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RESUMO 

 

 

Introdução: A malária é uma doença infecciosa, de evolução crônica, com manifestações 

episódicas de caráter agudo, causada por protozoário do gênero Plasmodium. A maioria dos 

casos da doença na Região Amazônica é determinada pelo Plasmodium vivax (P. vivax). 

Embora seja considerada benigna e autolimitada, pode agravar em crianças e gestantes, sendo 

as principais complicações clínicas a anemia e trombocitopenia. O parasito tem preferência por 

eritrócitos mais jovens e a parasitemia na malária por P. vivax não parece ser a principal causa 

da anemia, de modo que a modulação da resposta imune possa estar mais associada a essa 

gravidade. Pouco se sabe sobre os mecanismos imunes envolvidos em indivíduos com malária 

por P. vivax, entretanto, alguns estudos em crianças com malária, encontraram associação entre 

o baixo nível da quimiocina CCL5 com a gravidade da doença. Objetivo: Assim, o estudo 

correlacionou a expressão de CCL5 nas subpopulações de linfócitos T CD8 e biomarcadores 

clínicos em crianças e adolescentes diagnosticadas com malária por P. vivax. Metodologia:  

Foi realizado um estudo observacional prospectivo com crianças e adolescentes de 1 a 16 anos 

diagnosticados com malária por P. vivax. As amostras de sangue foram coletadas em tubo de 

heparina e EDTA antes do tratamento (D0), fase aguda e na fase convalescença (D60-90). Em 

cada visita, foram isoladas células mononucleares do sangue periférico (PBMC), realizou-se 

cultivo celular utilizando a proteína de superfície de merozoíto -1 (PvMSP-119) e após 24 horas 

foram realizadas as marcações celulares. A expressão de CCL5 e IFN-γ foram avaliadas em 

células T CD4+, CD8+ e suas subpopulações por meio de citometria de fluxo. Resultados: 

Foram coletados 13 casos na fase aguda com segmento na fase convalescença. Observamos 

uma correlação positiva dos níveis de hemoglobina e a porcentagem de linfócitos T CD8 de 

memória que expressam IFN-γ na fase aguda da infecção (P=0,03). Em relação a CCL5, quanto 

mais jovens eram os indivíduos com malária por P. vivax menor foi a porcentagem de linfócitos 

T CD8 de memória expressores dessa quimiocina (P=0,04). Conclusão: A comparação dessas 

respostas na fase aguda e na convalescença indicaram uma inversão nas correlações entre 

frequência de linfócitos T CD8 de memória produtoras de CCL5 e a idade, sugerindo um papel 

importante do estado inflamatório na modulação dessas células. Os resultados são relevantes, 

indicando que as respostas encontradas no estudo foram provavelmente iniciadas no estágio 

pré-eritrocítico e, que pesquisas futuras são importantes para entender a relação dessa 

modulação na resposta imune a malária por P. vivax. 

 

 

Palavras - chave: Plasmodium vivax, crianças, CCL5, IFN-y, memória.  
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ABSTRACT 

 

Introduction: Malaria is an infectious disease of chronic evolution, with clinical episodics 

manisfestations of acute profile, caused by the protozoan Plasmodium genus. The majority of 

cases from Amazon Region is certain by Plasmodium vivax. Althought has been considered 

benign and self-limit, can be worsen on children and pregnant women, having as main 

complications anaemia and thrombocytopnenia. The parasite has preference for young red 

blood cells and the parasitemia in the malaria vivax doesn´t seems to be the main cause of 

anaemia. In a way that  the immune response modulation could be associated to this severity. 

The mechanisms involved in individuals with malaria are not well known. However, some 

studies on children with malaria has shown an association of low level of  CCL5 chemokines 

with the increase of the disease. Objective: Our studies sought to avaliate the CCL5 expression 

and IFN-γ in T CD4 and T CD8 lymphocytes cells and their relation with clinical markers. 

Methodology: A cohort study was realized with children and teenagers from 1 to 16 years with 

malaria vivax at Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado. Were collected 

whole blood with heparin on day 0 (before the treatment) being acute the second phase e after 

that between 60 and 90 days (the convalescence phase). In each day of visit we isolated and 

cultivated using the antigen merozoite surface protein-1 (MSP119) and after 24 hours were 

realized the cells appointements. The CCL5 and IFN-γ were evaluated in T CD4+ e CD8+ 

CD45RO+  cells by flow cytometry. Results: We collected thirteen cases in acute phase and the 

second one was collected was realized in convalescence phase (after 60 to 90 days of the 

infection). We noted a positive correlation from de levels of hemoglobin and the percentage of 

TCD8+ lymphocytes memory cells IFN-γ producers on acute phase of the infection (P=0,03). 

In relation to RATES, when more young the individuals with malaria vivax were, less  was the 

percentage of TCD8+ lymphocytes memory cells producers of these chemokines (P=0,04). 

Conclusions: The comparison of of these responses on acute phase and convalescence 

indicated on the correlation between the TCD8 lymphocytes memory cells rate of CCL5 and 

the age, suggesting an important role of the inflammatory stage in the modulation of these cells. 

The results are relevants indicanting that the responses founded in the studies were probably 

initiated on the pre erythrocyte stage and future research are importants to understand the 

relation of this modulation on anemia pathogenesis of malaria vivax. 

 

 

 

Keywords: Plasmodium vivax, malária, CCL5, IFN-y, memory. 
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INTRODUÇÃO 

 

A malária é uma doença infecciosa febril aguda cujo agente etiológico é um protozoário 

do gênero Plasmodium. Sua transmissão é através da picada da fêmea do mosquito Anopheles 

(1). Em humanos, é causada por seis espécies: P. falciparum, P. malariae, P. ovale curtisi, P. 

ovale wallikeri, P. vivax e P. knowlesi (2).  

 

No Brasil, o P. falciparum e o P. vivax são às duas espécies predominantes (3). A 

malária é uma doença hematológica e reflete o ciclo intra-eritrocitário de ruptura das hemácias 

pelos estágios trofozoíto-esquizonte, invasão de merozoítos e crescimento intra-eritrocitário 

com uma nova diferenciação em trofozoíto-esquizonte. Todos os sintomas clínicos são 

consequências da infecção e os mais comuns são: calafrios, febre alta (no início contínua e 

depois com frequência a cada três dias), dores de cabeça e musculares, taquicardia (aumento 

dos batimentos cardíacos), aumento do baço e, por vezes, delírios. É mais conhecida por seu 

padrão cíclico de febres e calafrios, cuja periodicidade (4). 

 

A malária por P. vivax pode também evoluir para um amplo espectro de distúrbios 

clínicos como anemia, trombocitopenia, linfopenia, monocitose e, raramente, a coagulação 

intravascular disseminada (5). Essas alterações podem variar dependendo de alguns fatores: 

idade, nível de endemicidade da malária, doenças hematológicas secundárias, estado 

nutricional, fatores sociodemográficos e imunidade a essa infecção (5,6).  

 

No outro extremo do espectro clínico está a malária crônica, a condição resulta de 

parasitismo repetido ou crônico em indivíduos semi-imunes ou que adquiriram imunidade 

clínica (7,8). Em vista disso, a malária é uma doença complexa e dependendo da resposta imune 

durante a infecção, ela pode causar doença grave devido a uma resposta insuficiente para sua 

eliminação ou incapacidade do hospedeiro em controlar a inflamação (9–11). A resposta imune 

adaptativa é desencadeada devido a não eliminação do parasita pela resposta imune inata. 

Assim, a participação das células T se faz necessária para a produção de citocinas (10,12,13). 

As citocinas e quimiocinas induzem a um resultado clínico durante a infecção por malária e sua 

caracterização a nível plasmático é bem consolidada, porém ainda não existe consenso a 

respeito da interação celular (14,15). 
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A CCL5 também conhecida como RANTES (do inglês regulated on activation, normal 

T cell expressed and secreted), é a quimiocina que consegue atrair células T, basófilos, 

eosinófilos e células dendríticas para o local de inflamação. Os linfócitos T CD8+, plaquetas e 

outras células são responsáveis pela produção de CCL5 (14). Estudos sugerem que em crianças 

os níveis de CCL5 podem diminuir com o aumento da gravidade da doença. Além disso, 

mostraram que existe correlação dos níveis da quimiocina com a quantidade de plaquetas, 

levando a quadros de trombocitopenia, o que pode contribuir em parte para anemia malárica 

(15,16). 

 

Dessa forma, o entendimento sobre CCL5 e sua relação com células T de memória 

contribui para uma melhor compreensão da resposta imune e progressão da infecção, assim, o 

objetivo do estudo foi avaliar a expressão de CCL5 em subpopulações de células T CD8 em 

resposta a proteína 1 de superfície do merozoíto (MSP-119) em crianças e adolescentes com 

malária por P. vivax.  

 

1 REFERENCIAL TEÓRICO  

1.1 Aspectos Epidemiológicos da malária  

 

A malária continua sendo um sério problema de saúde pública em regiões tropicais e 

subtropicais do mundo. Atualmente, estima-se que 241 milhões de casos foram detectados em 

2020, com quase um milhão de mortes registradas no mundo (17). Outro dado relevante é que 

as estimativas de morte por malária são mais altas em crianças menores de cinco anos, no 

período de 2000 a 2019 a porcentagem dessas mortes estava em redução, de 87% para 76%, 

mas houve aumento em 2020 para 77% (18). 

 

Entre 2000 a 2020, na região das Américas, foi registrado redução de 58% da incidência 

de casos por malária (de 1,5 milhões para 0,65 milhões). Nesse mesmo período, ocorreu a 

redução da taxa de mortalidade, o que em parte pode ser devido a alguns fatores, tais como, as 

restrições estabelecidas em virtude da pandemia da COVID-19, onde a exposição a áreas 

endêmicas foi afetada, bem como a notificação dos casos nas unidades de saúde (18). 

 

No continente americano, 77% dos casos de malária ocorrem nos países: Brasil, 

Colômbia e Venezuela (18). Em 2020, o Brasil notificou 145.205 casos de malária, em 2021 
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houve redução de 4,1% em relação ao ano anterior, tendo sido registrado 139.211 casos. Dos 

casos notificados no país, aproximadamente 99,0% são autóctones e ocorrem na Amazônia 

Legal, composta pelo estado do Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, 

Rondônia, Roraima e Tocantins. A região extra-amazônica é responsável por apenas 1% dos 

casos notificados no país. Esses casos ocorrem em sua maioria na área de Mata Atlântica e 

possuem maior índice de letalidade, principalmente por atraso no diagnóstico e tratamento da 

doença  (19,20).  

 

No Brasil, a Incidência Parasitária Anual (IPA) é utilizada como um indicador de risco  

para infecções por malária, através dos valores dessa incidência é possível verificar a correta 

interpretação e classificação dos diferentes graus de risco da doença. Em 2021, na região 

amazônica, observou-se o seguinte cenário: 29 (3,6%) municípios foram classificados como de 

alto risco (IPA ≥ 50 casos/1.000 habitantes), 38 (4,7%) de médio risco (IPA entre 10 e 50 

casos/1.000 habitantes), 61 (7,5%) de baixo risco (IPA entre 1 e 10 casos/1.000 habitantes) e 

outros 163 (20,2%) municípios foram classificados como de muito baixo (IPA < 1 caso/1.000 

habitantes) risco de transmissão da doença. Os demais 517 (64,0%) municípios amazônicos não 

registraram transmissão autóctone da doença (19) (Figura 1). 

 

 

Figura 1-Mapa de risco de malária por município de infecção. Brasil, 2022 (15). 
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Aproximadamente 80% da malária concentrou-se em 41 municípios, 39,0% no 

Amazonas, 19,5% no Pará, 17,1% em Roraima, 9,8% no Amapá, 7,3% no Acre, 4,9% em 

Rondônia e 2,4% no Mato Grosso. No Estado do Amazonas, em 2021 ocorreram 60.380 casos 

autóctones. A doença acomete crianças, adolescentes e adultos, sendo o P. vivax responsável 

por cerca de 80% casos. Na região Amazônica, as condições são propícias para a sobrevivência 

do vetor. Além disso, as condições socioeconômicas e ambientais favorecem a transmissão da 

doença (19,20) (Figura 2).                                                                                                              

 

 

 

1.2 Ciclo biológico do Plasmodium ssp. 

 

A malária é transmitida através da picada de mosquitos fêmeas do gênero Anopheles. 

Existem mais de 400 espécies de mosquitos anofelinos, porém apenas 30 delas são vetores 

importantes da malária, sendo o Anopheles darlingi o principal vetor no Brasil (21,22).  

 

O ciclo do parasita da malária envolve humanos e mosquitos anofelinos. Nos humanos 

ocorre a fase assexuada, onde os parasitas crescem e se multiplicam primeiramente nas células 

do fígado (fase exoeritrocítica) em seguida nos eritrócitos (fase eritrocítica). No mosquito 

ocorre a reprodução sexuada do parasito, chamado ciclo esporogônico (23).  

Figura 2-Mapa de municípios prioritários para malária no Brasil em 2021. Brasil, 2021 

(15). 
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A fase exoeritrocítica inicia durante o repasto sanguíneo da fêmea do inseto Anopheles 

e ocorre a inoculação dos esporozoítos na derme do hospedeiro vertebrado, em seguida, esses 

esporozoítos que estavam na saliva do mosquito entram na corrente sanguínea e em sua maioria 

migram para o fígado, onde invadem os hepatócitos e se multiplicam, durante um período de 

até 4 semanas (21,24). Os hepatócitos infectados amadurecem e passam a ser esquizontes que 

se rompem e liberam milhares de merozoítos que são os responsáveis por infectar os eritrócitos 

(20). 

 

Em infecções causadas por P. vivax e P. ovale alguns parasitos se desenvolvem e 

continuam o ciclo e outros podem ser encontrados em estágios de latência no fígado, os 

hipnozoítos, estes podem permanecer no organismo por meses ou até mesmo anos antes de 

iniciarem um novo ciclo de reprodução assexuada e causarem recaídas clínicas. O mecanismo 

por trás do desenvolvimento da latência e ativação ainda é desconhecido (25).   

 

Nos eritrócitos, o estágio em anel dos parasitas, trofozoítos, amadurecem e formam 

esquizontes que se rompem e liberam novos merozoítos, os quais irão invadir novos eritrócitos 

dando continuidade ao ciclo (21). O ciclo eritrocítico inicia quando os merozoítos invadem os 

eritrócitos e repetem-se a cada 48 horas nas infecções por P. vivax e P. falciparum (26).  

 

Depois de sucessivas gerações de merozoítos, alguns diferenciam-se em formas 

sexuadas não multiplicadoras, o feminino (macrogametas) e masculino (microgametas). Esses 

gametas no interior dos eritrócitos são chamados de gametócitos e não se dividem, quando 

ingeridos pelo mosquito, irão fecundar-se para dar origem ao ciclo sexuado do parasito (20,26). 

 

Os merozoítos do P. falciparum invadem eritrócitos de todas as idades, já os do P. vivax 

invadem preferencialmente, senão exclusivamente, os reticulócitos. Essa interação dos 

merozoítos com os eritrócitos ou reticulócitos envolve o reconhecimento de receptores 

específicos que podem permitir a entrada do parasito na célula hospedeira (23,27). 

 

Os merozoítos serão diferenciados em gametócidos (machos e fêmeas) estes estarão 

presentes no sangue do hospedeiro infectado, e serão ingeridos pelo mosquito, ao chegar ao 

estômago, os microgametas penetram nos macrogametas gerando zigotos (21,26). Os zigotos 

irão desenvolver-se no lúmen do intestino médio do mosquito em oocinetos móveis e 

alongados, o processo pode levar até 16-24 horas, dependendo da espécie de Plasmodium, os 
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oocinetos invadem a parede do intestino médio do mosquito, onde se transformam em oocistos. 

Estes crescem, rompem-se e liberam esporozoítos, que migram e invadem as glândulas salivares 

do mosquito. A inoculação dos esporozoítos em um novo hospedeiro humano mantém o ciclo 

de vida da malária (22,28) (Figura 3). 

