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RESUMO 

Introdução 

A malária é a doença parasitária de maior prevalência no mundo. No Brasil, os casos de 

malária são concentrados nos estados da Amazônia Legal, onde o Plasmodium vivax é 

responsável por mais de 80% dos casos. O objetivo do presente estudo foi verificar a 

expressão da ANXA1 nos linfócitos TCD4+, TCD8+, células T reguladoras (Treg) e a 

quantificação de citocinas no plasma de pacientes com malária vivax. Desta forma, o 

entendimento da relação entre a ativação dos linfócitos e liberação de moléculas 

imunorreguladoras poderá contribuir para o entendimento da resposta imune durante 

esta parasitose. 

Métodos 

A quantificação plasmática das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-γ, TGF-

β1, e TNF-α de pacientes infectados com P. vivax e de controles saudáveis foram 

avaliados por enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). A determinação da 

expressão da ANXA1 nas células T CD4+, T CD8+ e Treg dos pacientes e controles 

saudáveis foi determinada pela técnica de imunofluorescência.  Todos os resultados 

foram relacionados com o número de parasitos circulantes e com o número de episódios 

prévios de malária. 

Resultados 

O nível plasmático das citocinas IL-4, IL-13, IL-17 e TGF-β1 reduziu em todos os 

pacientes primoinfectados com parasitemia baixa e alta. Já a IL-10 aumentou sua 

concentração plasmática nos infectados com parasitemia baixa e mais de um episódio 

prévio de malária (915,1 ± 119,6 pg/mL) quando comparado ao grupo controle (326,1 ± 

40,1 pg/mL), também se constatou uma redução dessa citocina em indivíduos 

primoinfectados com parasitemia baixa e alta (451,8 ± 37,7 pg/mL e 402,9 ± 99,9 

pg/mL, respectivamente) quando comparado com indivíduos de parasitemia baixa e 

mais de um episódio de malária (915,1 ± 119,6 pg/mL). Na quantificação da expressão 

da ANXA1 observou-se uma redução dessa proteína em células T CD4+ e T CD8+ em 

pacientes primoinfectados com parasitemia baixa e alta, enquanto que nas células Treg 

houve um aumento em pacientes primoinfectados com baixa parasitemia (151,5 ± 4,6 

U.A.) quando comparados com pacientes com alta parasitemia e infecção prévia (103,3 

± 3,1 U.A.).  

Conclusão 

A ANXA1 é expressa diferentemente nos subtipos de linfócitos e pode ter uma ação 

distinta na proliferação linfocitária. Além disso, a ANXA1 pode estar contribuindo com 

a elevação dos níveis de IL-10 no plasma desses pacientes. 
 

 

Palavras chave: Plasmodium vivax, Anexina-A1, IL-10, T CD4+, T CD8+, Treg. 



 

 

ABSTRAT 

Background 

Malaria is the most prevalent parasitic disease in the world. In Brazil, malaria cases are 

concentrated in the states of the Legal Amazon, where Plasmodium vivax is responsible 

for over 80% of cases. The aim of this study was to investigate the expression of 

ANXA1 in CD4+, CD8+ and regulatory T cells (Treg) and quantification of cytokines 

in plasma of patients with vivax malaria. Thus, understanding the relationship between 

lymphocyte activation and release of immunoregulatory molecules may contribute to 

the understanding of the immune response during this parasitosis. 

Methods 

The plasmatic quantification of IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-γ, TGF-β1, TNF-α 

in patients infected with P. vivax and healthy controls were evaluated by enzyme-linked 

immunosorbent assays (ELISA). The determination of the expression of ANXA1 in 

CD4+, CD8+ and Treg cells from patients and healthy controls was determined by 

immunofluorescence staining. All results were related with the number of circulating 

parasites and the number of previous episodes of malaria. 

Results 

The plasma level of IL-4, IL-13, IL-17 and TGF-β1 decreased in all patients 

primoinfected with low and high parasitaemia. Since IL-10 increased plasma 

concentrations in infected with low parasitaemia and more than one previous episode of 

malaria (915.1 ± 119.6 pg/mL) compared to the control group (326.1 ± 40.1 pg/mL) 

also found a reduction of this cytokine in patients primoinfected with low and high 

parasitaemia (451.8 ± 37.7 pg/mL and 402.9 ± 99.9 pg/mL, respectively) when 

compared to individuals of low parasitaemia and more than one episode of malaria 

(915.1 ± 119.6 pg/mL). In quantifying the expression of ANXA1 observed a reduction 

of this protein in CD4+ and CD8+ in patients primoinfected with low and high 

parasitaemia, while Treg cells was increased in patients primoinfected with low 

parasitaemia (151.5 ± 4 6 A.U.) compared with patients with high parasitaemia and 

previous infection (103.3 ± 3.1 A.U.). 

Conclusion 

The ANXA1 is expressed differently in lymphocyte subtypes and may have a different 

action on lymphocyte proliferation. Furthermore, ANXA1 may be contributing to 

increased levels of IL-10 in plasma of these patients. 

 

 

Keywords: Plasmodium vivax, Annexin-A1, IL-10, CD4+, CD8+, Treg. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

No Brasil, a quase totalidade dos casos de malária (98%) concentra-se nos 

estados da Amazônia Legal. No período entre 2005 e 2009 o número de casos caiu pela 

metade, passando de 607.801 para 306.908 mil casos. Também foi observada redução 

semelhante, de 52.5%, no número de óbitos: de 122 para 58 apontando também aponta 

queda na taxa de incidência de malária, de 25.6 para 12,1 casos por mil habitantes. No 

ano de 2011 a doença atingiu 263.323 pessoas [1]. Fora desta região, o risco de 

transmissão é pequeno ou inexistente [2]. Em Mato Grosso, a doença é 

predominantemente focal, sendo endêmica apenas no norte do Estado [3], sendo que no 

ano de 2010 foram notificados 2.161 casos [4].  

A infecção causada por Plasmodium vivax há muito tempo tem sido considerada 

uma doença benigna, principalmente quando comparada às infecções causadas por 

Plasmodium falciparum [5]. Porém recentemente a literatura tem demonstrado que 

houve um aumento na virulência dessa parasitose, sendo que os sintomas mais comuns 

dessas complicações são anemia severa, distúrbio respiratório e lesão pulmonar aguda, 

coma, entre outras manifestações [6,7]. A crescente resistência aos medicamentos e as 

complicações decorrentes desta parasitose necessitam de esforços conjuntos para a sua 

melhor compreensão e resolução. 

