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RESUMO 

 

A malária e a dengue são doenças prevalentes nas regiões tropicais e subtropicais e 

de grande importância em saúde pública. Na malária, existe um fenômeno associado 

ao aumento da patogenicidade chamado citoaderência, no qual ocorre o sequestro do 

parasita para outros órgãos do corpo. Alguns receptores de células endoteliais estão 

envolvidos nesse processo como ICAM-1, PECAM-1, VCAM-1 e P-selectina. Em 

áreas endêmicas para o parasita malárico e o vírus da dengue podem ocorrer 

infecções simultâneas. Contudo, pouco se sabe sobre coinfecção por malária e 

dengue no Brasil. Nenhum estudo mostrou até o presente momento o que ocorre na 

citoadesão durante a coinfeccão dengue-malária. Por isso, nosso objetivo foi observar 

se a adesão de eritrócitos infectados por Plasmodium vivax (PviEs) aumenta em 

células do hepatocarcinoma humano (HEP-G2) infectadas concomitantemente por 

dengue. O estoque viral de dengue 4 (DENV4) foi feito em células C6/36 e os PviEs 

foram enriquecidos por gradiente Percoll para serem usados no ensaio de citoadesão 

com células HEP-G2. Nossos resultados mostraram que as células HEP-G2 

expressam a molécula de adesão ICAM-1, mas não PECAM-1 e VCAM-1, enquanto 

as células A549 não expressam nenhuma destas. Mostramos também que DENV4 se 

replica em células HEP-G2 e houve um aumento da expressão de ICAM-1 nas células 

infectadas pelo vírus, após 4 dias de infecção. Junto a isso, observamos que a 

citoadesão de PviEs aumentou após infecção por DENV4. O tratamento com tripsina, 

degradante das proteínas do parasita, diminuiu a adesão de PviEs, enquanto a 

presença de soro humano anti-Pv não preveniu a citoadesão. O uso do inibidor BX795 

reduziu os níveis de PviEs, ao contrário da cloroquina. Por fim, a adesão de PviEs 

diminuiu 5,5 vezes em células HEP-G2 tratadas com o anticorpo a-ICAM-1, quando 

comparadas ao controle sem bloqueador. Esses resultados demonstram que a 

citoadesão de PviEs aumenta com uma infecção concomitante por DENV e sugerem 

maiores investigações sobre receptores e vias imunes envolvidos nesse fenômeno 

durante a coinfecção dengue-malária. Este estudo também nos alerta para uma maior 

atenção aos pacientes diagnosticados com monoinfeccão por dengue ou malária em 

áreas endêmicas. 

 

Palavra chaves: dengue; malária; receptores endoteliais; células do hepatoma 

humano; citoadesão; co-infecção.  



 

ABSTRACT 

 

Malaria and dengue are prevalent diseases in tropical and subtropical regions and are 

great importance in public health. In malaria, there is a phenomenon associated with 

pathogenicity called cytoadherence, in which parasite sequestration occurs to other 

organs of the body. Some endothelial cell receptors are involved in this process such 

as ICAM-1, PECAM-1, VCAM-1 and P-selectin. In endemic areas to the malarial 

parasite and dengue virus, simultaneous infections may occur. However, little is known 

about malaria and dengue coinfection in Brazil. None study has yet shown what occurs 

in cytoadhesion during dengue-malaria coinfection. Therefore, our objective was to 

observe whether the adhesion of Plasmodium vivax-infected erythrocytes (PviEs) 

increases in human hepatocarcinoma (HEP-G2) cells concomitantly infected with 

dengue. Dengue 4 viral stock (DENV4) was done on C6/36 cells and PviEs were 

enriched by Percoll gradient to be used in the HEP-G2 cell cytoadhesion assay. Our 

results showed that HEP-G2 cells express the adhesion molecule ICAM-1, but not 

PECAM-1 and VCAM-1, while A549 cells do not express the molecules. We also 

showed that DENV4 replicates in HEP-G2 cells and increased ICAM-1 expression in 

virus-infected cells after 4 days of infection. In addition, we observed that PviEs 

cytoadhesion increased after DENV4 infection. Trypsin treatment, degrading parasite 