 

 

1.3 Manifestações clínicas da malária  

 

Na malária, as manifestações clínicas podem iniciar com a ruptura dos esquizontes e 

com a liberação de merozoítos na circulação periférica. Conforme o desenvolvimento do ciclo 

de vida do parasito (reinvasão de merozoítos, desenvolvimento de trofozoíto e ruptura de 

esquizontes) em 24 a 48 horas, o nível de parasitemia torna-se paralelo ao nível de resposta do 

Figura 3 - Ciclo biológico da Malária.  Uma vez que os esporozoítos são inoculados na pele 

pelas fêmeas do mosquito anapholes, entram na corrente sanguínea e invadem os hepatócitos.  No 

fígado, o parasito pode se diferenciar em esquizonte e após milhares de replicações liberam os 

merozoítos na corrente sanguínea, ou passam a ser hipnozoítos (forma latente). Os merozoítos 

invadem os reticulócitos, no caso de P.vivax e diferenciam-se em trofozoítos, em seguida, os 

esquizontes se rompem e liberam mais merozoítos e o ciclo continua. Porém, alguns podem se 

diferenciar em gametócitos masculinos e femininos e ao serem ingeridos por mosquitos acabam 

sendo infectados. Assim, o ciclo continua no inseto vetor. Adaptado de Mueller et al., 2009 (23). 
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hospedeiro até que o indivíduo “sinta-se doente” (29). A gravidade dos sintomas varia de 

assintomático, sintomas leves e graves, podendo levar a morte. Geralmente, a manifestação 

clínica da doença é caracterizada por episódios de calafrios, febre, mialgia, cefaleia, náuseas e 

vômitos (20). Seguido dos primeiros paroxismos, a febre pode ser intermitente e somada a 

calafrios são reflexos da ruptura dos esquizontes, sendo mais comum em malária por P. vivax 

(30,31).   

 

Os primeiros sintomas da malária são inespecíficos e possuem semelhança com outras  

doenças infecciosas, como hepatite viral, leptospirose, dengue ou sepse bacteriana. O quadro 

clínico pode ser leve, moderado ou grave, dependendo da espécie do parasito, parasitemia, 

tempo da doença, idade do paciente, da imunidade adquirida do hospedeiro e condição 

nutricional (20,32).  

 

A malária por P. vivax que antigamente era descrita como benigna, atualmente casos 

graves são relados em todo o mundo (3,33). Quando a malária é tratada precocemente, as 

manifestações clínicas não evoluem para complicações graves. No entanto, alguns indivíduos 

podem apresentar quadros graves com a necessidade de tratamento intensivo (34,35).  

 

1.3.1 Indicadores Clínicos e laboratoriais de gravidade na malária 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, as complicações clínicas na malária são: dor 

intensa no abdômen podendo ocorrer raramente em razão da ruptura do baço, mucosas 

hipocoradas, icterícia, redução do volume de urina a menos em 24 horas, vômitos persistentes 

que comprometam a tomada da medicação por via oral, qualquer tipo de sangramento, falta de 

ar, aumento da frequência cardíaca, convulsão ou desorientação e prostração (especificamente 

em crianças) sendo essas complicações mais observadas em malária por P. falciparum (17,20). 

 

A infecção grave leva a manifestações laboratoriais como: anemia grave, hipoglicemia, 

acidose metabólica, insuficiência renal, hiperlactatemia e hiperparasitemia sendo caracterizada 

pela quantidade maior que 100.000 parasitas/mm³. O comprometimento dos órgãos e 

consequentemente, alteração na consciência, edema pulmonar, síndrome respiratória, síndrome 

neurológica, falha renal, lesão renal grave, complicações metabólicas, coma e morte são 

complicações que podem surgir na malária (34,46). A anemia e a trombocitopenia, são 

complicações frequentes e quando não tratadas podem levar a óbito principalmente em 
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indivíduos mais vulneráveis como crianças e gravidas (47,48). Em malária por P.vivax, a 

trombocitopenia e anemia são as complicações mais frequentes onde o paciente não apresenta 

sangramento, diferente das infecções por dengue (49–51). 

 

1.4 Malária por Plasmodium vivax 

 

A malária por P. vivax é responsável por cerca de 14-80 milhões de casos de malária a 

cada ano, a infecção ocorre com maior frequência em todo o Sudeste Asiático e nas Américas 

(36). Em 2021, no Brasil, os casos autóctones de P. vivax, P. malariae e P. ovale foram de 83% 

e 17% dos casos por P. falciparum e malária mista. Na região Amazônica, aproximadamente 

80% dos casos notificados foram por P. vivax (19,37). 

 

Até 2025 e 2030, mais de 30 países procuram eliminar os casos de malária de suas 

regiões. Porém, o P.vivax é um obstáculo para a erradicação da doença (38,39). Os desafios no 

controle e eliminação de P. vivax provavelmente estão relacionados a aspectos da biologia do 

parasito: capacidade dos hipnozoítos causarem a recaída; o parasito possui alto potencial de 

transmissão causado pela produção precoce e contínua de gametócitos; alta infectividade para 

mosquitos e ciclo de desenvolvimento mais curto no vetor em comparação com outros 

Plasmodium sp. (39). Essas características facilitam a transmissão do P. vivax por mosquitos 

vetores sazonais e em temperaturas ambientais mais baixas, estendendo assim a distribuição do 

P. vivax em regiões de clima tropical e subtropical (40). 

 

A infecção por P. vivax era considerada relativamente benigna, principalmente quando 

comparada às infecções por P. falciparum (41–44). No entanto, evidências crescentes desafiam 

a percepção da malária por P. vivax como benigna e mostram que os sintomas clínicos não são 

apenas leves como se acreditava e que são existentes formas mais graves e até letais da doença 

(30,41). Um estudo realizado na região amazônica mostrou associação à malária grave por P. 

vivax (45). Os sintomas mais comuns dessas complicações são anemia grave, dificuldade 

respiratória, lesão pulmonar, coma, entre outras manifestações (30,40,41,45). 

 

O aumento da resistência aos medicamentos, como a cloroquina, que é o medicamento 

de primeira linha utilizado para o tratamento de malária por P. vivax e as complicações desta 

doença parasitária, representam também um desafio para os programas de controle e prevenção, 
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exigindo esforços conjuntos para um melhor entendimento do desenvolvimento da doença 

(40,41).   

 

1.5 Resposta imune à malária por P. vivax 

 

A resposta imune à malária pode ser desenvolvida de forma específica contra cada 

estágio do parasito (52). Tem sido observado que a sobrevivência a malária é ligada a habilidade 

de controlar a reprodução dos estágios sanguíneos do parasito nas primeiras semanas após a 

infecção (53).  

 

A virulência do plasmódio, intensidade de transmissão, idade, fatores genéticos, sociais 

e econômicos interferem na suscetibilidade do hospedeiro e no prognóstico da infecção. 

Indivíduos que desenvolvem sintomas mais graves após serem expostos ao parasito geralmente 

nunca foram infectados anteriormente (54–56). No decorrer das diferentes fases evolutivas, o 

parasito pode ativar a resposta imune do hospedeiro, essa resposta tem o papel fundamental na 

redução da carga parasitária e eliminação do parasito. Através do reconhecimento dos 

componentes parasitários, ocorre a formação da imunidade adaptativa (56–58).  

 

A resposta imune do hospedeiro ou a imunidade à malária é fundamental para a 

patogênese das manifestações clínicas, assim como a resistência e até mesmo a tolerância ao 

parasito. Tem sido estabelecido que a imunidade natural é (i) eficaz em adultos após exposição 

intensa ininterrupta ao longo da vida, (ii) perdida após a cessação da exposição, (iii) específica 

da espécie, (iv) pouco específica do estágio e (v) adquirida a uma taxa que dependia do grau de 

exposição. As principais características ou os mecanismos de base da imunidade a malária 

foram definidas pelo desenvolvimento de imunidade clínica e parasitológica à malária, marcada 

pela capacidade de controlar a doença (sintomatologia) e densidade parasitária (imunidade 

parasitária) (7). 

 

É estabelecido que a imunidade é teoricamente direcionada a qualquer ponto do ciclo 

de vida a partir do momento da entrada do esporozoíto.  Nos estágios pré-eritrocitários, estudos 

longitudinais sugerem respostas imunes provavelmente com envolvimento limitado devido ao 

período de pré-incubação, especialmente na malária por P. falciparum que não há o estágio de 

hipnozoítos. Baseado em estudo de desafio com esporozoítos irradiados, ou modelos murinos, 

ou vacinas baseadas em antígenos pré-eritrocitários, de uma maneira geral, o mecanismo requer 
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principalmente células efetoras CD8+ produtoras de citocinas de resposta imune efetora como 

o interferon-γ (IFN-γ), que matam parasitas em hepatócitos infectados (59). Para os estágios 

eritrocitários, alvos potenciais para uma resposta imune são merozoítos livres e os parasitas 

intraeritrocitários. As respostas humorais são fundamentais na imunidade do estágio sanguíneo 

(59). 

 

A imunidade clínica observada em áreas endêmicas oferece estímulo à ideia do 

desenvolvimento de vacinas. As respostas imunes protetoras podem ser direcionadas ao parasita 

pré-eritrocitário, ao merozoíto livre do parasita do estágio sanguíneo ou a novos antígenos 

induzidos na superfície de eritrócitos infectados No entanto, a imunidade natural é 

relativamente ineficiente, por questões relacionadas ao polimorfismo antigênico, bem como a 

ausência de um consenso sobre os aspectos funcionais da resposta imune (8). 

 

Indivíduos de áreas com alta endemicidade podem desenvolver proteção contra 

sintomas graves e morte por malária, adquirindo imunidade a doença ou imunidade ao parasito 

levando a diminuição na carga parasitária (60,61). A infecção assintomática ocorre geralmente 

em indivíduos que acumularam vários episódios de malária durante sua vida em área endêmica 

e que foram continuamente expostos ao parasita, pois, ao longo dos anos de exposição ao 

plasmódio, uma imunidade protetora pode ser desenvolvida por acúmulo de repertório de 

anticorpos (62–65). Além disso, sugere-se que os mecanismos da imunidade inata se mantêm 

em alerta por um grande período ou a resposta imune adaptativa efetora é desenvolvida para 

controlar o parasito. Entretanto, o controle da ativação do sistema imune pode formar um 

mecanismo de escape do plasmódio, pois, ao permanecer no hospedeiro, tem seu ciclo evolutivo 

favorecido (61,62).  

 

O sistema imune inato é composto por células dendríticas (CDs), células natural killer 

(NK), macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, basófilos e mastócitos, essas células são 

responsáveis pelo reconhecimento de patógenos, sendo a primeira linha de defesa e levam a 

ativação da resposta imune. Os patógenos são reconhecidos através dos receptores de padrões 

moleculares associados à patógenos (PAMPs), sendo o receptor do tipo Toll-Like (TLRs) o de 

maior importância (66,67). A interação entre hospedeiro e o parasito leva o sistema imune inato 

a organizar uma defesa imediata contra o patógeno e auxilia no desenvolvimento da resposta 

do sistema imune adaptativo, sendo este responsável pela memória imunológica, perfis de 

resposta imune celular e humoral. As células do sistema adaptativo (células B e T), reconhecem 
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e ligam antígenos estranhos por meio de receptores de superfície. O elo entre receptor-ligante 

forma interações que direcionam as células do sistema inato e adaptativo a transcrever genes na 

forma de RNAm, que é traduzido em proteínas de membrana, intracelulares e secretadas que 

juntas ampliam a resposta imune contra o patógeno (66,67). 

 

Durante os processos infecciosos, danos são consequências geradas em sua maioria por 

exacerbação da resposta imunológica e inflamatória, ocorrendo a ativação de cascata de 

sinalização intracelular, mediadores lipídicos e produção de citocinas e quimiocinas. Na 

malária, assim como em outras doenças infecciosas, danos patológicos são formados por união 

dessas ações. Além disso, a imunidade a malária é caracterizada por depender da espécie do 

parasito e estágio da infecção. Na malária por P. vivax, a imunidade ou resposta imune efetora 

contra os estágios pré-eritrocitários tem uma grande relevância devido à existência dos 

hipnozoítos. Do ponto de vista parasitológico, a existência de hipnozoíto pode ser entendida 

como uma infecção crônica, e talvez, hipoteticamente, haveria a manutenção dos antígenos 

desse estágio, uma vez que células T memória foram correlacionadas com essa forma do 

parasito (68–70).   

 

1.6 Imunidade Inata  

 

 A imunidade inata influencia diretamente na resposta imune adaptativa do hospedeiro. 

Possui a capacidade de reconhecer PAMPs e de responder de forma rápida a receptores de 

reconhecimento padrão (PRRs) que são essenciais para o entendimento da resposta imune no 

início da malária (58,71). Os receptores da resposta inata ativam monócitos, macrófagos e CDs 

que desencadeiam a ativação da resposta imunológica através do reconhecimento de PAMPs 

de Plasmodium, como as âncoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI), hemozoína, proteínas 

MSP1 e MSP2, DNA e RNA. Eles participam como indutores na produção de derivados da 

resposta imune, tais como, citocinas pró-inflamatórias principalmente TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-

12 gerando uma resposta rápida por intermédio de vias de sinalização mediada por MyD88 

(fator de diferenciação mielóide 88) (72–77).  

 

A participação e contribuição dessa via de sinalização na resposta inata à malária são 

mais relatadas durante a infecção na fase eritrocítica por uma simples razão, acessibilidade. 

Segundo os estudos, resíduos tóxicos chamados de heme ocorre a partir da digestão da 

hemoglobina pelo parasita. Para evitar o dano oxidativo, o parasito forma um polímero 
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cristalino insolúvel, a hemozoína (78). A hemozoína e o GPI podem estimular, via TLR4, 

monócitos e macrófagos a sintetizarem citocinas próinflamatórias da resposta inata. O DNA do 

Plasmodium sp. associado à hemozoína é reconhecida pelo TLR9 também é responsável pela 

produção dessas citocinas (74). Tais citocinas, em especial IL-1, IL-6, IL-12, e IFN-γ, possuem 

funções essenciais no controle do crescimento do parasito, porém como mediadores 

inflamatórios pode prejudicar e ocasionar condições patológicas ao hospedeiro se forem 

ativados com excesso, como malária cerebral (75,76,79). Por outro lado, os monócitos e 

macrófagos produzem IL-12 e IL-18 com a finalidade de diminuir a carga parasitária e ativar o 

IFN-γ que é necessário para promover a eliminação do parasito via nas células fagocíticas 

durante o ciclo pré-eritrocítico (80). Portanto, uma pesquisa voltada à compreensão das 

subpopulações linfocitária T CD4 e T CD8 em algum modelo de estudo em malária por P. vivax 

pode ser relevante e contribuir para o entendimento da imunidade à malária. 

 

1.7 Imunidade Adaptativa  

 

A resposta imune adaptativa é desencadeada pela incapacidade da resposta imune inata 

em eliminar o parasito. No entanto, a participação de células T e a produção de citocinas são 

necessárias para a modulação de uma resposta às formas seguintes do ciclo do parasito (10).  

 

Foi relatado que a malária por P. vivax e P. falciparum leva a redução de células 

dendríticas e consequentemente o perfil de células T (81). Na fase aguda de uma infecção com 

alta parasitemia, há apoptose dessas células e/ou diminuição da maturação de células 

dendríticas caracterizada pela baixa expressão de CD80, CD86 e MHC II (82). Outro achado é 

que há um aumento da proporção de células T reguladoras com a função de modular a resposta 

imune (10,83).  

 

O aumento na produção de IL-10, é responsável pela modulação da resposta imune a 

infecção, uma vez que ela é a principal citocina reguladora dos efeitos causados por mediadores 

como IFN-γ, TNF, IL-6 e IL-12  (84,85).  Ainda há muito a descobrir, porém, alguns estudos 

com modelos experimentais murinos indicaram que dependendo da modulação da resposta nas 

células T CD8 há uma persistência aumentada do parasita. No caso malária por P. vivax, a busca 

por respostas aos questionamentos referentes a modulação de células T CD8 e T CD4 pode 

auxiliar a compreensão sobre a persistência do estágio hipnozoíta do P. vivax (10). Por outro 

lado, a resposta imune de células T CD4 e CD8 são ativadas durante a fase sanguínea da 



29 

 

infecção. Para o desenvolvimento da resposta imune, as células T possuem um papel 

fundamental, sendo um dos principais, a ativação de células B que levará a produção de 

anticorpos (52,70,86). 

