem a leucopenia, enquanto que outros autores apontam para leucocitose, havendo 

certa controvérsia a esse respeito (SANTOS, 2010; WICKRAMASINGHE E 

ABDALLA, 2000). 
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3.2 POPULAÇÃO DE MONÓCITOS E LINFÓCITOS T (CD4
+
e T CD8

+
) e 

LINFÓCITOS B 

Figura 2: Valores da media de monócitos (%) (2A), linfócitos T CD4
+
 (%) (2B), linfócitos T 

CD8
+
(%) (2C) E linfócitos B (2D) em controles (C) e infectados (I)  pelo Plasmodium vivax. 

**p<0,005. 

 

 

A frequência relativa dos monócitos (Figura 2A), linfócitos T CD4
+
(Figura 2B) 

e de linfócitos T CD8
+ 

(Figura 3C) não apresentaram diferenças significativas entre os 

grupos comparados. Por outro lado, verificou-se que a frequência dos linfócitos B 

diminuiu significativamente nos indivíduos infectados (Figura 2D). 

Estudos relatam que apesar da frequência de monócitos e linfócitos totais não se 

alterarem durante a infecção malárica existe uma grande ativação de subpopulações de 

leucócitos durante a infecção (KASSA, 2006). Por outro lado, a literatura afirma que os 

pacientes infectados com malária apresentam diminuição do número absoluto dos 

linfócitos, gerando assim, uma linfopenia (COSTA, 2013). 

Apesar deste estudo não ter demonstrado diferenças significativas na frequência 

de células T, os linfócitos T CD4
+
 desencadeiam ações como a ativação de macrófagos 

e monócitos o que irão promover a fagocitose, secreção de citocinas como IL-1 e IL-6 

que inibem o desenvolvimento intra-hepático do parasita e contribuindo para ativação 

de células B e consequente produção de anticorpos (HOFFMAN E FRANKE, 1994; 

IMAI, 2010). 

Em um estudo feito por Tsuji (2010), as células T CD8
+
 demonstraram papel 

protetor contra o parasita, especialmente na fase pré-eritrocítica através da destruição de 

hepatócitos infectados. Costa (2013) observou que a infecção malárica pelo P. vivax 
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ocasiona um aumento da proporção de células T CD8
+ 

em relação
 
à TCD4

+
, o que não 

foi observado neste estudo. 

Neste estudo o grupo de infectados teve diminuição significativa de linfócitos B. 

Durante a infecção por malária, os linfócitos B são resposnáveis pela resposta imune 

humoral, ou seja, produzem anticorpos específicos frente ao parasita, importantes para 

conferir proteção contra as formas sanguíneas do parasita (TAYLOR-ROBINSON, 

2010). No entanto, essa persistência de níveis significativos de anticorpos contra a 

malária baseia-se na exposição contínua à infecção (LANGHORNE et al., 2008).  

Estudos afirmam que o número absoluto de linfócitos diminui durante a infecção 

malárica e tal alteração ocorre pela apoptose induzida em células mononucleares 

humanas (HVIID et al., 1997; BALDE et al., 2000; XU, 2002). Este fato justificaria a 

diminuição de linfócitos B nos indivíduos infectados pelo Plasmodium vivax. 

 

3.3 EXPRESSÃO DE HLA-DR EM MONÓCITOS E LINFÓCITOS T CD4
+
 

Figura 3: Expressão de HLA-DR por monócitos (A) em indivíduos do grupo controle (C) e infectado (I) 

pelo Plasmodium vivax. Percentual de células CD14
+
 HLA-DR

+
 (B). Expressão de HLA-DR por células 

T CD4+ (C) em indivíduos do grupo controle (C) e infectado (I) pelo Plasmodium vivax. Percentual de 

células CD4
+
 HLA-DR

+
 (D).**p<0,005. 