Evidências sugerem que, durante a infecção, a malária provoca a ativação e 

disfunção das células T e linfopenia [8]. As células T CD8+ e as citocinas IFN- e TNF-

 conferem proteção contra os parasitos pré-eritrocitários do Plasmodium dentro dos 

hepatócitos [9], enquanto que as células T CD4+ restringem o crescimento de parasitos 

eritrocitários do Plasmodium através da secreção de citocinas, ativação de macrófagos e 

da direção da imunidade humoral [10]. Recentemente, a participação das células T 

reguladoras em infecção causada por P. vivax foi demonstrado [11], sugerindo que o 

equilíbrio entre as citocinas pró e antiinflamatória é necessária para controlar as 

alterações relacionadas à malária [12]. 

Além das citocinas, outros fatores podem modular a diferenciação dos linfócitos 

T helper, como, por exemplo, a afinidade do antígeno por um receptor de células T 

(TCR). Antígenos com baixa afinidade geralmente induzem uma resposta Th2, 

enquanto que a alta afinidade induz a diferenciação para uma resposta Th1 [13,14]. A 

anexina-A1 (ANXA1), é uma proteína endógena que modula positivamente a 
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sinalização do TCR, tornando-se um alvo molecular importante na diferenciação e 

proliferação dos linfócitos. Esta proteína é um importante mediador antiinflamatório, 

dotada de potente atividade anti-migratória de leucócitos, garantindo o caráter 

transitório da reposta inflamatória [15,16]. Nos linfócitos a ANXA1 tem sido 

caracterizada como uma proteína antiproliferativa [17]. 

Portanto, o objetivo do presente estudo foi verificar a expressão da ANXA1 nos 

linfócitos T CD4+, T CD8+, células T reguladoras (Tregs) e a quantificação de citocinas 

no plasma de pacientes com malária causada por Plasmodium vivax. Desta forma, o 

entendimento da relação entre a ativação dos linfócitos e liberação de moléculas 

imunorreguladoras poderá contribuir para o entendimento da dinâmica da resposta 

imune durante esta parasitose. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 O ciclo do Plasmodium spp 

 

O ciclo do parasito no hospedeiro invertebrado se inicia quando 

macrogametócitos e microgametócitos são ingeridos pela fêmea do mosquito Anopheles 

sp. 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, as quais poderão, no momento da picada, serem inoculadas 

no homem [18]. 

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. Apenas uma proporção dos parasitos entra nos capilares sanguíneos 

enquanto outros são drenados para os vasos linfáticos, atingindo os linfonodos. Os 

esporozoítos que atingem os linfonodos podem se desenvolver como formas exo-

eritrocíticas, porém, são degradados por leucócitos. Apenas aqueles que atingem a 

circulação sanguínea são capazes de se desenvolverem após infectarem os hepatócitos. 

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

hospedeiro, 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 [19,20]. Essa passagem pelas células hospedeiras antes 

de atingirem os hepatócitos parece ser fundamental para o ciclo de vida dos plasmódios, 

induzindo a secreção do fator de crescimento dos hepatócitos (HGF), a qual torna tais 

células mais susceptíveis à infecção [19,21]. 

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 P. 

falciparum e P. vivax, e cerca de duas semanas para o P. malariae. Nas infecções por P. 

vivax e P. ovale, durante a fase exo-eritrocítica, podem surgir formas latentes 

denominadas hipnozoítos que permanecem nas células do fígado por tempo variável, 

causando recaídas da doença [22]. 
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Os merozoítos formados durante a fase exo-eritrocítica são liberados do fígado 

para a circulação sanguínea por meio de estruturas vesículares denominadas 

merossomos. Esses merossomos se deslocam para os sinusóides hepáticos garantindo a 

liberação de merozoítos vivos diretamente na circulação sanguínea. Os merozoítos 

intra-hepáticos consomem o cálcio intracelular e previnem desta forma, a exposição de 

fosfatidilserina na camada externa da membrana plasmática de hepatócitos parasitados, 

protegendo-os assim da fagocitose por células de Küpffer e outras células fagocíticas 

presentes nos sinusóides hepáticos [23]. Estima-se que cada hepatócito parasitado libera 

até 40.000 merozoítos [24,25] que infectarão eritrócitos e começarão um novo ciclo de 

reprodução assexuada. Neste ritmo, um eritrócito é lisado a cada 48-72 horas (ciclo 

eritrocítico), de acordo com a espécie de plasmódio envolvida. Esse sincronismo é o que 

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

de merozoítos sanguíneos, uma pequena proporção destes parasitos se diferencia em 

estágios sexuados, os gametócitos, que originarão esporozoítos no inseto vetor, após 

novo repasto sanguíneo. Ainda não se sabe ao certo qual o estímulo ou mensagem 

responsável pela produção de gametócitos, 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; a outra, ao contrário, sugere que fatores 

ambientais ou estresse determinem a diferenciação dos merozoítos em gametócitos [26]. 

 

2.2 Características do Plasmodium vivax 

 

O Plasmodium vivax é a espécie causadora de malária humana com maior 

distribuição geográfica, respondendo por cerca de 80 milhões de casos anuais [27]. Essa 

espécie possui uma diversidade fenotípica extraordinária, sendo encontrada em uma 

variedade enorme de ecótopos, desde a Rússia até as regiões tropicais da Ásia, do 

Pacífico, e Américas Centrais e do Sul [28]. P. vivax é o maior responsável pela 

introdução de malária em áreas não endêmicas [29]. 

A habilidade deste parasito de completar o seu ciclo esporogônico em 

temperaturas relativamente baixas (em torno de 16
o
C) tem contribuído substancialmente 

para o seu sucesso em estabelecer focos estáveis de transmissão não só em zonas 

tropicais quanto em localidades de zonas temperadas [30]. Apesar de a malária causada 

por P. vivax ser considerada benigna, ou seja, raramente causa a morte do hospedeiro, a 

infecção é uma causa importante de morbidade e de perdas sócio-econômicas. A sua 
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presença tem uma forte correlação negativa com o crescimento econômico [28]. As 

mortes relacionadas a essa espécie são associadas a danos pulmonares e problemas 

respiratórios [31,32], e também à ruptura do baço [33]. 

Uma característica particular do P. vivax é a sua capacidade de causar recaídas, 

ou seja, a ocorrência de ciclos pré-eritrocíticos e eritrocíticos devido à esquizogonia 

tardia de parasitos “dormentes” (hipnozoítos) no interior dos hepatócitos, gerando 

novamente os sintomas da malária. Este fenômeno biológico ainda não está totalmente 

elucidado, porém aparenta ser totalmente independente da resposta imune do hospedeiro 

infectado [34]. Acredita-se que a recaída ocorra a partir da mesma população inoculada, 

ou seja, no curso do ciclo, parte dos esporozoítos continua o curso normal da infecção e 

parte transformar-se em hipnozoítos [35]. 