 

Portanto, ambas situações têm consequências na ativação de células T e na geração de 

células de memória específica no estágio pré-eritrocítico em infecções futuras, bem como na 

resposta à fase sanguínea da infecção que segue para o parasito (70).  

 

1.8 A MSP-1 na malária  

 

A MSP-1 é abundante no estágio de merozoíto. Esse estágio é revestido por proteínas 

de membrana integrais e periféricas que são geralmente chamadas de proteínas de superfície de 

merozoítos (MSPs). Acredita-se que elas medeiam as interações iniciais relativamente fracas e 

reversíveis entre o parasita e as hemácias e estão ligadas por meio de uma âncora de 

glicosilfosfatidilinositol  (87).  

 

O precursor da proteína, de 195 kDa sofre proteólise em quatro fragmentos, N-terminal 

(83 kDa) e dois internos (de 30 e 38 kDa) restando um fragmento C-terminal de MSP-119 ligado 

a âncora GPI na superfície do parasita. A MSP-119 se liga a banda 3 à medida que entra nas 

hemácias (88,89). Possui a característica de ser conservada e possuir dois domínios semelhantes 

ao fator de crescimento epidérmico, características tais que são mais preponderantes em relação 

à uma outra proteína chamada Duffy-binding (PvDBP) (90).  

 

O domínio de ligação da PvDBP (região II) ao seu receptor de antígeno Duffy para 

quimiocinas (DARC) é rico em resíduos de cisteína e constitui a região mais polimórfica da 

proteína. Apesar da conservação da maioria dos aminoácidos envolvidos na interação PvDBP 

II, a resposta imune parece ser direcionada principalmente contra regiões polimórficas (91). 

 

A produção de IFN por PBMCs após estimulação com proteína recombinante MSP-119 

contendo os dois domínios semelhantes ao fator de crescimento epidérmico é particularmente 

imunogênica para estimulação de células T (92). Por ser capaz de estimular PBMCs e levar a 

produção de IFN, a proteína recombinante MSP-119 é uma ferramenta que pode ser utilizada na 

avaliação da imunidade protetora uma vez que é abundante e conservada. 
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1.8 CCL5 e sua relação com malária 

 

Segundo Regev-Rudzki et al., nas doenças infecciosas, a secreção e a dinâmica das 

proteínas dos patógenos e do hospedeiro são constantemente usadas por ambos para estimar e 

reagir com intuito de garantir seu desenvolvimento e sobrevivência (93). Outros autores 

comentam que essa dinâmica é interpretada como um “crosstalk”, e que depende de uma rede 

massiva de proteínas secretadas, incluindo quimiocinas de células hospedeiras e efetores de 

virulência dos patógenos para, determinar o resultado da infecção. Em relação ao patógeno, a 

presença de múltiplos mecanismos de defesa do hospedeiro leva os patógenos a estabelecer 

suas próprias ferramentas para detectar as circunstâncias do hospedeiro (94). Assim, o efeito 

sistêmico da infecção modula a resposta de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento e 

que a pesquisa cientifica tende a utilizá-las como marcadores de lesão e de resposta imunológica 

protetora (93). 

 

As quimiocinas são pequenas moléculas imunológicas que funcionam para recrutar e 

ativar células imunes, incluindo leucócitos, para o local da infecção ou invasão (94). Como 

regra geral, membros da família de quimiocinas CXC são quimiotáticos de neutrófilos e as 

quimiocinas CC são quimiotáticos de monócitos e subtipos de linfócitos, apesar de existirem 

algumas exceções (95,96). As quimiocinas regulam a resposta imune do hospedeiro a uma 

variedade de patógenos. Quimiocinas e consequentemente seus receptores têm grande 

relevância durante as infecções, inicialmente por sua capacidade quimiotática em leucócitos, e 

agora pelas evidências recentes de que eles não apenas medeiam o tráfego específico de 

leucócitos para os locais de infecção, mas também apresentam papéis surpreendentes na 

regulação e na polarização de células T helper celular (97). Além disso, alguns receptores de 

quimiocinas adquiriam grande relevância nas infecções pelo HIV e pelo P. vivax, pois 

receptores específicos de algumas quimiocinas servem como entrada celular. Ao invés de se 

opor à transmissão, a porta de entrada a acaba facilitando a infecção e consequente a progressão 

dessas doenças (90,97,98). 

 

O P. vivax requer interação com o receptor de antígeno Duffy para quimiocinas (DARC, 

ou “Duffy Antigen/Receptor for Chemokine”) para permitir sua invasão de eritrócitos humanos, 

pois a interação da proteína Duffy-binding (PvDBP), proteína de ligação Duff do parasita com 

o DARC é essencial para a formação da junção com a membrana do eritrócito no processo de 

invasão (90). O receptor DARC é uma proteína transmembranar de sete segmentos, foi 
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primeiramente descoberto como um antígeno de grupo sanguíneo e tornou-se mais famoso 

como um receptor de eritrócitos para parasitas da malária (98). 

 

O receptor DARC desempenha um papel complexo na regulação dos níveis de 

quimiocinas, pelo menos em parte devido à sua capacidade de ligar quimiocinas e adsorvê-las 

na superfície das células vermelhas, agindo assim como um reservatório de quimiocinas (99). 

As quimiocinas que se ligam ao DARC podem ser amplamente categorizadas como 

inflamatórias.  As quimiocinas ligantes em DARC com alta afinidade incluem CXCL1 (GROα), 

CXCL2 (GROβ), CXCL3 (GROγ), CXCL4 (PF4), CXCL5 (ENA-78), CXCL7 (NAP-2), 

CXCL8 (IL-8), CCL2 (MCP -1, MCAF, JE), CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL11 

(Eotaxina), CCL13 (MCP-4), CCL14 (HCC-1) e CCL17 (TARC) (98). 

 

O DARC foi associado a inúmeras respostas fisiológicas e patológicas e faz parte de 

uma família de receptores atípicos de sinalizadores de quimiocinas, caracterizados pela 

desordem da ligação do ligante (CCL5 e outros) e especialmente, por uma aparente 

incapacidade de sinalizar após essa relação. Essa família de receptores atípicos, a qual o DARC 

faz parte, não sinalizam em resposta ao ligante, mas internalizam a quimiocina e a direcionam 

para degradação intracelular (100). Por essa razão, acredita-se que o DARC desempenhe um 

papel na homeostase, seja pela eliminação de quimiocinas inflamatórias da circulação ou pela 

manutenção dos níveis plasmáticos e liberação subsequente da superfície dos glóbulos 

vermelhos (98,99).  

 

O equilíbrio entre respostas pró-inflamatórias e imunomoduladoras de citocinas 

desencadeadas durante a infecção induzem o resultado clínico da malária. Apesar dos estudos  

sobre a caracterização dos níveis plasmáticos de citocinas e quimiocinas, não há consenso sobre  

o perfil desses mediadores durante a malária no estágio sanguíneo (5). 

 

Um recente estudo, mostrou o potencial diagnóstico na diferenciação de crianças com 

malária grave (caracterizado pelo evento séptico) de outras com malária com síndrome febril 

(94). De um Painel Magnético de 25 Plex de Citocina Humana (Thermo Fisher), apenas três 

quimiocinas, CCL4, CCL5 e CXCL10 aumentaram em crianças com malária grave, e segundo 

os autores, o aumento delas pode ser utilizada para caracterizar a ativação da resposta imune 

inata associado ao dano tecidual, devido à caracterização de sepse. 
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A CCL5 é produzida predominantemente por células T CD8, fibroblastos, células 

epiteliais e plaquetas. É um químico inflamatório atrativo de células T, basófilos, eosinófilos, 

células natural killer (NK) e células dendríticas ao local inflamatório (Figura 4) (101–103).  

 

 

 

O papel de CCL5 na malária já havia sido mostrado em outros estudos. Em crianças 

infectadas por P. falciparum, os níveis de RNAm e CCL5 diminuíram com o aumento da 

gravidade da doença. Outro dado encontrado mostrou que os níveis circulantes de CCL5 são 

significativamente reduzidos em crianças saudáveis com histórico de malária grave em relação 

àquelas que tiveram malária leve anteriormente, levando a hipótese que níveis elevados de 

CCL5 podem fornecer proteção contra doenças graves (104). 

 

Em estudos posteriores, níveis mais baixos de CCL5 também foram encontrados em  

Figura 4 – CCL5 recruta células imunes para o local de inflamação. A CCL5, recruta 

leucócitos da corrente sanguínea para local onde está ocorrendo a inflamação. A quimiocina 

liga-se a glicosaminoglicanos na superfície do endotélio, atuando como um sinalizador para as 

células imunes e auxilia na firme adesão e diapedese. Quando os linfócitos T são ativados, 

conseguem chegar ao local da lesão e produzem grande quantidade de CCL5 em 3-5 dias, o 

que leva a quimiocina a exercer um papel importante na manutenção e prolongamento da 

resposta imune. Adaptado de de krensky A.; Ahn H., 2007 (67).  
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crianças com malária cerebral e uma forte correlação positiva foi verificada entre os níveis de 

CCL5 e a contagem de plaquetas (101,105). No Quênia, verificaram que os níveis circulantes 

da CCL5 diminuíam progressivamente com o quadro de anemia malárica cada vez mais grave 

e que a supressão da CCL5 está significativamente associada à supressão da eritropoiese e 

trombocitopenia. A associação entre a supressão da CCL5 circulante e o aumento da gravidade 

da anemia malárica, com a correlação positiva significativa entre a CCL5 e a hemoglobina, e a 

supressão da eritropoiese sugerem que a produção diminuída de CCL5 pode desempenhar um 

papel no desenvolvimento da anemia malárica (16).   

 

Um estudo com indivíduos infectados por P. vivax mostraram níveis significativamente 

baixos de CCL5 e outras citocinas (14). O fato de a DARC ser receptor de quimiocinas e, ao 

mesmo tempo, o receptor de eritrócitos envolvido na invasão do P. vivax e P. knowlesi, reforça 

a necessidade de avaliar a relação entre CCL5 e linfócitos T, em especial o T CD8+ uma vez 

que, a quimiocina é produzida por essas células (16,104).  

 

Diante desse contexto, a literatura em relação a CCL5 na malária sugere a necessidade 

de estudos adicionais, pois pode haver deficiência inerente na produção de CCL5, e 

contrariamente as quimiocinas MIP-1 e MIP-1 são elevadas na malária  (90,98,99). Além disso, 

a relação da proteína PvDBP do P. vivax com o receptor DARC no processo de invasão e o fato 

de CCL5 se ligar a esse receptor não pode ser ignorado, pois não há consenso sobre o papel da 

quimiocina na malária.



34 

 

2. OBJETIVOS  

 

2.1. Objetivo Geral 

  

Correlacionar a expressão de CCL5 nas subpopulações de linfócitos T CD8 e 

biomarcadores clínicos em crianças e adolescentes diagnosticadas com malária por 

Plasmodium vivax. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

1. Descrever as características epidemiológicas de crianças infectadas por P. vivax; 

 

2. Verificar a expressão de CCL5 e IFN-γ em subpopulações de linfócitos T frente a antígeno 

MSP-119 de P. vivax em crianças; 

 

3. Comparar a expressão de CCL5 e IFN-γ em subpopulações de linfócitos T de memória 

na fase aguda e após infecção (D60-90); 

 

4. Correlacionar a expressão de CCL5 e IFN-γ nestas subpopulações com dados clínicos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente estudo é observacional prospectivo. 

 

3.1 Aspectos éticos  

 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da Fundação de Medicina Tropical Dr. 

Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), sob CAEE 39198320.8.0000.0005. Todos os participantes 

e responsáveis assinaram os Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e 

Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) (Item 9.2). 

 

3.2 Local do estudo  

 

O recrutamento dos participantes foi realizado no ambulatório da Fundação de Medicina 

Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), Manaus, Estado do Amazonas. 

 

3.3 População de estudo 

 

A população de estudo foi composta por pacientes de demanda espontânea atendidos no 

ambulatório da FMT-HVD, no período de julho/2021 a julho/2022.  

 

3.4 Critérios de inclusão, não-inclusão e exclusão  

 

 Foram incluídos pacientes de ambos os sexos, entre 1 e 16 anos de idade, com 

diagnóstico positivo para malária por P. vivax através do método de gota espessa. Como 

controle negativo, foram incluídos o próprio participante por busca ativa após 60 a 90 dias do 

episódio de malária, com malária negativa.  

 

Não foram incluídos pacientes que apresentavam diagnóstico para malária por P. 

falciparum, malária mista ou portadores de doenças hematológicas, e outras infecções. Foram 

excluídos pacientes com amostras insuficientes para análise e amostras com menos de 90% de 

viabilidade após o isolamento das células mononucleares.  
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3.5 Diagnóstico e coleta de amostras  

 

Foi realizada uma lâmina de gota espessa de cada paciente. As lâminas foram coradas 

através do método de Walker e analisadas por microscopistas do ambulatório da FMT-HVD, 

com contagem dos parasitos em 500 leucócitos (20). A parasitemia foi quantificada por mm3 

(microlito).  

 

As amostras de sangue venoso periférico foram coletadas no dia do diagnóstico (D0 - 

fase aguda) e uma segunda coleta foi realizada após meses da infecção (D60 a D90). Para ambas 

as coletas, dois tubos foram utilizados: um com heparina (BD Vacutainer®) 9 mL de sangue 

para Isolamento de Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC) e outro com ácido 

etilenodiamino tetracético – EDTA (BD Vacutainer® K2) 2 mL para análise de parâmetros 

hematológicos. 

 

3.6 Análise Hematológica  

 

Para realização do hemograma as amostras foram coletadas no tubo de EDTA e foram 

avaliados os seguintes parâmetros: Contagem de eritrócitos (RBC), Hematócrito (HTC), 

Hemoglobina (Hb), Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média 

(HCM), Concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), Amplitude de Distribuição 

dos Glóbulos Vermelhos (RDW), Plaquetas (PLT), Volume Plaquetário Médio (VPM), 

Contagem de leucócitos (WBC) e percentual de neutrófilos segmentados, linfócitos e 

monócitos. Para avaliação destes parâmetros utilizou-se o analisador Sysmex Kx-21N (Sysmex 

Corporation- Japão), devidamente calibrado.  

 

3.7 Isolamento de Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) 

3.7.1 Separação e armazenamento das células  

 

As amostras coletadas em tubos de heparina (9 mL) seguiram para o processo de 

separação das células, a técnica foi realizada através de centrifugação do sangue periférico com 

gradiente por densidade - Ficoll® Paque Plus (Sigma-Aldrich®). Em tubos falcon (Corning®) 

de 15 mL adicionamos a quantidade de ficoll desejada e em seguida colocamos lentamente a 

mesma quantidade de sangue. Centrifugamos a 500 xg por 20 minutos em temperatura de 20 

°C em baixa aceleração e sem freio. Após, com o auxílio de uma pipeta, foi retirado o anel de 
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células seguido de lavagens com Phosphate buffered saline 1x – PBS (Sigma-Aldrich®) e 

centrifugação a 500 xg com baixa aceleração e freio. Em seguida, as células foram ressuspensas 

em 5 mL de PBS para contagem (106,107). 

 

A contagem e avaliação da viabilidade celular foi realizada através da coloração com a 

solução de Trypan Blue a 0,4% (Sigma-Aldrich®), usou-se 10 uL da ressuspensão com 90 uL 

de Trypan Blue e após homogeneização, as células foram observadas nos quatro quadCCL5 da 

câmara de Neubauer. As células viáveis e não viáveis foram contadas utilizando microscópio 

de luz em objetivas de 40x. Os cálculos seguiram conforme estabelecido no protocolo do 

laboratório (descrito no item 9.5): 

  

 Fórmulas 

 

 

Concentração 

de células 

viáveis/mL 

 

 

 

Número Total de células viáveis                               

(A+B+C+D) 

 

  

x104 (Fator de correção) x 10 

(Fator de Diluição) 4 (número de quadCCL5 contados) 

 

Número  

total de  

células viáveis  

 

Concentração de células viáveis/mL x 10 (volume da suspensão de células) 

 

 

Porcentagem 

de viabilidade 

celular 

 

                        Número total de célula viáveis x 100 

(Número total de células viáveis + Número total de células mortas) 

 

 

Volume da 

solução de 

congelamento 

(mL)  

 

 

Número total de células viáveis 

          5x106 

 

 

Quadro 1- Fórmulas utilizadas para isolamento de PBMCs. 