 
 

Moléculas de HLA-DR são importantes na geração de respostas imunitárias a 

micro-organismos, uma vez que a sua principal função em monócitos é apresentar 
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peptídeos para ativação e a diferenciação de células T CD4
+
. O aumento de expressão 

de HLA-DR em monócitos foi estimada do aumento do percentual de células 

CD14
+
HLA-DR

+
 (Figura 3A). Da mesma forma, a ativação de linfócitos T CD4

+
 foi 

estimada através da frequência relativa de células T CD4
+
HLA-DR

+
 (Figura 3C) em 

indivíduos sadios e infectados. Não houve diferença significativa no percentual de 

células CD14
+
HLA-DR

+
 nos grupos infectados em relação aos controles (Figura 3B). 

Por outro lado, houve aumento significativo de células T CD4
+
HLA-DR

+
 no grupo de 

infectados em comparação com controles (Figura 3D). Estes achados  corroboram com 

estudos de Taylon-Robinson (1993), onde ficou verificou-se um aumento significativo 

na expressão de HLA-DR por linfócitos T e outros tipos celulares em sangue de 

indivíduos infectados pela malária.
 

 

O aumento na expressão e frequência de moléculas de ativação na superfície de 

linfócitos durante a infecção pelo Plasmodium vivax tem relação com a magnitude da 

resposta imune frente à infecção malárica, que leva a um recrutamento de células 

inflamatórias e produção de citocinas a fim de eliminar o patógeno. Estes dados estão 

em concordância com os dados da literatura que mostram grande ativação do sistema 

imune em indivíduos infectados pelo Plasmodium, inclusive em gestantes, o que 

acarreta o aumento da expressão marcadores de ativação como HLA-DR e CD69 em 

células efetoras (ROETYNCK et al., 2006). 
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3.4 EXPRESSÃO DE CD69 EM LINFÓCITOS T (CD4
+
 E CD8

+
) E 

LINFÓCITOS B 

Figura 4: Expressão do marcador CD69 em linfócitos T CD4
+
 (A), T CD8

+
 (C) e linfócitos B (E) de 

indivíduos controles (C) e infectados (I). Percentual de células T CD4
+
CD69

+
 (B), T CD8

+
CD69

+
 (D) e 

CD19
+
CD69

+
 (E) em controles e infectados pelo Plasmodium vivax. **p< 0,005; ***p<0,0005. 

 

 

O CD69 é uma molécula expressa em linfócitos na fase inicial de uma exposição 

a um estímulo, envolvido em uma consequente produção de citocinas. (TEIXEIRA, 

2012; KORNETE et al., 2012). Em todas as subpopulações de linfócitos, T CD4
+
 

(Figura 4A-B), linfócitos T CD8
+
 (Figura 4C-D) e linfócitos B (Figura 4E-F) houve 

aumento significativo de células CD69
+
 nos indivíduos infectados em relação aos 

controles. Em estudo realizado por Lopes (2014), o percentual de linfócitos T CD4
+
 que 

expressam CD69 também aumentou o que se assemelha com os nossos resultados. 
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4. CONCLUSÕES 

 

Este trabalho teve como objetivo analisar as alterações fenotípicas nas 

subpopulações celulares do sangue de pacientes com malária. Foram estudados aspectos 

hematológicos e imunológicos na infecção pelo Plasmodium vivax em indivíduos 

residentes em uma área de transmissão ativa (Cruzeiro do Sul- Acre).  

Este trabalho evidenciou redução significativa na frequência relativa de células 

B em pacientes infectados em relação aos controles. Além disso, houve o aumento de 

marcadores de ativação em linfócitos T e B, como CD69 e HLA-DR em pacientes 

infectados pelo P. vivax. Com base nesses resultados, podemos perceber que mesmo 

sem diferença significativa de leucócitos totais o aumento de marcadores de ativação 

ocorre devido à uma grande ativação destes tipos celulares que têm por objetivo 

proteção do hospedeiro frente a seu parasito. Esses tipos celulares são importantes na 

resposta imunológica frente ao parasita, através da produção de citocinas, anticorpos 

bem como na citotoxicidade frente a hepatócitos infectados. Espera-se que esta pesquisa 

contribua para o entendimento da dinâmica de expressão destes marcadores durante a 

infecção bem como estimule mais pesquisas sobre essa temática. 
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