 

2.3 Resposta imune contra Plasmodium 

 

A resposta imune contra Plasmodium pode ser desenvolvida especificamente 

contra cada um dos estágios do parasito [25]. 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 semanas após a infecção 

[36]. A imunidade à malária envolve tanto a resposta celular como a humoral. As 

células T são essenciais na regulação da produção de anticorpos e na indução da 

imunidade celular. Os esporozoítos irradiados são capazes de induzir imunidade 

protetora contra a malária, sendo esta, espécie e estágio–específico. A aquisição de 

imunidade humoral e celular específica à espécie ou ao estágio do parasito aumenta com 

a idade [41-43]. 

Fundamentalmente, é no ciclo eritrocítico que o sistema imune do hospedeiro 

responde aos antígenos parasitários ou ainda a mitógenos policlonais levando à resposta 

imune efetiva contra o parasito ou à imunopatologia. Entretanto, os parasitos da malária 

são conhecidos por perturbar o perfil normal de células imunes no sangue periférico. 

Por exemplo, a contagem total de leucócitos (WBC), total de linfócitos, de células NK, 

de células T αβ e γδ, e de células B e de proporção de células T são afetadas pela 

infecção de P. falciparum e de P. vivax. Kassa e colaboradores (2006) constaram que a 

contagem de leucócitos em pacientes infectados por P. Falciparum é inferior à 

contagem de leucócitos em pacientes infectados por P. vivax o que pode indicar que a 

imunopatogenese é mais importante na malária causada pelo P. falciparum do que a 
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causada pelo P. vivax. A alteração da migração celular pode estar relacionada a 

expressão aumentada de moléculas de adesão (ICAM-1 e VCAM-1) nos leucócitos do 

sangue e na superfície de células endoteliais (ECAM-1) durante a infecção por malária 

[39].  

Riccio e colaboradores (2003) demonstraram que as infecções por P. falciparum 

ou P. vivax podem resultar em uma amplificação consistente da apoptose de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC). Por um lado, é compreensível que este 

fenômeno pode ser essencial para a regulação da resposta imune que ocorre como 

consequência da ativação de células B periféricas associada com a infecção pelo 

parasito da malária. Por outro, uma consequência da morte celular pode ser a redução 

das respostas imunes críticas aos antígenos do plasmódio. Sob esse ponto de vista, a 

apoptose poderia atuar como um mecanismo de evasão à resposta imune do hospedeiro 

e estar envolvida na persistência bem sucedida do parasito em seu hospedeiro [40]. 

Respostas proliferativas de células T a vários antígenos da malária são 

comumente mais elevadas em indivíduos não-imunes do que em imunes, isto é, 

respostas de células T a antígenos são reguladas em função da exposição ao parasito. 

Um estudo conduzido no Sri Lanka mostrou uma baixa resposta proliferativa de células 

T malária-específicas em adultos que eram recorrentes de malária aguda por P.vivax e 

que vivenciaram repetidas infecções em épocas de pico de ocorrência da doença. O 

mecanismo responsável pela baixa resposta das células T em indivíduos expostos a 

ativação antigênica por longos períodos é incerto. A exposição permanente do sistema 

imune a antígenos do Plasmodium pode induzir níveis aumentados de apoptose de 

células mononucleares que causam supressão de células T reativas, como descritos para 

superantigenos. Isso resulta em menor proliferação de PBMC em resposta a pressão 

antigênica específica [45]. 

Uma caracterização fenotípica dos linfócitos periféricos durante a infecção 

aguda revelou que uma grande fração dos linfócitos carregava os fenótipos γδ sugerindo 

um papel destas células na resposta precoce contra o P. vivax. Foram encontrados níveis 

muito baixos de anticorpos específicos ao P. vivax. Isto pode sugerir que a imunidade 

celular pode desempenhar um papel maior no desenvolvimento da proteção 

naturalmente adquirida contra a infecção do P. vivax [46]. 

A infecção da malária geralmente leva a um desequilíbrio na relação normal 

entre células Th e Treg que regulam a função dos linfócitos B, e isto, por sua vez, leva a 

uma produção aumentada de imunoglobulinas. Estudos demonstraram tal desequilíbrio 
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(números relativamente baixos de CD8
+ 

levando a uma relação CD4
+
:CD8

+ 

significativamente maior) entre indivíduos com malária P. vivax quando eles foram 

testados ao diagnóstico. A imunidade humoral aparenta ser reconstruída mais 

rapidamente após o tratamento, do que a imunidade celular [47]. 

Células T CD4
+ 

e CD8
+ 

são afetadas em extensão comparável em pacientes 

infectados por P. falciparum e por P. vivax. No entanto, quando comparamos os valores 

de apoptose em indivíduos infectados e não infectados verifica-se que as células T 

CD4
+ 

são mais suscetíveis do que células T CD8
+ 

[40]. A proporção de células T CD4
+
 

é alta durante a infecção aguda por P. vivax. Isto está em contraste com o que 

normalmente é visto durante as infecções por P. falciparum, onde a resposta imune 

parasito-específico encontra-se suprimida. É provável que o P. vivax induza uma menor 

supressão imunológica do que o P. falciparum [46].  

Linfócitos T CD8
+ 

têm sido implicados como células efetoras críticas na 

proteção contra a fase pré-eritrocítica da malária. O alvo das células T CD8
+ 

malária-

específicas é o hepatócito infectado, o qual apresenta, na sua superfície, epítopos 

derivados do parasito em associação com moléculas de MHC de classe I. As células T 

CD8
+ 

posteriormente secretam IFN-γ que elimina os hepatócitos infectados ou inativa o 

parasito intracelular [48-52]. 

A estabilidade temporal da função da célula T periférica e a influência da 

exposição antigênica prolongada sobre a resposta da célula T são fatores pouco 

estudados que podem influenciar a resposta imune do hospedeiro na malária [45]. A 

produção de reduzida INF-γ está associada com a proteção da infecção da malária, esta 

citocina produzida por células T CD8 e/ou células NK inibe o desenvolvimento do 

parasito, contribuindo assim para a proteção contra o estádio pré-eritrocítico de ambos 

P. falciparum e P. vivax. Entretanto, há estudos mostrando a indução de IL-10 em 

pacientes com malária, sugerindo que a via Th2 também pode estar envolvida na 

imunidade da malária [53]. 