 

 Para o congelamento das células, foi preparada uma solução específica com 90% Soro 

Fetal Bovino – SBF (Gibco® - Thermo Scientific™) e 10% Dimetilsulfóxido – DMSO. Em 
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seguida, conforme o volume definido pelo cálculo acima (concentração de 5x106 células/mL) 

as células foram ressuspensas em  solução de congelamento e  colocadas em tubos criogênico 

(Corning®) dentro do Mr. Frosty™ Freezing Container (Thermo Scientific™) e armazenadas 

em freezer de -80 °C por 24 horas, em seguida, os tubos foram transferidos para as caixas 

destinadas ao projeto no freezer -80 °C. Todas as amostras congeladas estavam com viabilidade 

celular igual ou acima de 90% e seguiram de acordo com o protocolo estabelecido pelo 

laboratório (106).  

 

3.7.2 Descongelamento de PBMCs   

 

O descongelamento das alíquotas foi gradativo sem interferências e lavagens foram 

realizadas com meio Roswell Park Memorial Institute - RPMI 1640 Medium (Gibco® - Thermo 

Scientific™) e FBS a 10% em temperatura de 37 °C e centrifugação em 1500 rpm por 10 

minutos com o objetivo de retirar o DMSO (106).  

 

Após o descongelamento, a contagem foi realizada através da coloração de Trypan Blue 

na câmara de Neubauer, a leitura foi em microscópio de luz em objetiva de 40x. As alíquotas 

com viabilidade acima de 85% seguiram para o cultivo celular.  

 

3.8 Cultivo Celular  

 

Para o cultivo foram utilizadas 0,5 x 106 células por poço. Em uma placa de 96 poços 

de fundo em U (Corning®), as células foram adicionadas na presença de Brefeldina A 

(Invitrogen™) em concentração final de 10 ug/mL e Ionomicina (Sigma-Aldrich®) em 

concentração de 1 ug/mL. Cada poço era destinado para um estímulo: controle negativo (CN), 

Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA), Glutationa S-transferase (GST) e Proteína 1 de 

superfície de merozoíto (PvMSP-119) em fusão com GST, o meio RPMI com 10% de SBF foi 

usado para completar o volume final de 200uL por poço. O PMA foi utilizado como controle 

positivo em concentração final de 25 ng/mL, a GST como controle para ligação não específica 

em 10 ug/mL e a proteína PvMSP-119 com GST (GST-PvMSP-119) como antígeno específico 

para Plasmodium a 20 ug/mL, conforme descrito em outros estudos  (108–110). As condições 

foram mantidas em cultivo rápido por 24 horas em estufa úmida a 37 °C rica em CO2 5%.  
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Obteve-se em média 90,5% de células vivas em todos os diferentes estímulos após 

cultivo de 24 horas. Em seguida, foi utilizada a solução de EDTA (20 mM) para interromper a 

reação celular frente aos estímulos e iniciar a imunofenotipagem das células.  

 

3.8.1 Controle de qualidade do antígeno (PvMSP-119) usado como estímulo para cultivo 

celular  

  

A proteína PvMSP-119 em fusão com GST e GST foram adquiridas em colaboração com 

o departamento de parasitologia do Instituto de Ciências Biomédicas (USP-SP). Foi produzida 

conforme descrito nestes estudos (108,109). Para controle de qualidade do antígeno devido o 

percurso de transporte, foi realizado teste de imunoensaio usando a técnica de ELISA a fim de 

confirmar a integridade e funcionalidade da proteína. As concentrações utilizadas para o cultivo 

foram definidas através da resposta metabólica com o corante resazurina e leitura no GloMax®. 

As figuras estão anexadas no item 9.1.  

 

3.9 Imunofenotipagem de subpopulações de linfócitos T CD4 e CD8 de memória com 

marcação de superfície e intracelular  

 

Para identificação da população de linfócitos T auxiliares e da população TCD4+ 

produtora de Interferon-gama (IFN-γ) e CD45RO, foram utilizados os anticorpos monoclonais, 

anti-humano da BD: anti-CD3, anti-CD4, anti-IFN-γ e anti-CD45RO. E para os linfócitos T 

citotóxicos e da população TCD8+ produtora de RANTES, IFN- γ e CD45RO, foram utilizados 

os anticorpos monoclonais, anti-humano da BD: anti-CD3, anti-CD8, anti-CCL5, anti-IFN-γ e 

anti-CD45RO. Os anticorpos utilizados estão descritos no quadro 2. 

 

Fluoróforo:  FITC PE PERCP PECy7 APC APC-H7 

Anticorpos: Anti-CD3 Anti-CCL5 Anti-CD4 Anti-IFN-γ  

Anti-

CD45-RO Anti-CD8 

População 

de célula 

detectada:  

Todos os 

linfócitos T 

Expressão 

de CCL5 

Células T 

auxiliares 

Expressão de 

Inferferon-

gama 

Células 

de memória 

Células T 

citotóxicas 

Quadro 2- Anticorpos monoclonais. Painel com anticorpos e o fluoróforo utilizado para 

caracterização fenotípica das populações de células do sangue periférico. 
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Após interromper a ação dos estímulos no cultivo celular, as células foram colocadas 

em tubos de citometria para retirada da solução de EDTA e foi realizada a lavagem com PBS-

W (0,5% Albumina e 0,02% de azida sódica) por centrifugação a 10 minutos a 1500 rpm em 

temperatura de 20 °C. Após, obteve-se um pellet celular sendo realizada a marcação de 

superfície com anticorpos monoclonais e incubação por 30 minutos ao abrigo de luz. Em 

seguida, a lise dos eritrócitos ocorreu por homogeneização no vórtex usando 1 mL de solução 

de lise [0,285 g/L Citrato de Sódio, 5,4 mL/L de Formaldeído P.A., 3 mL/L de Dietileno Glicol 

P.A., 80 μL/L de Heparina comercial(5000UI/mL)] as células foram incubadas por 10 minutos 

e as lavagens foram realizadas com PBS-W.  

 

 3.9.1 Permeabilização e marcação de CCL5 e Interferon-gama 

 

Para marcações intracelulares as células passaram pela etapa de permeabilização com 

solução PBS-P (0,5% Albumina 0,5% Saponina) por 10 minutos, após esse tempo foi realizado 

a centrifugação a 1500 rpm em temperatura de 20 °C, uma lavagem com PBS-P e outra com 

PBS-W. Em seguida, as amostras já marcadas com anticorpos de superfície foram marcadas 

durante 30 minutos ao abrigo de luz com os anticorpos anti-CCL5 intracitoplasmática e anti-

IFN-γ. Por fim, foi realizada a última lavagem e ressuspensão com 100uL de PBS-W para 

leitura no citometro de fluxo.  

 

3.9.2 Leitura e análise das marcações 

 

Após o término das marcações as amostras seguiram para análise, a aquisição de 

100.000 eventos foi realizada no equipamento FACSCanto®II. Os resultados foram analisados 

no software FlowJo, pela plataforma de citometria de fluxo da FIOCRUZ. 

 

Para a análise, em gráfico de tamanho (FSC – forward scatter) por granulosidade (SSC 

– side scatter), delimitou-se por um gate a população que possuía estes parâmetros 

característicos de linfócitos. Analisou-se a população de interesse CD3+CD4+ e CD3+CD8+, 

dentro dessas populações definiu-se por histograma a população de CD45RO+ e as células que 

expressaram CCL5 e IFN-γ. Verificou-se a média de intensidade de fluorescência (MIF) e a 

porcentagem das células (Figura 5).   
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Figura 5 - Análise citometrica da imunofenotipagem de PBMC de 13 pacientes do estudo. 

(A) – Determinação do gate de linfócitos definido por tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-

A), determinação de single cells por FSC-H e FSC-A e classificação das populações de 

linfócitos T CD4 (CD3+CD4+) e T CD8 (CD3+CD8+). (B) – Determinação das populações de 

memória (CD45RO+) nos linfócitos T. Análise da expressão de IFN-γ e CCL5/RANTES nos 

linfócitos T. 
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3.10 Análise estatística 

  

As análises estatísticas foram realizadas no Stata (versão 13.0). Inicialmente, foram 

realizados testes para verificar a distribuição das variáveis pelo teste Shapiro-Wilk e diagrama 

de dispersão para as correlações. A partir dessa informação foi usado o teste paramétrico teste 

t student e para análise de duas variáveis numéricas utilizamos o teste de Mann-Whitney não 

paramétrico. As análises de correlação foram realizadas usando o GraphPad Prism (versão 

9.0.2) e teste de Spearman. A matriz de correlação foi construída utilizando o GraphPad Prism 

e Excel. Os níveis de significância das variáveis e as correlações positivas e negativas foram 

consideradas significativas quando P < 0,05. A partir das análises de correlação, verificou-se 

quais correlações eram positivas (próximo de 1.0) ou negativas (próximo de -1.0) apenas para 

células estimuladas por antígeno específico de PvMSP-119. Em seguida, analisamos as 

correlações das células estimuladas com GST, utilizada como controle de reações não 

especificas e excluímos as variáveis que se repetiam em PvMSP-119 e GST. Em seguida, 

identificamos qual o maior número de correlações significativas e com tendência significativa 

para o antígeno de interesse (PvMSP-119).  
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4 RESULTADOS  

4.1 Características demográficas e epidemiológicas dos pacientes  

 

Na FMT-HVD, entre julho/2021 e julho/2022 foram atendidos 120 pacientes. Destes, 

33 participantes com malária por P. vivax foram incluídos pelos critérios de elegibilidade e 13 

amostras foram cultivadas e imunofenotipadas (Figura 6). 

 

 

 

A média da idade dos participantes foi de 11 anos, sendo, 76,9% do sexo masculino e 

23,1% do sexo feminino. Desses, 7 (53,8%) foram diagnosticados com a primeira infecção por 

P. vivax e 6 (46,1%) tiveram outros episódios de malária. A mediana de densidade parasitária 

encontrada foi de 3584 parasitas/mm3 (Tabela 1).   

Figura 6 - Fluxograma da inclusão dos participantes. Destino das amostras coletadas e seu 

devido processamento.    
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4.2 Parâmetros clínicos dos participantes  

 

Com relação à análise dos parâmetros hematológicos, comparamos o resultado da fase 

aguda (D0) e de convalescença, após infecção (D60-90). Observamos diferença significativa 

quanto aos níveis de hemoglobina (P = 0,02) e identificamos que os níveis de hemoglobina na 

fase aguda estavam reduzidos. No período de convalescença, os valores voltaram ao normal e 

estavam conforme o padrão de referência.  

 

O valor médio dos eritrócitos reduzido na fase aguda em relação à convalescença. O 

hematócrito acompanhou os valores da hemoglobina, valor médio reduzido e próximo ao limiar 

inferior e uma recuperação na convalescença (P < 0,01). Em relação aos índices hematimétricos 

de volume e quantidade de hemoglobina intraeritrocítica não houve diferenças significativas. 

 

 Foi observado diferença estatística na quantidade de leucócitos (P ≤ 0,01) e monócitos 

(P ≤ 0,02), porém ambos os valores estavam conforme os padrões normais de referência. Todos 

os outros parâmetros leucocitários foram considerados normais e não significativos.  

 
                   (N=13) 

Idade 

Média ± DP   

 

11.0 ± 2.96  

Gênero (%) 

Masculino 

Feminino  
 

  

 10 (76.92) 

  3 (23.08) 
 

Dias de sintomas 

Mediana (IC 95%) 

 

 5 (4-7) 

Primoinfecção (%) 

Sim 

Não 

 

7 (53.85) 

6 (46.15) 
 

Densidade Parasitária  

Mediana (IC 95%) 

             

            3584 (2550-6077) 

Tabela 1- Características clínicas dos pacientes no dia do diagnóstico. DP= Desvio padrão; 

IC= Intervalo de confiança 
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Os indivíduos infectados apresentaram plaquetopenia acentuada com recuperação pós-

infecção (P ≤ 0,01) e observamos um aumento no volume plaquetário médio (VPM) em relação 

à análise no D60 a 90 (P ≤ 0,01) (Tabela 2).  

 

 

Tabela 2- Comparação da análise de parâmetros hematológicos dos pacientes no D0 e 

D60-90. Valores de média e desvio padrão para comparação entre o grupo D0 e grupo após 60 

a 90 dias de infecção, utilizou-se o Test-t de stutend. Para VCM, RDW, Plaquetas e VPM 

utilizou-se mediana e intervalo interquartil e para comparação o teste de Mann-Whitney. 

Consideramos o valor significativo P<0,05*. VCM (Volume Corpuscular Médio), HCM 

(Hemoglobina Corpuscular Média), CHCM (Concentração da Hemoglobina Corpuscular 

Média), RDW (Red Cell Distribution Width), VPM (Volume médio plaquetário). 

 
Paciente 

(D0) 

Média ± DP 

Paciente 

(D60-90) 

Média ± DP 

Valor 

do p* 

 

Referência 

Eritrócitos  4.23 ± 0.65 4.83 ± 0.41 0.009* 4.2 – 5.5 milhões/mm³ 

Hematócrito  35.31 ± 1.67 40.25 ± 0 .73 0.012* 36 – 47 % 

Hemoglobina  11.43  ± 1.61 12.70 ± 0.97 0.021* 12.5 – 15.5 g/dL 

VCM (IC 95%) 
 

84.10 (83.3-86) 
 

83.60 (81.2-86.3)   0.590 80 - 100 fL 

HCM  26.12 ± 1.79 25.88 ± 1.82   0.740 27.0 – 32.0 pg 

CHCM  31.01 ± 1.93 31.40 ± 1.26 0.546 32.0 – 36.0 g/dL 

RDW (IC 95%) 13.30 (12.80-13.80) 12.60 (12-13) 0.012* 10 – 15 % 

Leucócitos  4865.3 ± 1376.1 7534.1 ± 1495.0 0.001* 4 000 – 10000 mm3 

Linfócitos  27.26 ± 12.13 34.26 ± 6.87   0.082 25 – 40 % 

Monócitos  11.01 ± 4.91 7.68 ± 1.34 0.026* 2 – 10 % 

Neutrófilos  62.49 ± 12.7 55.23 ± 10.5  0.126 40- 70 % 

Plaquetas  

(IC 95%) 
 

65000 

(46000-95000) 

258800 

(220000-305000) 
0.001* 150-450/mm³ 

VPM (IC 95%) 12.8 (10-11) 9 (8.7-9.3) 0.001* 7.4 – 10.4 fL 
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Em relação à anemia, verificamos que no dia do diagnóstico 53,85% pacientes estavam 

anêmicos e 46,15% não eram anêmicos. Além disso, 84,62% dos pacientes estavam com 

plaquetopenia e 15,38% estavam com a quantidade de plaquetas > 150.000/uL.  

 

4.3 Análise da imunofenotipagem por citometria de fluxo  

 

A viabilidade das células foi observada e antes do congelamento das amostras, a média 

de viabilidade foi de 90,8% e ao descongelar, obtivemos 85,0% de células vivas. Essas células 

foram cultivadas e após 24 horas de cultivo, realizou-se a contagem celular e verificou-se que 

a média de viabilidade foi de 90,5%.  