proteins, decreased PviEs adhesion, while the presence of anti-Pv human serum was 

not protective against cytoadhesion. Use of the BX795 inhibitor reduced PviEs levels, 

unlike chloroquine. Finally, PviEs adhesion decreased 5.5-fold in HEP-G2 cells treated 

with the a-ICAM-1 antibody when compared to the without blocker control. These 

results demonstrate that PviEs cytoadhesion increases with a concomitant DENV 

infection and suggest further investigations into receptors and immune pathways 

involved in this phenomenon during dengue-malaria coinfection. This study also alerts 

us to greater attention to patients diagnosed with dengue or malaria monoinfection in 

endemic areas. 

 

 

Key words: dengue; malaria; endothelial receptors; human hepatocarcinoma cells; 
cytoadhesion; co-infection. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
Nos últimos anos, cerca de 8,5 bilhões de pessoas, pertencentes a países de 

climas tropicais e subtropicais estão em constante risco de adquirir dengue (DENV) e 

malária, doenças transmitidas por artrópodes do gênero Aedes e Anopheles, 

respectivamente. De modo predominante no Sul da Ásia, África e Amazônia, 

constituindo assim uma grande ameaça para os países em desenvolvimento 

(ANDERS; HAY, 2012; FAUCI; MORENS, 2012). DENV é uma das doenças 

infecciosas agudas com maior circulação no Brasil, representando um grave problema 

de saúde pública principalmente nas regiões de climas tropicais ou subtropicais. 

Fatores como clima, crescimento populacional desordenado, estruturas básicas 

inadequadas, migração da zona rural para urbana são algumas condições favoráveis 

para o desenvolvimento do mosquito Aedes aegypt, transmissor da doença (COSTA; 

CALADO, 2016). O DENV pertence ao gênero Flavivirus, família Flaviviridae, sendo 

um vírus de cadeia simples, sentido positivo, com RNA agrupado em quatro sorotipos 

antigenicamente distintos, denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 

(RIGAU-PÉREZ et al., 1998).  

DENV manifesta um espectro clínico muito amplo, podendo apresentar desde 

quadros assintomáticos à mais graves (hemorragia e choque), podendo evoluir para 

óbito. (ARAUJO; DESMOULIÈRE; LEVINO, 2014). Segundo dados do Ministério da 

Saúde, a região Norte em 2019 apresentou uma taxa de incidência de 195,8 

casos/100 mil habitantes. Destes, o estado do Amazonas registrou 2,8 mil casos 

prováveis. Em Manaus, todos os sorotipos de dengue ocorrem simultaneamente 

(MOURÃO et al., 2015).  

 Assim como DENV, a malária também é uma doença prevalente na região 

Amazônica, sendo responsável por mais de 42% dos casos de malária nas Américas. 

Houve uma redução significativa do ano de 2000 com 1,2 milhões de casos para 

427.000 casos em 2013 (WHO, 2015). A propagação da malária no Brasil é fortemente 

afetada pelas particularidades sociodemográficas, políticas e ambientais da região 

amazônica (SIQUEIRA et al., 2016). O principal vetor da transmissão é o mosquito 

Anopheles darlingi presente em aproximadamente 80% do país, onde 99,8% dos 

casos são restritos à região da Bacia Amazônica. O Plasmodium vivax (Pv) 

corresponde a  83,7% dos casos registrados, o Plasmodium falciparum (Pf) a 16,3%, 

sendo raramente observados casos por Plasmodium malariae (OLIVEIRA-FERREIRA 
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et al., 2010).  

No estado do Amazonas, durante os anos de 1960 a 1980, a malária 

apresentou pequenos níveis endêmicos, com casos de epidemias em poucos 

municípios. Na capital Manaus, a incidência da malária é epidêmica devido a presença 

de migrantes em grande escala, que saem da periferia da cidade, onde há uma maior 

presença de criadouros do mosquito Anopheles. O aumento do desmatamento e a 

ocupação desordenada de áreas antes cobertas por mata, e agora por invasões, 

podem estar envolvidos com a reintrodução e permanência da doença (SARAIVA et 

al., 2009).  