Exposição contínua a mosquitos infectados em áreas hiperendêmicas pode levar 

a regulação diminuída da função das células T contra os antígenos da malária. O 

antígeno de superfície predominante em esporozoítos maduros é a proteína 

circunsporozoite (CS), presente em todas as espécies de Plasmodium [54,55]. Os níveis 

de INF-γ em resposta a proteínas CS também são baixos entre indivíduos 

continuamente expostos [45]. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schofield%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3120015
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Outro tipo celular que está relacionado à supressão da imunidade celular e 

humoral durante a infecção aguda de P. vivax é a célula Treg. A frequência aumentada 

deste tipo celular pode beneficiar a sobrevivência do parasito no hospedeiro. Evidências 

indicam que Treg pode suprimir respostas de células T através da produção de IL-10 e 

TGF-β, ao passo que eles podem suprimir a maturação de células B e a diferenciação 

direta ou indiretamente através regulação da produção de IL-2 ou IL-4. Isto pode 

explicar o baixo nível de anticorpo parasito-específico visto em pacientes P. vivax [56-

58]. 

 A resposta gerada contra infecção malárica é similar a vários outros patógenos, no 

que se refere a resposta imune efetora pró-inflamatória gerada para eliminar o parasito, 

e essa resposta é também propícia a causar danos no tecido do hospedeiro [7,56,57]. O 

sistema imune do hospedeiro evoluiu de forma que uma variedade de mecanismos, 

coletivamente chamado de regulação, atue ativamente para controlar essa resposta 

imune pró-inflamatória exacerbada e evitar danos ao hospedeiro. Alguns estudos têm 

demonstrado uma imunossupressão transiente durante a infecção aguda de malária, e 

isso afeta a resposta celular e humoral frente a aloantígenos, patógenos, toxinas de 

bactérias e mitógenos. Altas concentrações de hemozoína no P. vivax levam à ativação 

de Toll-like receptor 9, contribuindo com resposta inflamatória contra o parasito [5,7]. 

Além disso, está associada a uma maior incidência de infecções bacterianas e virais, 

reduzindo também a resposta vacinal durante a malária grave [37,59]. A compreensão a 

respeito do desenvolvimento da imunorregulação e imunopatologia na malária 

permanece incompleta. As células dendríticas, células T reguladoras, além de produção 

de citocinas imunossupressoras podem ter papel fundamental nessa regulação da 

resposta imune pró-inflamatória exacerbada que ocorre em indivíduos que desenvolvem 

malária grave [7,56-58].  

 

2.4 ANXA1 e o sistema imune 

 

A ANXA1 atua de forma parácrina e autócrina regulando a resposta inflamatória 

no microambiente celular. A expressão da ANXA1 pode ser aumentada dependendo do 

estímulo celular. Por exemplo, um dos mecanismos antiinflamatórios dos 

glicocorticóides é a produção da ANXA1 em alguns tipos celulares, como os 

macrófagos e os mastócitos. Porém, os linfócitos respondem inversamente, reduzindo a 



17 

 

 

 

produção de mRNA e proteína da ANXA1 [60]. Esta é a base para uma ação sutil de 

regulamentação dessa proteína sobre a interação dos sistemas imune inato e adaptativo. 

Enquanto que, no sistema imune inato, a ANXA1 regula a migração celular e a 

produção de citocinas nos macrófagos, PMN e mastócitos, no sistema imune adaptativo, 

esta proteína apresenta-se baixamente expressa em células linfocíticas. Pouco se sabe 

sobre a função de ANXA1 em linfócitos, embora alguns trabalhos apontem um efeito 

supressor da proliferação de células T antígeno-específico [61,62].  

Estudos recentes demonstraram que quando as células estão em condições Th0, 

a presença da hrANXA1 induz a diferenciação para Th1 via aumento da sinalização de 

TCR pela ativação do receptor FPRL-1. De outro modo, células deficientes para a 

proteína ANXA1, sob as mesmas condições levam a alta produção de citocinas Th2 

(D’ACQUISTO et al., 2007b, 2008c). Além disso, estes trabalhos também demonstram 

que a ANXA1 leva a diferenciação de linfócitos Th17 [63]. Resultados demonstram que 

ANXA1 é um “sintonizador” molecular da sinalização TCR e sugerem que esta proteína 

pode representar um novo alvo para o desenvolvimento de drogas direcionadas a 

patologias onde uma resposta Th1/Th2 desequilibrada ou uma ativação aberrante de 

células T é o maior fator etiológico [64]. 

Em conclusão, se considerarmos os efeitos diferentes da ANXA1 sobre a 

resposta imune inata e adaptativa, é possível hipotetizar que a promoção de uma 

resposta imune Th1 protetora induzida pela ANXA1 pode contribuir para o efeito 

antiinflamatório dessa proteína na resolução de inflamações [36]. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goulding%20NJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8687405
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3 MÉTODOS 

 

3.1 Pacientes e controles  

 

Amostras de sangue foram coletadas de 69 pacientes com infecção aguda por P. 

vivax atendidos no Ambulatório de Malária do Hospital Universitário Julio Müller da 

Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), localizado em Cuiabá – MT. O 

diagnóstico de infecção por P. vivax foi baseado no exame de gota espessa coradas com 

Giemsa. A idade, quantidade de episódios de malária anteriores, e a história de outras 

doenças infecciosas de cada um dos participantes foram registradas usando um 

questionário padrão. Foram excluídos deste estudo pacientes que já iniciaram algum 

tipo de tratamento antimalárico. O grupo controle foi composto de 37 indivíduos 

saudáveis. Os controles saudáveis foram selecionados a partir do laboratório do 

Hospital Geral Universitário, Cuiabá – MT, sendo elegíveis para o estudo pacientes sem 

parasitemia ou história de malária. O termo de consentimento escrito informativo foi 

obtido de todos os participantes antes da coleta das amostras. Este estudo foi aprovado 

pelo comitê de ética do Hospital Universitário Júlio Müller (Protocolo n° 633/CEP-

HUJM/09), e foi desenvolvido segundo os termos da Resolução 196/96 do Conselho 

Nacional de Saúde. Os indivíduos do estudo foram pareados por sexo e idade, sendo 

que a idade média dos pacientes com malária era de 33,7 ± 1,9 anos e dos controles era 

de 37,6 ± 2,2 anos. 