 

4.3.1 Avaliação da resposta de subpopulações de linfócitos T a PvMSP-119 

 

Para verificar a expressão de IFN-γ e CCL5 nas subpopulações de linfócitos T foi 

realizada a análise pareada da expressão desses mediadores imunológicos em PBMC 

estimulados por 24 horas com GST, GST-PvMSP-119 e PMA entre os grupos D0 e D60-90 

(Figura 7). 
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Figura 7 - Análise da expressão de IFN-γ intracelular em subpopulações de linfócitos T 

de memória frente a diferentes estímulos. (a) Média de intensidade de fluorescência de IFN-

γ em linfócitos T CD4 de memória em crianças com malária por P. vivax aguda (D0) e média 

de intensidade de fluorescência de IFN-γ em linfócitos T CD4 de memória em crianças curada 

de malária por P. vivax (D60-90). (b) Média de intensidade de fluorescência de IFN-γ em 

linfócitos T CD8 de memória em crianças com malária por P. vivax aguda (D0) e média de 

intensidade de fluorescência de IFN-γ em linfócitos T CD8 de memória em crianças curada de 

malária por P. vivax (D60-90). O ``*´´ é usado para identificar os resultados com significâncias 

estatísticas (Teste t pareado) entre os diferentes estímulos (P<0,05). CN- Controle negativo, 

GST - glutationa-S-transferase, GST-PvMSP-119- Proteína de superfície de merozoíto-1 com 

GST, PMA -Phorbol-12-myristate-13-acetate. 

 

Foi demonstrado um aumento da expressão de IFN-γ na fase aguda (P= 0,052) em 

populações T CD4 de memória frente ao antígeno PvMSP-119, enquanto no D60-90 foi possível 

observar um aumento significante dessa citocina nas mesmas condições de estímulo. Por outro 

lado, as populações linfócitos T CD8 de memória apresentaram no D0 um aumento significante 

de IFN-γ o que não foi observado no D60-90. 
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Foi realizada uma análise da expressão de IFN-γ nas populações de memória de 

linfócitos T CD4 e T CD8 de cada indivíduo entre o D0 e D60-90. Não houve diferenças 

estatísticas significantes (Figura 8).                                              

               

 

Nossos resultados demonstraram que no grupo D60-90 houve um aumento da expressão 

de CCL5 nas células quando estimuladas com a proteína PvMSP-119 tanto em populações de 

linfócitos T CD8 totais quanto os de memória (Figura 9). 

 

 

Figura 8 - Comparação da resposta de IFN-γ em linfócitos T de memória por indivíduo 

na fase aguda e na convalescência. Análise da expressão de IFN-γ foi pareada em 

subpopulações de linfócitos T CD4 e T CD8 de memória estimulados com a proteína PvMSP-

119 no D0 e D60-90.  (a) Análise pareada da Média de intensidade de fluorescência de IFN-γ 

em linfócitos T CD4 de memória no D0 e D60-90. (b) Análise pareada da Média de intensidade 

de fluorescência de IFN-γ em linfócitos T CD8 de memória no D0 e D60-90. 
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Figura 9 - Análise da expressão de CCL5 intracelular em subpopulações de linfócitos T 

CD8 totais e de memória frente a diferentes estímulos. (a) Média de intensidade de 

fluorescência de CCL5 em linfócitos T CD8 Totais em crianças com malária por P. vivax aguda 

(D0) e média de intensidade de fluorescência de CCL5 em linfócitos T CD8 Totais em crianças 

curada de malária por P. vivax (D60-90). (b) Média de intensidade de fluorescência de CCL5 

em linfócitos T CD8 de memória em crianças com malária por P. vivax aguda (D0) e média de 

intensidade de fluorescência de CCL5 em linfócitos T CD8 de memória em crianças curada de 

malária por P. vivax (D60-90). O ``*´´ foi usado para identificar os resultados com 

significâncias estatísticas (Teste t pareado) entre os diferentes estímulos (P<0,05). CN- 

Controle negativo GST - glutationa-S-transferase, GST-PvMSP-119 Proteína de superfície de 

merozoíto-1, PMA -Phorbol-12-myristate-13-acetate. 

 

A expressão de CCL5 foi verificada individualmente e pareado na fase aguda e 

convalescença. Ficou evidenciado um aumento da expressão de CCL5 por linfócitos T CD8 

totais (P=0,060) e um aumento significante entre os linfócitos T CD8 de memória (P<0,05) 

(Figura 10).   
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4.4 Correlação da resposta das subpopulações de linfócitos com marcadores clínicos 

associados a malária  

 

Após a caracterização imunofenotípica, realizou-se a análise de correlações entre as 

variáveis clínicas e citométricas de estudo e observamos subpopulações de linfócitos T que 

expressaram CD45RO+, CCL5+ e IFN-γ apresentavam relação com marcadores clínicos dos 

pacientes infectados com malária por P. vivax (Figura 11). 

Figura 10 - Análise pareada da expressão de CCL5 intracelular em subpopulações de 

linfócitos T CD8 Totais e de memória estimulados com a proteína PvMSP-1 entre os D0 

e D60-90. (a) Análise pareada da Média de intensidade de fluorescência de CCL5 em linfócitos 

T CD8 Totais entre os D0 e D60-90. (b) Análise pareada da Média de intensidade de 

fluorescência de CCL5 em linfócitos T CD8 de memória entre os D0 e D60-90. O ``*´´ foi 

usado para identificar os resultados com significâncias estatísticas (Teste t pareado) entre os 

diferentes estímulos (P<0,05). 
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Figura 11 - Matriz de correlação geral dos pacientes com malária por P. vivax. (a) Análise 

de correlação entre as variáveis clínicas e citométricas no D0. (b) Análise de correlação entre as 

variáveis clínicas e citométricas no D60-90. A escala visual por intensidade de cores varia de 1 

a -1 conforme o valor de correlação. Em azul estão as correlações positivas e em vermelho as 

negativas. As análises foram realizadas utilizando o teste estatístico de Spearman.      

b) Fase de convalescença  
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4.5 Sumario das correlações relevantes entre fatores clínicos e resposta celular ao antígeno 

MSP-119. 

 

Na fase aguda, foram realizadas correlações entre densidade parasitária, idade, 

hemoglobina e hemácias com as respostas de linfócitos T CD4 e T CD8.  Em relação à 

densidade parasitária (Figura 12) foram observadas correlações inversamente proporcionais 

entre a expressão de CCL5 por linfócitos T CD8 (P=0,069), linfócitos T CD8 totais (P=0,067) 

e a expressão de IFN-γ por linfócitos T CD4 de memória (P=0,069). 

 

Com relação a idade, foram observadas correlações diretamente proporcionais 

significantes entre as produções de CCL5 por linfócitos T CD8 (P=0,043), e uma tendência 

notável na expressão de IFN-γ por linfócitos T CD4 de memória (P=0,097) (Figura 13). 

Figura 12 - Correlação da resposta celular de linfócitos T CD4 e T CD8 de memória e 

densidade parasitária na fase aguda. Os valores de média de intensidade de fluorescência da 

expressão de CCL5 e IFN-γ foram comparados com a densidade parasitária dos 13 participantes 

do estudo durante a fase aguda. 
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Nossos resultados demonstraram que a quantidade de hemoglobina (Hb) e hemácias 

possuiu correlações diretamente proporcionais significantes com a quantidade de expressão de 

IFN-γ por linfócitos T CD8 de memória (P=0,039), e uma expressão de IFN-γ por linfócitos T 

CD4 de memória (P=0,063), respectivamente (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Correlações entre linfócitos T de memória produtores de CCL5 e IFN-γ com 

a idade dos 13 participantes do estudo no D0. Os valores de média de intensidade de 

fluorescência de expressão de CCL5 e IFN-γ foram comparados com a idade dos 13 

participantes do estudo durante a fase aguda. 
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No D60-90, foi observado que quanto mais jovens eram as crianças, mais células T 

CD3+CD8+CD45RO+ expressavam CCL5 (P < 0,02). Avaliamos a resposta imunológica 

modificada nesse segundo contato, e encontramos um aumento de linfócitos T CD8+ que 

expressam CCL5, T CD3+CD8+CD45RO+ expressor de CCL5 e T CD3+CD4+CD45RO+IFN-

γ+ (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Correlações entre linfócitos T de memória produtor de IFN-γ com hemoglobina 

e hemácias dos 13 participantes do estudo no D0. Os valores em porcentagem da expressão de 

IFN-γ foram comparados com os níveis hemoglobina e hemácias dos 13 participantes do estudo 

no D0. 
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Em resumo, os dados foram agrupados para melhor caracterização das correlações, ao 

qual foi possível evidenciar que quando comparamos os resultados do D0 e D60-90 algumas 

mudanças fenotípicas puderam ser evidenciadas, como exemplo, observamos que a idade foi o 

indicador clínico que manteve correlação com a porcentagem de linfócitos T CD8 de memória 

que expressa CCL5 e no D0 crianças com mais idade possuíam maior prevalência de linfócitos 

T CD8 memória que expressam CCL5 (Figura 16).  

 

 

 

 

 

Figura 15 - Correlações com a idade e quantidade de células que expressam CCL5. a) 

Correlação positiva entre células T CD8 de memória produtor de CCL5 com a idade na fase 

aguda. b) Correlação negativa de células T CD8 produtor de CCL5 na fase aguda com a idade. 

c) Correlação negativa entre linfócito T CD8 de memória produtor de CCL5 com a idade na 

fase convalescença. d) Correlação negativa entre linfócito T CD8 produtor de CCL5 e idade 

na fase convalescença. Resultados com significâncias estatísticas P < 0,05. 
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Figura 16 - Esquema do resumo das correlações. Principais correlações na fase aguda e 

convalescença.  
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5 DISCUSSÃO  

 

Relatos de malária grave em crianças tem sido reportado em vários lugares do mundo, 

alguns autores relatam que a idade pode ser um fator agravante para o desenvolvimento de 

formas graves da doença (111,112). O P. vivax é um importante fator de risco para anemia 

grave em crianças pequenas em áreas endêmicas. Por ter preferência aos reticulócitos, essa 

propriedade parece limitar sua capacidade reprodutiva, ao ponto que a parasitemia na malária 

por P. vivax raramente excedem 2% das hemácias circulantes e altas cargas parasitárias não são 

uma característica da doença grave. Essa baixa biomassa parasitária indica que a anemia grave 

não resulta apenas da destruição de hemácias infectadas, mas por outros fatores, tais como 

citocinas (113–115).  De um lado, o IFN-γ, com seu papel reconhecidamente importante no 

controle da parasitemia, do outro, o CCL5 na malária por P. vivax tem uma relação direta com 

um receptor de eritrócitos envolvido na invasão do parasita (14,16,104). O presente estudo 

avaliou a importância de ambas na relação parasita-hospedeiro em crianças na fase aguda de 

malária e na convalescença. Os dados reforçaram a relação de CCL5 e linfócitos T CD8+ na 

parasitemia e possível relação na fisiopatologia da anemia na vivax. 

 

Seguindo esse contexto, o nosso estudo buscou avaliar a resposta celular de T CD4 e T 

CD8 contra um antígeno de superfície de merozoíto que fosse imunodominante e conservado. 

Apesar da proteína PvMSP-119 não ser a única reconhecida pelo sistema imunológico e o estudo 

avaliar a reação frente a uma proteína pequena do merozoíto e não contra o parasito de P.vivax 

nossos resultados mostraram que o IFN-γ tem relação com os níveis de hemoglobina, sugerindo 

sua importante participação na proteção a anemia e uma possível relação direta do CCL5 com 

um receptor de eritrócitos envolvido na invasão do parasita na malária por P. vivax. Uma 

associação inversa entre a média de intensidade de fluorescência das células T CD8 que 

expressam CCL5 com a densidade parasitaria, foi semelhante ao encontrado no estudo de CCL5 

dosado a nível sérico (14,16,116–119).  

 

Apesar da conhecida vulnerabilidade da população estudada, não houve alterações 

hematológicas relevantes, apenas indicativos como plaquetopenia e diminuição dos níveis de 

hemoglobina. Esses resultados podem ter relação com área geográfica e pela espécie do 

parasita, e por ser uma região de baixa endemicidade com predomínio de malária por P. vivax, 

diferente de áreas holoendêmicas africanas e no sudoeste asiático (120,121). Os resultados 
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encontrados em relação aos parâmetros hematológicos não diferem de estudos em crianças e 

adultos com malária por P. vivax, isto pode ser devido à terapia efetiva (115,122–124).  

 

Em nossos resultados não foi possível incluir crianças menores, porém observamos que 

quanto menor a idade dos participantes, menor a porcentagem de células que expressam CCL5 

em linfócitos T CD8 de memória. Esses achados estão em acordo com um estudo que verificou 

a associação dos baixos níveis séricos de CCL5 com a anemia e contagem de plaquetas em 

crianças com malária cerebral (118). Além disso, estudos mostraram que o P. vivax é prevalente 

em crianças menores de 5 anos e indivíduos infectados na primeira infância possuem maior 

probabilidade de hospitalização, evolução para doença grave e morte (43,125).  

 

Ao compararmos na fase aguda, foi observado uma correlação positiva entre a 

porcentagem de linfócitos T CD8 de memória expressores de IFN-γ e os níveis de hemoglobina, 

sugerindo um possível cenário imunológico associado a anemia na malária por P. vivax. O IFN-

γ é produzido por linfócitos NK, linfócitos T CD4 e CD8 e linfócitos regulatórios do tipo 

receptor T-γδ durante as fases iniciais da resposta imune a uma infecção por malária 

(57,71,126,127). Na malária falciparum, a capacidade de gerar IFN-γ em PBMCs expostas a 

antígenos de estágios assexuados do parasita foi correlacionado com controle da densidade 

parasitaria, consistente com um papel protetor. No caso específico das células T CD8+, a 

resposta com IFN-γ contra antígenos do parasita foi associada a níveis mais altos de 

hemoglobina. Observamos a mesma correlação indicando uma resposta protetora contra a 

anemia malárica (128). 

 

O estudo comparou os dados hematológicos com respostas celulares na fase aguda e 

convalescença. Houve diferenças significativas quanto aos níveis de hemoglobina, hematócrito, 

monócitos, plaquetas e volume plaquetário médio em ambos os períodos, indicando uma 

recuperação hematológica dos pacientes.  Os pacientes foram revisitados entre 60 e 90 dias após 

a fase aguda e nenhum teve recidiva. Isto indica que, primeiramente, não houve resistência a 

cloroquina e, consequentemente, nenhuma crise recorrente de hemólise e/ou diseritropoiese, 

pois os níveis voltaram ao normal demonstrando a recuperação clínica pós-infecção por P. vivax 

(129). Segundo, observamos uma inversão na associação entre idade e frequência de linfócitos 

T CD8 de memória que expressam CCL5 durante a fase aguda e na convalescença.  
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Ao avaliar a relação da resposta de T CD8 de memória CCL5 na fase aguda de malária 

e na convalescença (93), observamos uma inversão na resposta. Estudos em P. falciparum 

evidenciaram a redução dos níveis de CCL5 em formas graves da doença. A concentração dessa 

quimiocina aumentava na recuperação da doença, caracterizada pela correlação inversamente 

proporcional com a carga parasitária e outros marcadores de gravidade (117). Outro estudo 

demonstrou que crianças infectadas por malária falciparum, que possuíam baixa concentração 

de CCL5 sérico tinham um histórico de malária grave anterior, quando comparadas às crianças 

saudáveis com histórico conhecido de malária não grave (15). Nossos resultados e estes achados 

na malária falciparum sugerem um papel importante do estado inflamatório na modulação da 

resposta de células T CD8 de memória que expressam CCL5.  

 

O presente estudo teve limitações, sendo um dos principais o quantitativo de pacientes 

participantes do estudo. No entanto, essa deficiência será corrigida com inserção de novos 

experimentos de cultura de um banco de amostras de pacientes já coletadas e incluídos. Vale 

destacar que outra limitação ocorreu com a evasão de quinze pacientes que não conseguimos 

coletar na fase de convalescença. Outra limitação foi a não dosagem de CCL5 sérico, contudo, 

realizaremos essa etapa para elaboração do manuscrito.  

 

6 CONCLUSÃO  

 

Apesar do papel da quimiocina CCL5 na malária não ser bem compreendido, estudos 

tem mostrado que existe um indicativo de gravidade relacionado a quimiocina. Assim, a análise 

de parâmetros clínicos com células imunológicas na fase aguda e de convalescença da infecção, 

representam uma descrição do papel de CCL5 na malária por P. vivax em crianças. Diante dos 

resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:  

-  A descrição epidemiológica dos nossos resultados apresentou uma maior prevalência 

de malária por P. vivax em crianças do sexo masculino. 