Segundo dados da FVS, em 2018 foram notificados 68.396 casos de malária. 

Houve uma redução de 10% no número de casos, comparado com 2017 que registrou 

76.106 casos notificados. O ciclo biológico do parasita ocorre quando o mosquito 

injeta os esporozoítos na corrente sanguínea e parte deles, chegam aos hepatócitos 

e conseguem se multiplicar e dar origem aos merozoítos, estes se rompem e são 

liberados na corrente sanguínea infectando as células do sangue. Esse processo é 

capaz de evadir uma resposta imune e no caso da malária falciparum ocasionar o 

sequestro das formas maduras de trofozoítos e esquizontes do parasita para outros 

órgãos do corpo. 

A capacidade do Pf evadir a resposta imunológica do ser humano está 

associada ao sequestro de eritrócitos infectados para outros órgãos e este fenômeno 

está correlacionado com sua maior patogenicidade. Uma vasta gama de  receptores 

endoteliais como ICAM-1, CD36, EPCR (receptor de proteína C endotelial), PECAM-

1, P-selectina, E-selectina dentre outros receptores podem se ligar a eritrócitos 

infectados por Pf facilitando a citoaderência a essas moléculas de ligação 

(METWALLY et al., 2017). 

Estudos mostraram que o Pv também tem a capacidade de realizar o 

sequestro de eritrócitos infectados, embora este processo seja 10 vezes menor 

comparado com o Pf. Este mecanismo de sequestro está associado a malária vivax 

severa. Ainda que a infecção por Pv seja menos grave que por Pf, a acumulação em 

determinados órgãos como pulmão e placenta de eritrócitos infectados por 

Plasmodium vivax (Pv-iEs) está relacionada a uma resposta inflamatória exacerbada 

e com um quadro clinico grave (CARVALHO et al., 2010)  

Atualmente, uma co-infecção entre malária e outras diferentes espécies de 

vírus, como o HIV e influenza, tem sido reportada como um emergente  problema 
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mundial. Na África sub-sahariana, estudos recentes têm demonstrado que pacientes 

infectados com o HIV (HOCHMAN; KIM, 2009) e a Influenza (THOMPSON et al., 

2012) são mais susceptíveis à infeção por Pf. Além do mais, a infecção por Pf tornam 

os pacientes HIV mais vulneráveis para a progressão do quadro clínico da AIDS 

(CUADROS; BRANSCUM; CROWLEY, 2011; ROGERSON; WIJESINGHE; 

MESHNICK, 2010). Visto que, nesses pacientes a gravidade do quadro clinico poderá 

favorecer um aumento da citoaderência de PfiEs. 

Como mencionado anteriormente, a malária e a dengue são doenças 

transmitidas por artrópodes para os seres humanos e consideradas emergentes. A 

co-infecção DENV-malária foi relatada em alguns estudos realizados na Índia, 

Paquistão, sudeste da Ásia, Guiana Francesa e Brasil. Além disso, colaboradores do 

nosso grupo, observaram a presença de co-infecção de DENV e malária (Pv e Pf) em 

regiões endêmicas, o quadro clínico destes pacientes parece ser mais grave 

(EPELBOIN et al., 2012; GUZMAN et al., 2010; HATI et al., 2012; MAGALHÃES et al., 

2012). No entanto, até o presente momento não há estudos envolvendo a resposta 

imune em pacientes co-infectados com DENV-malária.  

Tanto dengue quanto malária ocorrem em áreas endêmicas de países em 

desenvolvimento e ambas as patologias podem ocorrer simultaneamente. A infecção 

simultânea poderia levar o paciente a manifestar um quadro clínico mais grave, uma 

vez que na malária ocorre o mecanismo de citoadesão dos eritrócitos infectados pelo 

plasmodium, com o sequestro das formas maduras do parasita para outros órgãos do 

corpo, uma coinfecção poderia intensificar essa citoadesão. Nossa hipótese é de que 

células que são permissíveis tanto a infecção por dengue quanto malária e que 

apresentam os receptores envolvidos no processo de citoadesão, possam aumentar 

a citoadesão quando infectadas por DENV.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Malária  