 

3.2 Coleta de sangue  

 

Foram coletas duas amostras de sangue de cada paciente. Um esfregaço de ponta 

do dedo foi levado para o diagnóstico parasitológico, e, em seguida, cerca de 5 ml de 

sangue venoso foi colhido para a análise da expressão de ANXA1 e de citocinas. O 

sangue foi coletado assepticamente em tubos Vacutainer ® (Becton Dickson and 

Company, Franklin Lakes, NJ, EUA), e centrifugado a 1200 rpm durante 10 minutos à 

temperatura ambiente. O soro foi separado e as amostras foram aliquotadas e 

armazenadas a -20 ° C até serem ensaiadas. 
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3.3 Diagnóstico parasitológico 

 

Esfregaços de gota espessa foram corados com solução de Giemsa 5% e 

examinados para espécies de Plasmodium por dois microscopistas. A parasitemia foi 

avaliada contando o número de parasitos por 200 leucócitos. Se nove ou menos 

parasitos fossem encontrados, 300 leucócitos adicionais eram contados. A parasitemia 

final dos pacientes foi ajustada /μl de sangue, de cada indivíduo. Optou-se por conduzir 

todas as investigações relacionando as variáveis de estudo com o número de parasitos 

circulantes e o número de episódios prévios de malária. Os pacientes foram divididos 

quanto ao nível da parasitemia (parasitemia baixa (n=36) até 750 parasitos/μl e 

parasitemia alta (33) acima de 752.5 parasitos/μl) e quanto ao número de episódios 

prévios de malária (Ø episódio – nenhum episódio prévio de malária ou 

primoinfectados e > 1 episódio – mais de um episódio prévio de malária). 

 

3.4 Determinação de citocinas (ELISA) 

 

Os níveis plasmáticos das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-γ, TGF-

β1, e TNF-α de pacientes P. vivax e controles saudáveis foram avaliados por enzyme-

linked immunonosorbent assay indireto (ELISA), utilizando pares de anticorpos 

monoclonais citocina-específicos fornecidos pelo teste comercialmente disponível (BD, 

Biosciences - Pharmingen, San Diego, CA, EUA). Todos os testes foram realizados de 

acordo com as instruções do fabricante. Cada placa inclui uma curva padrão de citocina 

recombinante humana em paralelo com as amostras, a atividade enzimática final foi 

medida por um leitor de microplacas automático, V-Max (Dispositivos Moleculares, 

Sunnyvale, EUA), a 405 nm. Todas as amostras foram medidas em duplicata, e a média 

dos dois valores de densidade óptica foi utilizado para todas as análises. 

 

3.5 Teste de imunofluorescência indireta para T CD4+, T CD8+ e Treg  

 

Foram utilizados esfregaços sanguíneos de pacientes infectados com P. vivax e 

controles saudáveis. As lâminas foram incubadas à temperatura ambiente [65] com água 

por 5 min, e posteriormente, com peróxido de hidrogênio (H2O2) a 3% diluídos em 

metanol por 1 h. Em seguida, as lâminas foram lavadas com tampão fosfato (PBS), 

permeabilizadas com Tween 20 a 0,4% durante 15 min e bloqueadas com albumina 
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sérica bovina (BSA – Sigma) a 5% por 30 min. Todas as lâminas foram incubadas 

overnight, a 4°C, em câmara úmida com anticorpo primário rabbit anti–ANXA1 

(Invitrogen, USA). Para identificar o subtipo de linfócito um segundo anticorpo foi 

utilizado: mouse anti–CD8, anti–CD4, anti–CD25 e anti–FOXP3 (Invitrogen, USA) 

(1:200), com BSA 1% em PBS. As lâminas foram lavadas com BSA 1% (15 min) e 

incubadas com anticorpo secundário (goat anti-rabbit, conjugado com fluorocromo 

ALEXAFLUOR 488
®

 e com goat anti-mouse, conjugado com fluorocromo 

ALEXAFLUOR 546
®

, na diluição de 1:50 em BSA a 1%) e com o marcador de núcleos 

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) durante 1 h à temperatura ambiente e em câmara 

escura. As lâminas foram lavadas em PBS, montadas com uma solução de PBS e 

glicerol 1:1 e as células imunomarcadas foram identificadas no microscópio 

AxioScopeA1 (Carl Zeiss, GR). Para a quantificação das células T CD4+, T CD8+ e 

Treg (CD4+/CD25+/FOXP3+) e a imunomarcação para a ANXA1, foram avaliados 20 

campos distintos no esfregaço sanguíneo de cada indivíduo. A proteína ANXA1 foi 

quantificada por densidade óptica média (MOD) com o auxílio do analisador de 

imagens (Software AXIOVISION). O Software quantificou a expressão da proteína 

ANXA1, conferindo valores, que variaram pelo espectro de cor, de 0 a 255 unidades 

arbitrárias (U.A.).  

 

3.6 Análise estatística 

 

A análise estatística foi determinada pelo programa GraphPad PRISM 5 (La 

Jolla, CA, USA) (média do grupo e desvio padrão). Para comparar as características da 

população estudada foi utilizado o teste U de Mann-Whitney e o teste t de Student. Para 

comparar dados referentes aos níveis de citocinas entre grupo infectado por P. vivax e 

controle, bem como a expressão de ANXA1 nos linfócitos T CD4+, T CD8+ e Treg, os 

dados obtidos foram submetidos à análise de variância oneway (ANOVA), com pós 

teste de Bonferroni. Os resultados foram expressos como média ± EPM. Valores de p 

menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Perfil hematológico e parasitológico da população estudada 

 

As características gerais da população de estudo de acordo com os parâmetros 

hematológicos estão detalhadas na tabela 1.  

 

Tabela 1 – Descrição da população estudada por parâmetros hematológicos (média ± 

EPM) 

 Indivíduos 

 Malária P. vivax 

(n=69) 

Controles  

(n=37) 

Hemoglobina (g/dL) 12,6 ± 0,3
**

 13,8 ± 0,2 

Hematócrito (%) 37,4 ± 0,9
*
 40,1 ± 0,7 

Células Brancas (10
3
/mm

3
) 5561 ± 232,1

***
 7520 ± 350,2 

Linfócitos (10
3
/mm

3
) 1415 ± 163,9

***
 2309 ± 137,4 

Plaquetas (céls/mm
3
) 128,9 ± 11,6

***
 285,4 ± 10,9 

Parasitemia (parasitos/µL) 3255 ± 454,9 0 

Células CD4+ 858,4 ± 99,9
**

 1355,0 ± 51,3 

Células CD8+ 422,8 ± 49,2
***

 742,4 ± 50,3 

Células CD4+CD25+FOXP3+ 52,1 ± 7,4 40,7 ± 5,9 

Células CD4/CD8 2,2 ± 0,1 1,9 ± 0,1 

Análise da população estudada segundo parâmetros hematológicos e parasitológicos.  
*
p <0,05; 

**
p <0,01; 

***
p <0,001 comparado ao grupo controle; na análise de Mann-

Whitney’s U e student’s t test. 

 

A média dos parâmetros hematológicos do grupo de pacientes sintomáticos de 

malária aguda infectados por P. vivax foi estatisticamente menor quando comparada à 

controles saudáveis. Como esperado, a média das células T CD4+ e CD8+ foi 

significativamente inferior durante a doença aguda (p < 0,001). A relação CD4/CD8 não 

apresentou diferença estatística. 