- A resposta imunológica em crianças e adolescentes infectados com P.vivax 

apresentaram um aumento na expressão de CCL5 em linfócitos T CD8 de memória entre a fase 

aguda (D0) e convalescença (após 60-90 dias da infecção).  

- Na fase aguda, a correlação positiva dos níveis de hemoglobina com a porcentagem de 

linfócitos T CD8 de memória expressores de IFN-γ reforça um possível cenário imunológico 

associado a anemia na malária por P. vivax e que são relevantes para pesquisas futuras.  
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- Quanto menor a idade das crianças e adolescentes com malária por P. vivax, menor foi 

a quantidade de linfócitos T CD8 de memória que expressam RANTES.  

- Os resultados com as células T CD8+ contra a PvMSP-119 indicam que: 1) a resposta 

de IFN-γ como protetora à anemia malárica; 2) a inversão das correlações entre frequência de 

linfócitos T CD8+ de memória que expressam CCL5 conforme a idade na fase aguda e na 

convalescença sugerem um papel importante do estado inflamatório na modulação dessas 

células e salienta que essa resposta imune é provavelmente iniciada no estágio pré-eritrocítico.  
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8 ANEXOS E APÊNDICES 

8.1 Considerações sobre o racional e o desenho experimental realizado na pesquisa 

8.1.1 Análise de PBMC com amostra a fresco e congelada em -80°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Comparação da estabilidade e morfologia de linfócitos criopreservados em relação a 

fresco. A-D material fresco; E-H) material criopreservado; A) Avaliação de FSC e SSC das células 

mononucleares; B) análise de célula única para exclusão de artefatos como agregados; C) avaliação de 

células TCD8 com marcação CD3; D) frequência de células TCD8 produtores de IFNγ. E) Avaliação 

de FSC e SSC das células mononucleares; F) análise de célula única para exclusão de artefatos como 

agregados; G) avaliação de células TCD8 com marcação CD3; H) frequência de células TCD8 

produtores de IFNγ. 
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8.1.2 Análise de plaquetas a fresco e congeladas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 - Comparação da estabilidade e morfologia de plaquetas de plasma 

criopreservados em relação a fresco. A-B a fresco e C-D criopreservado. A) Avaliação de 

FSC e SSC das plaquetas; B) avaliação de eventos CD41+ e frequência de plaquetas. C) 

Avaliação de FSC e SSC das plaquetas; D) avaliação de eventos CD41+ e frequência de 

plaquetas. 
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8.1.3 Controle de qualidade da proteína PvMSP-119 

 

Ao realizar o ensaio de ELISA, observamos a positividade dos níveis de IgG anti 

PvMSP-119 e identificamos que a proteína se manteve íntegra e funcional. Avaliamos 10 

pacientes positivos e10 pacientes negativos.  

 

 

8.1.4 Análise para definição da concentração da proteína PvMSP-119 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Análise para controle de qualidade do antígeno.  

Figura 20 - Análise da concentração ideal da proteína e tempo de cultivo. 
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8.2 Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa – CEP  

 

 

 

 



79 

 

 

 



80 

 

 



81 

 

8.3 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE  

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE 

  
Estudo: Avaliação dos níveis de CCL5 (RANTES) em células mononucleares por 
estimulação de Plasmodium vivax.  
Patrocinador: FAPEAM   
Centro de Pesquisa: Fundação de Medicina Tropical Doutor Vieira Dourado – FMT-
HVD  
Pesquisadora responsável: Ana Carolina Shuan Laco   
Pesquisador Principal: Dra. Gisely Cardoso de Melo   
Telefone de contato: (92) 99505-3905/9159-8604  
  
I Dados sobre a Pesquisa:  
  

1. Introdução  

Viemos por meio deste informá-lo que seu filho(a)/tutelado(a) está sendo 
convidado(a) a participar, como voluntário(a) neste estudo de pesquisa.   

O estudo e este termo foram aprovados pela Comitê de Ética em Pesquisa da 
Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado.  

Neste termo são fornecidas as informações corretas e suficientes para que 
você possa avaliar e julgar se tem interesse ou não em participar deste estudo. Para 
tanto, leia este documento cuidadosamente e esclareceremos quaisquer dúvidas que 
possam surgir após a explicação. Além disso, você pode consultar as pessoas que 
julgar convenientes.  

Você deverá assinar esse termo em duas vias, uma ficará com você e outra 
conosco. Todas as páginas devem ser rubricadas ou conter a impressão digital do 
responsável legal do participante da pesquisa e do pesquisador responsável.  

  
2. Participação Voluntária  

A participação neste estudo é voluntária e se você e/ou seu filho(a)/tutelado(a) 
não quiserem mais fazer parte da pesquisa poderão desistir a qualquer momento e 
retirar o seu consentimento. Essa decisão não prejudicará de forma alguma o seu 
atendimento, tratamento ou acompanhamento na FMT-HVD.   
  
       Em qualquer momento do estudo você e/ou seu filho(a)/tutelado(a) poderão fazer 
todas as perguntas que quiserem. Disponibilizaremos tempo para decidirem e 
discutirem a situação com pessoas de sua confiança.  
  
  

3. Descrição Geral do Estudo  

Nesta pesquisa estamos buscando entender melhor os mecanismos envolvidos 
na anemia por malária por P. vivax, especificamente em crianças e adolescentes A 
identificação do CCL5 pode contribuir para um melhor entendimento da doença, 
permitindo o uso de um melhor tratamento para impedir a progressão da malária grave 
em crianças mais jovens.  
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O objetivo desta pesquisa é avaliar a produção e influência do RANTES/CCL5  
em plaquetas e glóbulos brancos que são as células de defesa do organismo que 
destroem os agentes estranhos, por exemplo, as bactérias, os vírus, parasitas como 
no caso da malária, nas amostras coletadas de crianças entre 1 a 16 anos de idade. 

Durante a fase de triagem, depois de tirar todas suas dúvidas e assinar esse 
termo, seu filho(a)/tutelado(a) vai fazer uma entrevista onde vamos perguntar 
informações sobre a sua vida, o lugar onde moram e o histórico de saúde, bem como 
os medicamentos que ele toma no dia-a-dia. Depois ele irá passar por uma avaliação 
médica e fazer alguns exames para a gente saber sobre à saúde dele.  
  
Exame físico e avaliação clínica: seu filho(a)/tutelado(a) passará por um exame físico 
na inclusão no estudo. Examinaremos: frequência da sua respiração e coração, 
pressão arterial e pulso. Faremos medições da altura e peso, perguntas sobre a saúde 
e uso de medicamentos.   
  
Coleta de sangue: será realizado o exame de malária (ponta do dedo) e será coletado 
amostra de sangue, aproximadamente 20 ml (cerca de duas colheres de sopa) da veia 
do braço no dia do diagnóstico. Para as crianças menores de dois anos será coletado 
5-10ml no máximo. Com o sangue do seu filho(a)/tutelado(a), faremos testes para 
comprovar nosso questionamento a respeito do motivo da anemia na malária.  
Durante a coleta, seu filho(a)/tutelado(a) vai ser perguntado sobre o que está sentindo 
e terá uma equipe clínica à disposição para o caso ele sinta algum desconforto ou 
outro motivo que você e/ou ele quiserem.  
  

4. Benefícios e Riscos Derivados da Participação no Estudo   

Benefícios: você e seu filho(a)/tutelado(a) estarão contribuindo para o conhecimento 
da anemia na malária e ajudando a melhorar a saúde dos pacientes. A realização do 
estudo poderá ter implicações importantes em um contexto de estabelecer estratégias 
mais precisas de tratamento e melhor gerenciamento de casos graves por anemia em 
crianças e adolescentes infectados com malária por P. vivax. Apesar de sua enorme 
importância para a saúde, processos envolvidos na anemia por malária por P. 
vivax permanecem incompletos e espera-se que estes possam ser esclarecidos por 
meio do estudo.  
 

Riscos: É possível que, durante a participação na pesquisa seu filho(a)/tutelado(a) 
sinta algum incômodo e desconforto. Estes podem ser:  
  
Risco de origem psicológica, intelectual e emocional causando vergonha, desconforto, 
medo, estresse, quebra de sigilo e anonimato. Para minimizar esses riscos, em 
nenhum momento seu nome e o nome do seu filho(a)/tutelado(a) ou dados pessoais 
serão revelados a terceiros, nem mesmo quando os resultados do estudo forem 
divulgados.  
 
Coleta de sangue: Existe a possibilidade de risco na coleta do exame de malária 
(picada no dedo) ou pela coleta de amostra de sangue na veia do braço. Mas qualquer 
dor deve durar apenas alguns instantes. Existe um risco muito pequeno de infecção 
onde o sangue for coletado, mas qualquer infecção será monitorada e tratada.  
 
Qualquer problema, entre em contato com a Ana Carolina Shuan, responsável da 
pesquisa na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado 
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especificadamente Instituto de Pesquisa Clínica Carlos Borborema- 2° andar (de 
segunda a sexta feira. Das 8 às 12 horas e das 14 às 18 horas, na Av. Pedro Teixeira,  
 
25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92)99505-3905 (qualquer dia e horário) ou no 
e-mail shuancarolina@gmail.com. A responsável irá verificar o andamento da 
situação. A amostra de sangue colhida é muito pequena e não representa nenhum 
risco à saúde.  
  
Riscos desconhecidos: Outros efeitos colaterais ainda não conhecidos neste 
momento podem acontecer durante o estudo. Durante o estudo, será informado sobre 
quaisquer novas informações que possam afetar sua decisão de permanecer no 
estudo.  
 

  
5. Acompanhamento e assistência   

Os pesquisadores responsáveis por este estudo estarão disponíveis, você 
também poderá também fazer contato com a Dra. Gisely Cardoso de Melo ou Ana 
Carolina Shuan Laco na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado 
especificadamente Instituto de Pesquisa Clínica Carlos Borborema- 2° andar (de 
segunda a sexta feira. Das 8 às 12 horas e das 14 às 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 
25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 99159-8604/(92)99505-3905 (qualquer 
dia e horário) ou no e-mail cardosogisely@gmail.com e shuancarolina@gmail.com.  

  
6. Confidencialidade   

Ao dar o seu consentimento para seu filho(a)/tutelado(a) participar deste 
estudo, os dados do prontuário médico, assim como os provenientes da 
participação no estudo, serão coletados, transferidos, utilizados e processados pela 
equipe, assim como pelo patrocinador e pelas empresas que colaboram com o projeto. 
Este termo de consentimento ficará armazenado junto ao prontuário médico no centro 
de pesquisa. O acesso ao prontuário médico será restrito aos pesquisadores do 
estudo.  

  
Todas as informações coletadas no estudo que possam ferir a sua privacidade   

ou do seu filho(a)/tutelado(a) serão anonimizadas e, caso seja necessário 
encaminhamento de suas informações eles jamais saberão nada sobre sua 
identidade. Sob nenhuma circunstância serão feitas cópias de seu prontuário 
médico.   

  
Logo após a coleta do sangue, as amostras receberão um código de 

identificação. Todos os documentos e formulários que você preencher receberão este 
código e apenas pessoal autorizado terá acesso a ele. Além disso, a equipe é treinada 
para o acolhimento e a realização de entrevistas de forma segura.  

  
Ao assinar este termo de consentimento, você permitirá à equipe de pesquisa 

usar informações sobre o prontuário médico do seu filho(a)/tutelado(a) para os 
objetivos do presente estudo. Toda a equipe médica e de enfermagem envolvida no 
seu cuidado saberá que seu filho(a)/tutelado(a) participa ou não do estudo. Qualquer 
informação obtida em relação a este projeto que possa identificá-lo será mantida em 



84 

 

sigilo e não será compartilhada sem a sua permissão, exceto quando exigido por lei. 
Na divulgação dos resultados desse estudo, seu nome ou do seu filho(a)/tutelado(a) 
não será citado.  

Em caso de dúvidas sobre a coleta e o uso de suas informações, entre em 
contato com o pesquisador do estudo.  
  

7. O que ocorre com as informações obtidas no estudo  

Se decidir por participar no estudo, é possível que informações relevantes 
sejam obtidas na análise das amostras biológicas. De acordo com as leis atuais, você 
tem o direito de ser informado dos dados obtidos no decorrer do estudo. Caso seja 
solicitado, poderemos lhe fornecer informações sobre o estudo no que diz respeito ao 
uso dos dados.  
  

8. Ressarcimento/Indenização  

     Você e/ou seu filho(a)/tutelado(a) não gastarão, nem ganharão dinheiro por 
participar desta pesquisa. Você tem o direito de solicitar ressarcimento ou indenização 
no caso de se sentir materialmente ou fisicamente prejudicado em algum momento da 
execução deste projeto.   

 Apesar de não haver compensação financeira, ao assinar este termo de 
consentimento você não abrirá mão de nenhum dos seus direitos legais, garantidos 
na regulamentação brasileira de pesquisa envolvendo seres humanos, sendo um de 
seus direitos a solicitação de indenização. 

 

9. Contato   

Para tirar qualquer dúvida sobre o estudo, por favor, entre em contato com o 
responsável do estudo Ana Carolina Shuan Laco ou Dra. Gisely Cardoso de Melo na 
Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em Manaus (de segunda a 
sexta feira. Das 8 às 12 horas e das 14 às 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro 
Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 99159-8604/(92)99505-3905 (qualquer dia e 
horário) ou no e-mail cardosogisely@gmail.com e shuancarolina@gmail.com para 
esclarecer dúvidas que você possa ter e dar as informações que queira, antes, durante 
ou depois de encerrado o estudo.  

Em caso de dúvidas, denúncias ou reclamações sobre a sua participação e 
sobre questões éticas do estudo, você pode entrar em contato com o Comitê de Ética 
em Pesquisas (CEP) da Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado; 
e-mail: cep@fmt.am.gov.br; endereço: na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, 
Manaus - AM; telefone: (92) 2127-3572. O horário de funcionamento do CEP  é de 8 
às 14 horas, de segunda à sexta-feira.  
 

 

  

II. Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  
  

 
Nós gostaríamos de sua permissão para guardar o restante da amostra de 

sangue para ser usado em estudos sobre malária no futuro. Isto pode exigir o 
armazenamento por 5 anos do sangue do seu filho(a)/tutelado(a) em laboratórios da 
FMT-HVD. Para isso, o sangue será guardado com um código e não deverá identificar 



85 

 

o nome do seu filho(a)/tutelado(a). O restante do material que não for utilizado no 
estudo será descartado de acordo com as regras, para não poluir o meio ambiente 
nem contaminar as pessoas.    

Ao final do estudo, caso seu filho(a)/tutelado(a) tenha aceitado participar, 
terá todo o direito ao conhecimento dos resultados obtidos, se assim desejar.   

 

Eu,___________________________________ li esse termo de consentimento 
e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei que meu 
filho(a)/tutelado(a) irá participar. A explicação que recebi tratou dos riscos e 
benefícios. Eu entendi que sou livre para interromper a participação do meu 
filho(a)/tutelado(a) a qualquer momento sem justificar minha decisão e sem que esta   

  
decisão afete seu tratamento. Eu entendi o que meu filho(a)/tutelado(a) não pode fazer 
durante a pesquisa e fui informado que ele será atendido sem custos para mim se ele 
apresentar algum problema por consequência da pesquisa. Este documento é emitido 
em duas vias que serão ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma 
via com cada um de nós. Sendo assim, eu aceito voluntariamente a participação do 
filho(a)/tutelado(a) neste estudo.  

Também fui informado de que há interesse em se guardar o material biológico 
coletado para estudos futuros e entendi as razões para isso, de forma que:  

  
  

(    )  Autorizo a guarda do material do filho(a)/tutelado(a).  
(    )  Não autorizo a guarda do material do filho(a)/tutelado(a).  

  
 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 
Esclarecido deste indivíduo ou de seu representante legal para a participação neste 
estudo. 
 

 

 
 

(Este documento será assinado em duas vias originais, ficando uma original com o 
pesquisador e a outra original com o participante da pesquisa) 

 

Participante da Pesquisa ou responsável 
legal 

Pesquisador ou pessoa por ele delegada 

Nome: Nome: 

Assinatura ou impressão datiloscópica: 
 
 
 
 

Assinatura ou impressão datiloscópica: 

Data: Data: 
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Testemunha imparcial (se aplicável)  
  
Nome: ____________________________________  
  
Assinatura: ________________________________  
  
Data: _______________________  

Impressão datiloscópica  
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8.4 TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TALE  

 

  

 

 

 

 
 

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR DE IDADE (6 A 10 ANOS) 
 

Avaliação dos níveis de CCL5 (RANTES) em células mononucleares por estimulação de 
Plasmodium vivax. 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Olá, como vai?              

Você está sendo convidado a 

participar de um estudo sobre 

anemia na malária vivax.  

Você não é obrigado a participar e se não 

quiser mais fazer parte da pesquisa poderá 

desistir a qualquer momento.  

 

Caso tenha alguma pergunta, pode fazer para a pessoa que está te entrevistando, ela vai 

ajudar você. 

Nesta pesquisa estamos buscando entender 

melhor a anemia na malária vivax, em 

crianças e adolescentes. A identificação do 

RANTES pode ajudar nesse entendimento. 

 
 

Além disso, não sabemos todos os 

processos envolvidos na anemia por 

malária vivax e esperamos entender alguns 

deles no estudo.   
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Se aceitar a participar do estudo, vamos 

fazer algumas perguntas para sabermos 

como está sua saúde. 

Iremos verificar como está sua respiração 

e coração. Também vamos medir a sua 

altura e peso.  

 

Vamos precisar coletar 2 gotas de sangue da ponta 

do dedo para exame de malária e 20 ml (duas 

colheres de sopa) da veia do braço.  

Com seu sangue, faremos testes para comprovar 

nossa suspeita a respeito da anemia na malária.  

Como benefício você estará contribuindo para o 

conhecimento da anemia na malária e ajudando a 

melhorar a saúde dos pacientes.  

Você pode sentir vergonha, medo, dor leve onde foi 

retirado o sangue que deve durar apenas alguns 

instantes. A quantidade de sangue tirada é muito 

pequena e não tem nenhum risco grave à sua saúde.  

  

Quais os riscos?  
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Apesar de não haver compensação financeira, ao assinar este termo de consentimento você não abrirá 

mão de nenhum dos seus direitos legais, garantidos na regulamentação brasileira de pesquisa 

envolvendo seres humanos, sendo um de seus direitos a solicitação de indenização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

.  

Depois da coleta do sangue, a amostra será identificada 

por números e/ou letras para garantir que seu nome ou 

qualquer informação sua não sejam reveladas a outras 

pessoas. 

  

Fique tranquilo, a equipe é bastante treinada e experiente para realizar todos os 

procedimentos. 

Qualquer dúvida a respeito da pesquisa, você poderá entrar em contato com a Dra. Gisely 

Cardoso de Melo responsável pelo projeto e com a Ana Carolina Shuan Laco na Fundação de 

Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, especificadamente no Instituto de Pesquisa Clínica Carlos 

Borborema- 2° andar em Manaus (de segunda a sexta feira. Das 8 às 12 horas e das 14 às 18 horas, na 

Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 99159-8604/(92)99505-3905 (qualquer 

dia e horário). E poderá também entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da FMT-HVD 

sempre que quiser por e-mail: cep@fmt.am.gov.br; endereço: na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, 

Manaus - AM; telefone: (92) 2127-3572. O horário de funcionamento do CEP é de 8 às 14 horas, de 

segunda à sexta-feira. 

Você e seus pais ou responsáveis não gastarão, nem ganharão 

dinheiro por participar desta pesquisa. Você tem o direito de 

solicitar indenização no caso de se sentir materialmente ou 

fisicamente prejudicado em algum momento da realização deste 

projeto. 
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Eu entendi o que me foi explicado e aceito participar da pesquisa. Também fui informado de 

que há interesse em se guardar o material biológico coletado para estudos futuros e entendi as 

razões para isso, de forma que: 

 

(    )  Autorizo a guarda do material.               (    )  Não autorizo a guarda do material. 

 

Participante da Pesquisa 

Nome:  

Assinatura:          

Data:  

 

 
Pesquisador ou pessoa por ele delegada 

Nome: 

 

 
Assinatura: 

 

 

 

Data: 

 

 

 

(Este documento será assinado em duas vias originais, ficando uma original com o pesquisador e 

a outra original com o participante da pesquisa) 

 
Testemunha imparcial (se aplicável) 

 
Nome: ____________________________________ 
 
Assinatura: ________________________________ 
 
Data: _______________________ 

Impressão datiloscópica 
 

Polegar direito 

Nós gostaríamos de sua permissão para guardar o restante da amostra de sangue para ser usado em 

estudos sobre malária no futuro. Isto pode exigir o armazenamento por 5 anos do sangue em laboratórios 

da FMT-HVD. Para isso, o sangue será guardado com um código e não deverá identificar seu nome. O 

restante do material que não for utilizado no estudo será descartado de acordo com as regras, para não 

poluir o meio ambiente nem contaminar as pessoas. 
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TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR DE IDADE (11 A 16 ANOS) 
 
Estudo: Avaliação dos níveis de CCL5 (RANTES) em células mononucleares por 
estimulação de Plasmodium vivax. 
Patrocinador: FAPEAM  
Centro de Pesquisa: Fundação de Medicina Tropical Doutor Vieira Dourado – FMT-
HVD 
Pesquisadora responsável: Ana Carolina Shuan Laco  
Pesquisador Principal: Dra. Gisely Cardoso de Melo  
Telefone de contato: (92) 99505-3905/9159-8604 
 
I.Dados sobre a Pesquisa: 

 
1) Introdução 

Você está sendo convidado(a) a participar, como voluntário(a), do projeto de 

pesquisa “Avaliação dos níveis de CCL5 (RANTES) em células mononucleares por 

estimulação de Plasmodium vivax.”, porque você está doente de malária. A Dra. 

Gisely Cardoso de Melo é a pessoa responsável por este estudo. 

O estudo e este termo foram aprovados pela Comitê de Ética em Pesquisa da 

Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado.  Neste termo são fornecidas 

as informações corretas e suficientes para que você possa avaliar e julgar se tem 

interesse ou não em participar deste estudo. Leia este documento cuidadosamente e 

esclareceremos quaisquer dúvidas que possam surgir após a explicação. Além disso, 

você pode consultar as pessoas de confiança. 

Você deverá assinar esse termo em duas vias, uma ficará com você e outra 

conosco. Todas as páginas devem ser rubricadas ou conter a impressão digital do 

participante da pesquisa e do pesquisador responsável. 

 

2) Participação Voluntária 

A participação neste estudo é voluntária e se você não quiser mais fazer parte 

da pesquisa poderá desistir a qualquer momento. Essa decisão não prejudicará de 

forma alguma o seu atendimento, tratamento ou acompanhamento na FMT-HVD. 

Mesmo que o seu responsável permita a sua participação na pesquisa, você 

não é obrigado a participar se não quiser. Você é livre para deixar de participar da 

pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuízo. 

 

3) Descrição Geral do Estudo 

Nesta pesquisa estamos buscando entender melhor os processos envolvidos 

anemia por malária por P. vivax, especificadamente em crianças e adolescentes. A 

identificação do CCL5 pode contribuir para o estudo da doença, permitindo o uso de 
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um melhor tratamento para impedir o desenvolvimento da malária grave em crianças 

mais jovens. Abaixo tem o ciclo da malária, para você entender melhor a doença: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                  

 

 

 

                                            CICLO DA MALÁRIA 

 

Durante a fase de triagem, depois de tirar todas suas dúvidas e assinar esse 

termo, você vai fazer uma entrevista onde vamos perguntar informações sobre a sua 

vida, o lugar onde mora e o histórico de saúde, bem como os medicamentos que toma 

no dia-a-dia.  

Exame físico e avaliação clínica: você passará por um exame físico na inclusão no 

estudo. Examinaremos: frequência da sua respiração e coração, pressão arterial e 

pulso. Faremos medições da altura e peso, perguntas sobre sua saúde e uso de 

medicamentos. 

Coleta de sangue: será realizada a coleta para exame de malária (ponta do dedo) e 

amostra de sangue, aproximadamente 20 ml (cerca de duas colheres de sopa) da veia 

do braço. Com seu sangue, faremos testes para comprovar nossa suspeita sobre a 

anemia na malária. Representação da coleta de sangue a seguir: 

 

 

 

 

                                

 

                                    COLETA DE SANGUE 

 

 

Mo

squito da 

malária 

Ser 

humano 
Mosquito pica o 

indivíduo que está com 

malária e se contamina   

Mosquito pica 

o ser humano 

saudável e transmite a 

doença  
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4) Benefícios e Riscos Derivados da Participação no Estudo 

Benefícios: você estará contribuindo para o conhecimento da anemia na malária e 
ajudando a melhorar a saúde dos pacientes. A realização do estudo poderá ter 
implicações importantes em um contexto de estabelecer estratégias mais precisas de 
tratamento e melhor gerenciamento de casos graves por anemia em crianças e 
adolescentes infectados com malária por P. vivax. Apesar de sua enorme importância 
para a saúde, processos envolvidos na anemia por malária por P. vivax permanecem 
incompletos e espera-se que estes possam ser esclarecidos por meio do estudo.   
 
Riscos: É possível que, durante a participação na pesquisa você 
sinta algum incômodo e desconforto. Estes podem ser:  
  
Risco de origem psicológica, intelectual e emocional causando vergonha, desconforto, 
medo, estresse, quebra de sigilo e anonimato. Para minimizar esses riscos, em 
nenhum momento seu nome ou dados pessoais serão revelados a terceiros, nem 
mesmo quando os resultados do estudo forem divulgados.  
 
Coleta de sangue: Existe a possibilidade de risco na coleta do exame de malária 
(picada no dedo) ou pela coleta de amostra de sangue na veia do braço. Mas qualquer 
dor deve durar apenas alguns instantes. Existe um risco muito pequeno de infecção 
onde o sangue for coletado, mas qualquer infecção será monitorada e tratada. 
Qualquer problema, entre em contato com a Ana Carolina Shuan, responsável da 
pesquisa na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado 
especificadamente Instituto de Pesquisa Clínica Carlos Borborema- 2° andar (de 
segunda a sexta feira. Das 8 às 12 horas e das 14 às 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 
25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92)99505-3905 (qualquer dia e horário) ou no 
e-mail shuancarolina@gmail.com. A responsável irá verificar o andamento da 
situação. A amostra de sangue colhida é muito pequena e não representa nenhum 
risco à saúde.  

 

Riscos desconhecidos: Outros efeitos colaterais ainda não conhecidos neste 
momento podem acontecer durante o estudo. Durante o estudo, será informado sobre 
quaisquer novas informações que possam afetar sua decisão de permanecer no 
estudo. 
 
 

5. Acompanhamento e assistência   
 

Os pesquisadores responsáveis por este estudo estarão disponíveis, você 

também poderá também fazer contato com a Dra. Gisely Cardoso de Melo ou Ana 

Carolina Shuan Laco na Fundação de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado 

especificadamente Instituto de Pesquisa Clínica Carlos Borborema- 2° andar (de 

segunda a sexta feira. Das 8 às 12 horas e das 14 às 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 

25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone (92) 99159-8604/(92)99505-3905 (qualquer 

dia e horário) ou no e-mail cardosogisely@gmail.com e shuancarolina@gmail.com. 

Você também pode entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisas (CEP) da 
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Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado; e-mail: 

cep@fmt.am.gov.br; endereço: na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM; 

telefone: (92) 2127-3572. O horário de funcionamento do CEP é de 8 às 14 horas, de 

segunda à sexta-feira. 

6. Confidencialidade 

Todas as informações coletadas no estudo que possam ferir a sua privacidade 

serão anonimizadas (ocultadas) e, caso seja necessário encaminhamento de suas 

informações jamais saberão nada sobre sua identidade. Sob nenhuma circunstância 

serão feitas cópias de seu prontuário médico. 

Logo após a coleta do sangue, as amostras receberão um código de 

identificação. Todos os documentos e formulários que você preencher receberão este 

código e apenas pessoal autorizado terá acesso a ele. Além disso, a equipe é treinada 

para o acolhimento e a realização de entrevistas de forma segura. 

Qualquer informação obtida em relação a este projeto que possa identificá-lo 

será mantida em sigilo e não será compartilhada sem a sua permissão, exceto quando 

exigido por lei. Na divulgação dos resultados desse estudo, seu nome ou do não será 

citado. Em caso de dúvidas sobre a coleta e o uso de suas informações, entre em 

contato com o pesquisador do estudo. 

7. O que ocorre com as informações obtidas no estudo 

Se decidir por participar no estudo, é possível que informações relevantes 

sejam obtidas na análise das amostras biológicas. De acordo com as leis atuais, você 

tem o direito de ser informado dos dados obtidos no decorrer do estudo. Caso seja 

solicitado, poderemos lhe fornece informações sobre o estudo no que diz respeito ao 

uso dos dados. 

 

8. Ressarcimento/Indenização 

Você e seus pais ou responsáveis não gastarão, nem ganharão dinheiro por 

participar desta pesquisa. Você tem o direito de solicitar ressarcimento ou indenização 

no caso de se sentir materialmente ou fisicamente prejudicado em algum momento da 

execução deste projeto. 
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Apesar de não haver compensação financeira, ao assinar este termo de 

consentimento você não abrirá mão de nenhum dos seus direitos legais, garantidos 

na regulamentação brasileira de pesquisa envolvendo seres humanos, sendo um de 

seus direitos a solicitação de indenização. 

 

II. Assinatura do Termo de Assentimento Livre e Esclarecido  
  

 

Nós gostaríamos de sua permissão para guardar o restante da amostra de 

sangue para ser usado em estudos sobre malária no futuro. Isto pode exigir o 

armazenamento por 5 anos do sangue em laboratórios da FMT-HVD. Para isso, o 

sangue será guardado com um código e não deverá identificar seu nome. O restante 

do material que não for utilizado no estudo será descartado de acordo com as regras, 

para não poluir o meio ambiente nem contaminar as pessoas.  

Uma via original deste documento ficará com você. Qualquer dúvida a respeito  

da pesquisa, você poderá entrar em contato com a Dra. Gisely Cardoso de Melo 

responsável pelo projeto e com a Ana Carolina Shuan Laco na Fundação de Medicina 

Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, especificadamente no Instituto de Pesquisa Clínica 

Carlos Borborema- 2° andar em Manaus (de segunda a sexta feira. Das 8 às 12 horas 

e das 14 às 18 horas, na Av. Pedro Teixeira, 25, Bairro Dom Pedro) ou pelo telefone 

(92) 99159-8604/(92)99505-3905 (qualquer dia e horário). E poderá também entrar 

em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da FMT-HVD sempre que quiser por 

e-mail: cep@fmt.am.gov.br; endereço: na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, 

Manaus - AM; telefone: (92) 2127-3572. O horário de funcionamento do CEP é de 8 

às 14 horas, de segunda à sexta-feira. 

Eu entendi o que me foi explicado e aceito participar da pesquisa. Também fui 

informado de que há interesse em se guardar o material biológico coletado para 

estudos futuros e entendi as razões para isso, de forma que: 

 

(    )  Autorizo a guarda do material.               (    )  Não autorizo a guarda do material. 

 

 
 
 
 
 
 



96 

 

Participante da Pesquisa 

Nome:  

Assinatura:          

Data:  

 

 
 
Pesquisador ou pessoa por ele delegada 

Nome: 

 

Assinatura: 

 

Data: 

 

 

(Este documento será assinado em duas vias originais, ficando uma original com o 

pesquisador e a outra original com o participante da pesquisa) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Testemunha imparcial (se aplicável) 
 
Nome: ____________________________________ 
 
Assinatura: ________________________________ 
 
Data: _______________________ 

Impressão datiloscópica 
 

Polegar 

direito 
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8.5 Procedimento Operacional Padrão – POP – Isolamento de PBMC  

 

 

Autor (es):  Carlos Eduardo Morais (FMT-HVD)  

Flavia Alencar Fontenelle (FMT-HVD)  

  

  

  

Histórico de revisões  

Versão nº1  Data da revisão  Descrição  

      

      

      

  

  

Cópias distribuídas 

para:  

Local  nº de cópias  

    

    

    

    

    

  

Eu afirmo que li, entendi e concordo com o presente POP.  