Com relação aos linfócitos Treg, o número de células não apresentou diferença 

estatística quando comparado pacientes com malária e controles. Porém, avaliando esses 

pacientes de acordo com o  número de parasitos e com o número de episódios prévios, 

foi observado que os pacientes com parasitemia baixa e pacientes com mais de um 

apisódio prévio de malária apresentavam um aumento significativo dessas células (96,0 

± 8,6 e 81,9 ± 8,2, respectivamente) quando comparado aos pacientes controle. Os 

pacientes com parasitemia alta e os primoinfectados (52,6 ± 7,2 e 37,8 ± 6,8, 

respectivamente)  não apresentaram diferença estatística quando comparado aos 

controles.  
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4.2 Níveis plasmáticos das citocinas de acordo com a parasitemia e 

exposição prévia a malária 

 

Os níveis de citocinas circulantes, dentre elas IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, 

IFN-γ, TGF-β1 e TNF-α, foram avaliados em todas as amostras de plasma provenientes 

de indivíduos com malária e controles, sendo os resultados descritos na tabela 2. 

 

Tabela 2 – Comparação das concentrações plasmáticas das citocinas no plasma de 

indivíduos infectados P. vivax, distribuídos de acordo com o nível de parasitos 

circulantes e o número de episódios prévios 

 
Citocinas 

Concentração plasmática das citocinas (pg/mL) 

Média ± EPM 

Parasitemia baixa Parasitemia alta Controles 

Ø episódio > 1 episódio Ø episódio > 1 episódio 
IL-2 220,2 ± 20,7 200,7 ± 18,6 260,3 ± 16,8 218,9 ± 20,1 228,3 ± 16,7 

IL-4 7,0 ± 0,1
**

 15,0 ± 1,4 6,1 ± 0,9
**

 15,8 ± 1,9 21,6 ± 2,6 

IL-10 451,8 ± 37,7
++

 915,1 ± 119,6
***

 402,9 ± 99,9
+++

 726,0 ± 48,1 326,1 ± 40,1 

IL-13 6,9 ± 0,1
#***

 48,1 ± 8,3
***

 75,8 ± 5,2
**

 52,2 ± 5,1
***

 134,2 ± 12,6 

IL-17 7,0 ± 0,1
#***

 36,5 ± 5,0
***

 77,5 ± 4,5
**

 59,9 ± 5,0
***

 145,9 ± 16,6 

IFN-γ 136,3 ± 11,6 140,2 ± 10,3 136,4 ± 9,8 134,5 ± 9,9 148,1 ± 18,0 

TGF-β1 112,2 ± 2,3
++***

 356,1 ± 66,1 253,6 ± 24,2
***

 243,5± 13,9
***

 521,8 ± 45,3 

TNF-α 87,8 ± 5,1 90,5 ± 6,9 95,9 ± 7,2 93,2 ± 10,2 97,6 ± 5,4 

Relação entre concentração plasmática de citocinas com o nível de parasitemia e o 

número de episódios prévios em pacientes infectados por Plasmodium vivax.
**

p <0,01; 
***

p <0,001 comparado ao grupo controle;
 ++

p >0,01;
 +++

p <0,001 comparado ao grupo 

parasitemia baixa e mais de 1 episódio; 
 #

p <0,05 comparado ao grupo parasitemia alta e 

mais de 1 episódio. 

 

Não houve associação entre o nível plasmático das citocinas IL-2, IFN-γ e TNF-

α dos indivíduos infectados comparados de acordo com o nível de parasitemia e com o 

número de episódios prévios de malária, mostrando-se equivalentes aos controles 

saudáveis (Tabela 2). 

Desta forma foi verificado que houve uma redução significativa no nível 

plasmático de IL-4 em pacientes primoinfectados com parasitemia baixa e alta (7,0 ± 

0,1 pg/mL, 6,1 ± 0,9 pg/mL) em comparação ao grupo controle (21,6 ± 2,6 pg/mL). Já o 

TGF-β1 quando comparado aos controles (521,8 ± 45,3 pg/mL) notou-se uma redução 

nos primoinfectados com parasitemia baixa e alta (112,2 ± 2,3 pg/mL, 253,6 ± 24,2 

pg/mL) e nos que relataram episódios anteriores de malária com parasitemia alta 

(243,5± 13,9 pg/mL), nota-se também uma redução dessa citocina em indivíduos 

primoinfectados com parasitemia baixa (112,2 ± 2,3 pg/mL) em comparação aos com 

parasitemia baixa e mais de um episódio de malária(356,1 ± 66,1 pg/mL). Entretanto a 
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IL13 e a IL-17 sofreram redução de suas concentrações em todos os níveis de 

parasitemia e de episódios de malária (6,9 ± 0,1 pg/mL e 7,0 ± 0,1 pg/mL, 

respectivamente primoinfectados com parasitemia baixa de IL-13 e IL-17) quando 

comparado ao grupo controle (134,2 ± 12,6 pg/mL e 145,9 ± 16,6 pg/mL, 

respectivamente IL-13 e IL-17), e ambas as concentrações das citocinas reduziram de 

forma significativa quando comparados os grupos primoinfectados com parasitemia 

baixa (6,9 ± 0,1 pg/mL e 7,0 ± 0,1 pg/mL, respectivamente IL-13 e IL-17) e o grupo 

com parasitemia alta e mais de um episódio recorrente de malária (52,2 ± 5,1 pg/mL e 

59,9 ± 5,0 pg/mL, respectivamente IL-13 e IL-17). 

  Já para IL-10, observa-se que durante o episódio agudo da doença, houve um 

aumento significativo nos pacientes com parasitemia baixa e mais de um episódio 

prévio de malária (915,1 ± 119,6 pg/mL) em comparação ao grupo controle (326,1 ± 

40,1 pg/mL). Verificou-se também uma redução de seus níveis plasmáticos em 

indivíduos primoinfectados com parasitemia baixa e alta (451,8 ± 37,7 pg/mL e 402,9 ± 

99,9 pg/mL, respectivamente) quando comparado com indivíduos de parasitemia baixa 

e mais de um episódio de malária (915,1 ± 119,6 pg/mL).  

 

4.3 Quantificação da Expressão de ANXA1 em Linfócitos CD4+, CD8+ e 

Treg 

 

A quantificação da expressão da proteína ANXA1 endógena e a identificação 

dos subtipos de linfócitos circulantes de pacientes com malária P. vivax e de indivíduos 

saudáveis, foi realizada através da técnica de imunofluorescência (Figura 1).  

Quando se classificou os pacientes pelo número de parasitos e de episódios 

prévios de malária verifica-se uma redução na expressão de ANXA1 em células T 

CD4+ e T CD8+ quando comparado ao grupo controle (Tabela 3). Nos pacientes com o 

fenótipo T CD4+ houve uma redução significativa em ambos os grupos primoinfectados 

de parasitemia baixa (34,0 ± 1,5 Unidades Arbitrárias; p <0,001) e alta (58,5 ± 1,2 U.A.; 

p < 0,001) e no grupo parasitemia baixa com mais de um episódio de malária (80,4 ± 

2,0 U.A.) quando comprado ao grupo controle T CD4+ (108,4 ± 3,4 U.A.), o mesmo 

pode ser verificado para os indivíduos com fenótipo T CD8+ (62,9 ± 1,0 U.A., 65,4 ± 

1,0 U.A., respectivamente primoinfectados com parasitemia baixa e alta; p <0,001). De 

maneira geral observa-se que a expressão de ANXA1 pelas células T CD4+ e T CD8+ é 
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dependente da carga parasitária e do número de episódios prévios de malária causada 

por P. vivax.  

Os dados referentes à expressão de ANXA1 em células Treg indicam um 

aumento dessa proteína em pacientes primoinfectados com baixa parasitemia (151,5 ± 

4,6 U.A.) quando comparados com pacientes com alta parasitemia e infecção prévia 

(103,3 ± 3,1 U.A.; p <0.001). A expressão de ANXA1 apresentou uma discreta redução 

em indivíduos parasitemia baixa e mais de uma infecção (102,9 ± 3,8 U.A.) quando 

comparado aos primoinfectados (151,5 ± 4,6 U.A.; p <0,001). Em relação ao grupo 

controle (95,3 ± 2,9 U.A.) pode-se observar um aumento dessa proteína em 

primoinfectados com parasitemia baixa (151,5 ± 4,6 U.A.; p <0.001). 

 

 
Figura 1 – Imunorreação para ANXA1 e CD4+ em pacientes infectados com P. vivax. 

(A) coloração dos núcleos com DAPI (B) anticorpo primário anti-annexin-A1 com 

FITC-conjugado com anticorpo secundário (C) anticorpo primário anti-CD4 com 

TRITC-conjugado com anticorpo secundário. Bar = 10 µm.  

 

Tabela 3 – Relação entre expressão de ANXA1 com a parasitemia e o número de 

episódios prévios em pacientes infectados com P. vivax 
 

 

Linfócitos 

Expressão intracelular de ANXA1 (U.A.) em T CD4+, T CD8+ e Treg 

Média ± EPM 

Parasitemia baixa Parasitemia alta Controles 

Ø episódio > 1 episódio Ø episódio > 1 episódio 

CD4+ 34,0 ± 1,5 
+++###***

 

80,4 ± 2,0
***

 58,5 ± 1,2 
+++###****

 

109,2 ± 1,7 108,4 ± 3,4 

CD8+ 62,9 ± 1,0 
+++###***

 

91,8 ± 2,5
***

 65,4 ± 1,0 
+++###****

  

107,2 ± 3,1 110,9 ± 5,5 

Treg 151,5 ± 4,6 
+++###****

 

102,9 ± 3,8 68,4 ± 2,6 
+++###****

 

103,3 ± 3,1 95,3 ± 2,9 

Relação entre expressão endógena de ANXA1 com o nível de parasitemia e a 

quantidade de episódios de malária em células TCD4+, T CD8+ e Treg de pacientes 

infectados por Plasmodium vivax. 
***

p <0,001 comparado ao grupo controle;
 +++

p 

<0,001 comparado ao grupo parasitemia baixa e mais de 1 episódio;
 ###

p <0,001 

comparado ao grupo parasitemia alta e mais de 1 episódio. 

A B C 
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DISCUSSÃO 

 

Os estudos que avaliam os mecanismos imunológicos envolvidos na infecção 

por Plasmodium sp mostram que o sistema imune do hospedeiro desenvolve uma 

potente resposta contra o parasito, causando alterações em quase todos os seus 

componentes [56,66]. Por isso estudos acerca da imunidade na malária causada por P. 

vivax são de grande relevância, pois o entendimento dessas alterações poderá gerar 

futuramente um subsídio para o controle mais eficiente dessa parasitose. Além disso, 

mais de 80% dos casos diagnosticados no Brasil são causados por esta espécie [67]. 

Alguns estudos relatam que os dois principais mecanismos que explicam a 

depleção de linfócitos nos pacientes P. falciparum e P. vivax na fase aguda da doença 

são: o sequestro de células para os nódulos linfáticos ou outras partes do corpo e/ou a 

morte das células anormais através da apoptose [40]. Além disso, Braga e colaboradores 

(2002) demonstraram que as respostas proliferativas de células T a vários antígenos do 

Plasmodium são comumente mais elevadas em indivíduos não-imunes do que em 

indivíduos imunes, isto é, respostas de células T a certos antígenos são ativamente 

reguladas em função da exposição ao parasito. Mostrou também uma baixa resposta 

proliferativa de células T malária-específicas em adultos que eram recorrentes de 

malária aguda por P. vivax e que vivenciaram repetidas infecções em épocas de pico de 

ocorrência da doença. O mecanismo responsável pela baixa resposta das células T em 

indivíduos expostos a ativação antigênica por longos períodos é incerto. A exposição 

permanente do sistema imune a antígenos do Plasmodium pode induzir níveis 

aumentados de apoptose de células mononucleares que causam supressão de células T 

reativas, como descritos para superantígenos [45].  

Da mesma maneira a redução de plaquetas durante a fase aguda da doença é uma 

alteração bem documentada [47,68,69]. A relevância clínica da plaquetopenia ainda 

precisa ser melhor compreendida, visto que as complicações hemorrágicas são 

raríssimas em pacientes com malária [70] e, como já foi demonstrado as plaquetas estão 

associadas à destruição do parasito [71]. Como esperado, as células T CD4+ [57,72,73]  

e CD8+ [39] foram significativamente inferiores durante a doença aguda. 