Nome   Assinatura  Data  

Gisely Cardoso de Melo      

Larissa Wanderley Brasil      

Cecilia Carvalho      

  

  

  

1.  CONDIÇÕES GERAIS  

  

As amostras de sangue coletadas nas visitas D0, D28, D90 ..... devem seguir este 

procedimento para isolamento de PBMC. A coleta, transporte e armazenamento temporário 

destas amostras antes deste procedimento devem seguir as normas estabelecidas no POP 

XXX – Transporte, processamento e armazenamento de amostras biológicas.  
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2.   OBJETIVO  

  

Este documento tem por objetivo descrever e normatizar as exigências de manuseio 

dos tubos contendo sangue total em XXXXX e posterior procedimento para isolamento, 

congelamento e armazenamento de PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) de sangue 

total.  

  

3.  CAMPO DE APLICAÇÃO  

  

Este POP aplica-se ao processamento de amostras de sangue do Projeto 

XXXXXXXX coletadas nas visitas D0, D28, D90 .....  

  

4.  DEFINIÇÕES  

  

Sangue total: Amostra de sangue coletada do doador, antes de ser submetida ao 

fracionamento. Apresenta todos os componentes sanguíneos.  

  

5.  SIGLAS  

  

EDTA K3: Ácido etilenodiaminotetracético tripotássico DMSO – Dimetilsulfoxido 

g: A força centrífuga, medida como "g" (gravidade) ou RCF (do inglês, Relative Centrifugal 

Force). RPM: Relative Centrifugal Force. mL: Mililitro µL: Microlitro  

PBS: Salina tamponada com fosfato   

PBMC: Células mononucleares do sangue periférico  

SFB: Soro fetal bovino   

  

6.    

7.  RESPONSABILIDADES  

  

Membros das equipes laboratoriais do Projeto de Pesquisa XXXXXXXXX.  

  

8.  MATERIAIS E REAGENTES  

  

a) Histopaque – 1077 (Sigma) ou Ficoll Plus (Ge HealthCare)  

b) Azul de Trypan (0.4%)  
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c) PBS – Salina Tamponada com fosfato  

d) Soro Fetal Bovino – Inativado e estéril   

e) Etanol 70%   

f) Dimetilsulfóxido (DMSO), cell-culture grade  

g) Pipetas sorológicas de 10 mL  

h) Pipetador automático para pipetas sorológicas  

i) Pipetas de 20 µL, 200 µL, 1000 µL   

j) Ponteiras estéreis, livres de DNAse e RNAse, com filtro (20µL, 200µL, 1000µL)  

k) NALGENE® “Mr. Frosty”, Biocision® “CoolCell”, or Stratagene StrataCooler® para 

o congelamento gradual de PBMC  

l) Álcool isopropílico  

m) Microscópio  

n) Contador manual (e.g. Hemacytometer) e/ou Câmara de Neubauer  

o) Tubos cônicos de 15 mL, estéril, polipropileno.   

p) Tubos cônicos de 50 ml, estéril, polipropileno.  

q) Microtubos de 0,5 ou 1,5 mL  

r) Criotubos de polipropileno (2mL), estéril, de tampa de rosca interna, graduados, 

“selfstanding”, da marca "Corning", formulados para suportar a imersão em 

Nitrogênio líquido ou outra marca que atenda as especificações.  

s) Etiquetas de identificação  

t) Caixas 9x9 ou 5x5 próprias para o armazenamento nos tanques de nitrogênio.  

u) Cabine de segurança Classe II  

v) Centrífuga com capacidade de 300 a 1800 x g, com rotor de ângulo móvel 

(SwingBucket).  

w) Refrigerador (2 a 8oC)  

x) Freezer -20oC  

y) Freezer -80oC (±2)  

z) Gelo picado (-20oC) aa) Tanque de nitrogênio líquido  

  

PROCEDIMENTOS  

  

Todos os procedimentos devem ser realizados em ambiente estéril, sendo utilizados 

material descartável estéril, soluções estéreis e ponteiras com barreira estéreis.  

  

 8.1.  Preparação de materiais:  

Para agilizar o fluxo de trabalho os seguintes materiais podem ser 

preparados previamente à chegada da amostra ao laboratório (quantidades para cada 

paciente):  

• Identificar 6 criotubos para armazenamento do PBMC  

• 3 tubos cônicos de 15 mL contendo 4 mL de solução Histopaque-1077  

• 1 tubo cônico de 50 mL vazio (para transferência do sangue total)  
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• 4 tubos cônicos de 15 mL vazios   

• 1 tubo de 0,5 ou 1,5 mL contendo 90 µL de Azul de Trypan  

  

 8.2.  Amostra de sangue  

  

Devem ser recebidos tubos de sangue total contendo XXXXX com volume 

total de aproximadamente 20 mL. O processamento do sangue total deve ocorrer 

imediatamente após sua chegada no laboratório.  

Documentar qualquer característica inesperada observada nos tubos 

contendo amostra de sangue como: coágulos, hemólise, volume insuficiente ou 

excessivo, ausência de identificação (descartar tubo não identificado), tubos com 

lotes diferentes, tubos com data de validade vencida, etc.   

  

8.3. Isolamento de PBMC  

  

a. Com auxílio de uma pipeta, transferir o sangue total contido nos tubos para o 

mesmo tubo cônico de 50 mL. Anotar o volume total de sangue coletado.  

b. Acrescentar 50% do volume de sangue total coletado de meio PBS estéril para 

diluir o sangue (proporção 2:1). Homogeneizar cuidadosamente, evitando 

formação de bolhas.  

c. Para cada paciente, preparar 3 tubos cônicos de 15 mL contendo 4 mL de solução 

gradiente de densidade (Ficoll ou histopaque).  

d. Com auxílio de uma pipeta sorológica de 10 mL, adicionar 1/3 do volume de 

sangue diluído em meio PBS (aproximadamente 10 mL) sobre cada tubo 

contendo a solução XXXXXX. Para tal, o sangue deve ser adicionado em 

velocidade lenta, na parede do tubo, para a formação do gradiente. Ao final da 

realização do gradiente deveremos visualizar duas fases bem definidas, sendo a 

inferior contendo XXXXXX e a superior contendo sangue diluído.  

e. Feche bem o tubo e centrifugue a 500 x g (1650RPM), durante 30 minutos a 20oC, 

em baixa aceleração e sem freio (a temperatura de centrifugação, assim 

como aceleração e freio devem ser respeitadas, caso contrário o 

procedimento pode não funcionar).  

f. Ao finalizar a centrifugação, observe a formação da nuvem de células (Fig. 1) e 

transfira os tubos cuidadosamente para o fluxo laminar, evitando perturbar o 

gradiente.   
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Figura 1. Imagem do tubo contendo o gradiente de densidade com as diferentes fases 

obtidas após  centrifugação 

 (plasma/meio  diluente, PBMC, 

XXXXXX e demais células como hemácias 

e polimorfonucleares). A seta indica a 

nuvem de PBMC que deve ser coletado 

com cuidado para não recolher células 

presentes na parte inferior do tubo.   

g. Com auxílio de uma pipeta sorológica, 

remova o excesso de plasma + meio diluente 

da camada superior do tubo.  

h. Com o uso de uma pipeta sorológica ou 

de transferência, colete o anel de células 

PBMC e transfira para um novo tubo de 15 

mL. Nesta etapa, as células coletadas devem 

ser transferidas para novos tubos cônicos.  

i. Complete os tubos cônicos contendo a 

suspensão de células para 14 mL utilizando 

meio  

PBS estéril, homogeneizando cuidadosamente  

com uma pipeta.  

j. Centrifugue por 10 minutos a 500 x g com o uso do freio a 20 oC.   

k. Em seguida, inverta os tubos cônicos desprezando o sobrenadante com cuidado 

para não ressuspender o pellet de células no fundo do tubo.  

l. Feche os tubos e desfaça o pellet com leves batidas com o dedo no fundo do tubo. 

Utilizando um pequeno volume (aproximadamente 2-3 ml) ressuspenda e 

transfira este pequeno volume para um único novo tubo cônico.  

m. Repita a etapa de lavagem completando o volume para 14 ml de meio PBS estéril 

(10 minutos a 500 x g  com o uso do freio, a 20oC).   

n. Em seguida, inverta o tubo cônico desprezando o sobrenadante com cuidado para 

não ressuspender o pellet de células no fundo do tubo, e com o auxílio de uma 

pipeta automática aspire o restante de sobrenadante que fica na borda do tubo 

mantendo-o invertido.  

o. Feche o tubo e desfaça o pellet com leves batidas com o dedo no fundo do tubo.   

p. Ressuspenda as células em 5 mL de meio PBS e homogenize bem.  

q. Mantenha a suspensão celular refrigerada em banho de gelo durante todo o 

período da contagem até o momento do congelamento.   

  

8.4. Contagem de células  

  

a. Montar uma câmara de Neubauer com cuidado para que a mesma esteja 

totalmente seca no local onde será inserida a amostra   

  
  

  

  
  

  
  

  

PBMC   
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b. Para a contagem e avaliação da viabilidade, dilua 10 μL da suspensão celular 

(bem homogênea) em 90 μL de azul tripan 0,4%. Obs. Garanta que a amostra 

esteja bem homogênea antes de retirar a alíquota para diluir em azul de tripan.   

c. Homogeneizar bem a diluição e 

carregar o volume necessário para 

preencher o espaço entre a câmara e a 

lamínula, aproximadamente 10 µL 

(Fig. 2).  

  

  
Figura 2: Câmara de Neubauer  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura 3: Esquema para contagem de células na câmara de Neubauer  

  

d. Aguarde 30 segundos para que as células sedimentem e estejam no mesmo plano. 

Faça a contagem das células viáveis (não coradas) e as não viáveis (coradas em 

azul) utilizando microscópio de luz (objetiva de 40x). A contagem deverá ser 

realizada nos 4 quadCCL5 (A, B, C e D) conforme a Figura 3.  

Cuidado para não incluir hemácias na contagem do PBMC. Em 

algumas ocasiões, algumas hemácias podem ser observadas, porém menores 

que as células mononucleares e podem ser distinguidas pelo tamanho.  

  

e. Após a contagem realize os seguintes cálculos:  

  

1) Concentração de células viáveis/mL =  

  

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠 (𝐴 + 𝐵 + 𝐶 + 𝐷) 

  𝑥 104(Fator de correção) 𝑥 10 (𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 

𝐷𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜)  
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4 (𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠) 

  

2) Número total de células viáveis = Concentração de células viáveis/mL x 10  

(volume da suspensão de células)  

  

3) % viabilidade celular  = __(Número total de células viáveis x 

100)_____________  

           (Número total de células viáveis + Número total de células mortas)  

  

  

4) Volume de solução de congelamento (mL) =     número total de 

células viáveis                  

         

5x106       

O número total de células viáveis esperado após o processamento de 20 

mL de sangue total é de aproximadamente 20x106 de PBMC e a viabilidade 

celular deve estar acima de 90%. Rendimentos muito abaixo ou muito acima de 

20x106 de células ou viabilidade celular abaixo de 90% podem sugerir 

problemas com o processamento da amostra. Neste caso, recomenda-se uma 

nova diluição (pode-se usar outro fator de diluição) seguida de nova contagem.   

Para volume de suspensão de congelamento, utilizar volume mais 

próximo de 1ml  

(arredondar volume para baixo). Registrar quantidade de células/ml em 

cada criotubo.  

  

8.5. Congelamento de PBMC  

  

a. Após a contagem de células, preparar volume necessário de solução de 

congelamento, que consiste de 90% SBF e 10% DMSO. Preparar 1 mL a mais do 

volume necessário calculado no passo 8.5.e. Homogeneizar e manter a solução 

estéril em banho de gelo por pelo menos 10 minutos ou até a utilização.  

b. Centrifugue a suspensão celular por 10 minutos a 500 x g, a 4o C, com o uso de 

freio.  

c. Durante a centrifugação, prepare os criotubos com as etiquetas apropriadas e os 

mantenha-os sem as tampas dentro do fluxo laminar para receber as células.  

d. Após centrifugação inverta o tubo cônico desprezando o sobrenadante com 

cuidado para não ressuspender as células no fundo do tubo, e com o auxílio de 
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uma pipeta automática aspirar o restante do sobrenadante que fica na borda do 

tubo mantendo-o invertido.  

e. Ressuspenda as células com solução de meio de congelamento gelado utilizando 

o volume definido pelo cálculo acima (concentração de 5x106 células/mL). 

Certificar que  

a amostra estará bem homogênea para garantir a quantidade exata de 

células por criotubo.  

f. Distribuia rapidamente 1 mL da suspensão celular em cada criotubo (5x106 

células/criotubo).  

g. Feche os criotubos e transfira imediatamente para o Mr. Frosty previamente 

acondicionados a 4o C. Feche o container e o coloque no freezer -80° C até o dia 

seguinte.  

Após a adição da solução de congelamento, deve-se trabalhar 

rapidamente até a transferência das células para o freezer -80° C, pois a solução 

de DMSO é tóxica e pode afetar a viabilidade celular.  

h. No dia seguinte, transfira os criotubos do Mr. Frosty para uma caixa 10x10 ou 

5x5 próprias para o armazenamento nos tanques de nitrogênio, previamente 

acondicionada a -80° C ou no nitrogênio líquido.  

O Mr. Frosty deverá ser mantido a 4o C quando não estiver sendo 

utilizado. Observar se o nível de isopropanol encontra-se correto e que o mesmo 

tenha sido substituído a cada 5 ciclos de congelamento a -80° C.  

  

i. Armazenar a caixa contendo amostras no tanque de nitrogênio líquido, mantendo 

anotação da localização de cada tubo no tanque.  
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FORMULÁRIO DE ISOLAMENTO DE CÉLULAS – PBMC 

 

ID do participante (PID):  

Data de coleta: Hora da coleta: 

Data de início do 

processamento: 

Hora de início do 

processamento: 

Processado 

por: 

 
Tipo do tubo de amostra NaHep 

Condição do sangue NORM / HEMO / COAG / LIPE 

Volume de sangue total utilizável mL 

Método de contagem (nome do instrumento ou contagem manual)  

Volume da suspensão de contagem com Hank’s ou PBS (V) mL 

Concentração média de contagem de células (C) x 106 células/mL 

Número total de células (T) = C x V x 106 células 

Calcular o rendimento de célula / mL do sangue total (Verificação de 

QC)=(T/Volume de sangue total útil) x 106 células/mL 

Calcular o volume da nova suspensão CPS estimada (V1)=(T/4x106 

células/mL)(1mL) mL 

Calcular o volume de nova suspensão CPS final (Vf), arredondando para BAIXO 

para o mL inteiro mais próximo mL 

Calcule o número real de células por alíquota N2 = (T/Vf) x V2; (V2 = 1mL) x 106 cel/alíquota 

Data e hora de congelamento  

Número total de alíquotas congeladas  

Data da transferência dos criotubos para a caixa  

 

  

 

 

Reagentes Fabricante Lote Data de validade 

DMSO    

FBS    

Hank’s ou PBS    

Meio de gradiente de 

densidade    

CPS 
Data que foi preparado Data de validade Quem preparou 
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ID do participante (PID):  

 
Contagem de hemocitômetro Contagem total Contagem viáveis Contagem não viáveis 

Quadrado N˚1 (células/mm2)    

Quadrado N˚2 (células/mm2)    

Quadrado N˚3 (células/mm2)    

Quadrado N˚4 (células/mm2)    

Média de contagem de células por 

quadrado (células/mm2) 

   

Fator de diluição PBMC (1:DF)    

Fator de hemocitômetro para 

células/mL 
104 104 104 

Concentração da contagem de 

células (C) = (média de células/ 

mm2)(DF)( 104); converter em 106 

células/mL 

Não se aplica 

x 106 células/mL 

Não se aplica 

% viabilidade = (células 

viáveis/total de células)(100) 
Não se aplica 

% 
Não se aplica 

 

Comentários e desvios de protocolo: 

 

 

 

 

 

 