Na busca por marcadores biológicos que caracterizem a evolução clínica do 

paciente, decidiu-se avaliar diferentes citocinas quanto ao nível de parasitemia destes 

indivíduos e o número de episódios prévios de malária.  
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Os níveis plasmáticos de IL-10 estavam elevados nos pacientes que 

apresentavam mais de um episódio de malária, independentemente do nível de 

parasitemia causadas por P. vivax.  Este resultado mostra que a reexposição ao P. vivax 

influencia de maneira aditiva na produção da IL-10. Os altos níveis de IL-10 foram 

igualmente detectados em crianças africanas com anemia e altos níveis de parasitemia 

[74,75]. Outros estudos também mostraram uma correlação positiva entre os níveis de 

IL-10 e a densidade parasitária em indivíduos infectados por P. vivax [76]. A IL-10 tem 

um papel importante na imunorregulação, inibindo a função Th1, e promovendo a 

atividade das células NK [77-79]. Outros resultados indicam que os níveis de IL-10 

estavam associados a resposta Th2 durante a resposta imune à malária [53]. Os 

resultados apresentados neste trabalho, associados com os dados da literatura, sugerem 

que a IL-10 pode estar atuando para regular a resposta pró-inflamatória, participando 

tanto da ação direta para eliminação do parasito como contribuindo com a 

fisiopatogenia da doença. Assim, quando o paciente é exposto mais de uma vez ao 

parasito, os níveis séricos aumentam, levando a regulação da resposta pró-inflamatória e 

susceptibilidade do paciente a doença.  

Avaliando os níveis de IL-4 constatou-se que estes se encontravam aumentados 

em pacientes com mais de um episódio de infecção pelo P vivax. Outros estudos 

observaram resultados semelhantes, sugerindo a participação da IL-10 na regulação da 

resposta mediada por IL-4, na malaria causada por P. falciparum [80,81]. Entretanto, a 

resposta imune humoral na malária pode ser mantida independente dos níveis de IL-4, 

podendo aumentar ou diminuir consideravelmente com o decorrer da infecção [82]. 

A IL-13 aumentou em pacientes com mais de um episódio de infecção pelo 

parasito em níveis baixos de parasitemia. Segundo Taylor e colaboradores (1993) uma 

importante célula produtora de IL-13 são as CD4+ [83]. Essa citocina tem se mostrado 

importante para o controle parasitário, pois foi demonstrado que o tratamento com IL-

13 aumenta significativamente a fagocitose de parasitos eritrocíticos através da 

modulação das funções de monócitos e ativação do receptor nuclear PPARC [84]. 

Demonstrou-se também que indivíduos infectados por P. vivax apresentaram um 

aumentou de Il-17 em pacientes com mais de um episódio de infecção pelo parasito em 

níveis baixos de parasitemia. Ishida e colaboradores (2010) demonstraram o 

desenvolvimento de malária cerebral e parasitemia durante a infecção P. berghei ANKA 

em camundongos deficientes para IL-17 [85]. Interessante ressaltar que a produção de 
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IL-17 pelas células CD4+ na malária foi demonstrada previamente [11,86], o que reflete 

na diferenciação do fenótipo Th17 na presença de citocinas do tipo TGF-β e IL-6 [87]. 

Já TGF-β1 alterou-se entre os indivíduos que nunca tiveram um episódio prévio 

de malária comparado aos que já foram expostos uma única vez. O TGF-β1 é um 

mediador funcional de imunossupressão [88,89] e desempenha um papel importante na 

regulação da resposta imune durante a infecção da malária [90,91].  

Em seguida avaliou-se a expressão de ANXA1 nas subpopulações de linfócitos 

T CD4+, T CD8+ e Treg. A ANXA1 é expressa constitutivamente em leucócitos e 

células epiteliais [17,92,93]. Dependendo do estímulo celular, a expressão da ANXA1 

pode ser aumentada, levando a regulação de processos inflamatórios [59]. Neste estudo 

observou-se que as subpopulações de linfócitos estudadas expressam ANXA1 de modo 

que os dados estão de acordo com a literatura, que indicam uma ação diferencial dessa 

proteína no sistema imune inato e adaptativo [61,93]. 

Alguns estudos indicam uma ligação entre a expressão de ANXA1 e a 

proliferação de linfócitos [59,94], sendo caracterizada como uma proteína 

antiproliferativa [17]. Demonstrou-se que a expressão da ANXA1 nos linfócitos T 

CD4+ e CD8+ de pacientes com malária, apresentava uma redução nos níveis 

citoplasmáticos durante a infecção por Plasmodium vivax. Além disso, observou-se 

também que em linfócitos CD4+ e CD8+ há uma relação positiva entre expressão de 

ANXA1 com o número de episódios prévios de malária e a parasitemia. Levado em 

consideração a atividade antiproliferativa da ANXA1 e o baixo numero de células T 

CD4+ nos pacientes com malária pode-se supor que essa proteína poderia estar 

regulando a quantidade dessa população celular. Essa é a primeira vez que um trabalho 

analisa a expressão de ANXA1 na infecção por esse parasito.  

Com relação aos linfócitos Treg, o número dessas células e a expressão da 

proteína ANXA1 estavam aumentados em pacientes primoinfectados com parasitemia 

baixa. Até o presente momento, não existem dados na literatura que indiquem a 

funcionalidade dessa proteína nas células Treg. Porém, sabe-se que a elevação dos 

níveis de ANXA1 em células T CD4+ e CD8+ induz uma ação antiproliferativa [17]. 

Esses resultados são interessantes e podem indicar uma ação diferenciada nessa 

subpopulação de linfócitos. 

Ainda pode-se destacar que a ANXA1 pode influenciar na produção de IL-10 

[95,96] através da ativação da cascata de ERK [97]. Essa citocina pode ser produzida 

por diversos tipos celulares como os linfócitos Treg [53], linfócitos CD8+, monócitos, 
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dentre outras [98]. Esses dados associados às analises realizadas nesse estudo indicam 

que os altos níveis de IL-10 durante a malária poderia ser induzida pela proteína 

ANXA1 que está sendo produzida e liberada por leucócitos. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 Em conclusão este estudo demonstra evidências que em pacientes infectados por 

Plasmodium vivax existe uma relação entre: o nível de citocinas, a expressão de 

ANXA1, nível de parasitos circulantes e o número de episódios prévios de malária.  

 Como conclusões pontuais têm-se que: 

1. Na população de estudo, houve uma redução no número absoluto de 

células T CD4+ e T CD8+ durante a malária aguda; 

2. Pacientes infectados por P. vivax apresentaram um aumento de IL-10 

no plasma e os níveis dessa citocina estão relacionados com a expressão 

de ANXA1; 

3. A expressão de ANXA1 nos linfócitos T CD4+ e T CD8+ estava 

reduzida nos indivíduos infectados, sugerindo que essa proteína 

desempenha seu papel na regulação dessa subpopulação de linfócitos; 

4.  Expressão de ANXA1 nas células Treg apresentou um aumento nos 

indivíduos infectados; 

5. A redução na expressão de ANXA1 em pacientes com malária vivax 

aguda parece estar atuando nos linfócitos de maneira antiproliferativa. 
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