Em países tropicais e subtropicais, a malária continua a ser um grave problema 

de saúde pública comparado com outras doenças parasitarias. Os mosquitos 

transmissores da malária pertencem ao gênero Anopheles e a ordem dos dípteros da 

família Culicidae. A transmissão ocorre em maior parte nas áreas rurais e em menor 

proporção em áreas urbanas. Nas últimas décadas , o mundo vêm realizando medidas 

preventivas para o controle da malária (ALONSO; TANNER, 2013). A malária continua 

endêmica em 20 países das Américas, onde a maior parte dos casos ocorrem na sub-

região amazônica. A argentina está em processo de certificação da erradicação da 

doença, além de países como Belize, Costa Rica e El Salvador, Equador, México e 

Suriname que já reduziram a incidência de casos autóctones. No Brasil, a área 

endêmica para a transmissão da doença é a Região Amazônica que correspondem a 

99% dos casos apresentados no país. A região Amazônica, de todo o cenário 

brasileiro é considerada a área de maior endemia para malária, por apresentar 

condições socioeconômicas e ambientais tais como saneamento básico, clima e 

temperatura que favorecem a proliferação do vetor (PARISE, 2009) 

Para o controle e prevenção da presença do vetor em áreas endêmicas é 

realizada a distribuição de redes tratadas com inseticidas, pulverização residual 

interna, controle do vetor (redução da densidade do vetor ou da taxa de infectividade) 

(YEWHALAW et al., 2017;HALSEY et al., 2017). Um dos problemas a serem 

enfrentados agora é a resistência do parasita ao tratamento contra malária. Em 

estudos realizados na Papua Guinea, verificou-se a resistência de Pv a cloroquina, 

assim como ocorre em Pf (RUNGSIHIRUNRAT et al., 2015). 

Como apoio a prevenção e controle da malária, a empresa britânica 

GlaxoSmithKline (GSK), está testando a vacina RTS,S em criança com idade entre 6 

semanas a 17 meses na região. Os casos de malária foram reduzidos em 39% nos 

primeiros 4 anos de vidas das crianças e 27% para os bebês. A RTS,S possui como 

alvo a proteína de circunsporozoíta (CSP) do Pf, que é expressa no esporozoito do 

Plasmodium durante o estágio do seu ciclo de vida que ocorre nos hepatócitos 

(MORIS; JONGERT; MOST, 2017). 
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2.1.1 Ciclo biológico da malária  

A transmissão ocorre após a picada do mosquito Anopheles fêmea durante o 

repasto sanguíneo com intuito de alimentar sua prole. No momento da picada, ocorre 

a inoculação da forma infectante para os humanos (os esporozoítos). Esses 

esporozoítos são levados da corrente sanguínea para os hepatócitos (ciclo pré-

eritrocítico), onde amadurecem e transformam-se em merozoítos (ACHARYA et al., 

2017). Esses merozoítos se rompem e são liberados na corrente sanguínea, onde 

infectam as hemácias, dando início a fase intraeritrocitária, onde ocorre a 

transformação de merozoítos em trofozoítos, que futuramente darão origem aos 

esquizontes. Esses esquizontes rompem-se e são liberados para a corrente 

sanguínea na forma de merozoítos, que podem infectar novos eritrócitos ou se 

diferenciar em gametócitos masculino ou gametócitos feminino (KIRK, 2001).  

Os gametócitos masculino e feminino podem ser ingeridos pelo mosquito ao 

alimentar-se de sangue de uma pessoa infectada, dando fim a fase de esquizogonia. 

A próxima fase do ciclo ocorre no mosquito, chamada de esporogonia. Ao ingerir os 

gametas após o repasto ocorre a exflagelação, os gametócitos feminino diferenciam-

se em macrogametócito no Anopheles. O microgameta se funde com o macrogameta 

dando origem ao zigoto, que se transforma na forma movél, o oocineto, no intestino 

médio do vetor, o oocineto se transforma em oocisto (havendo a formação de 

esporozoítos). Os oocistos se rompem e liberam milhares de esporozoítos para as 

glândulas salivares dos mosquitos, estando prontos para continuar o ciclo e infectar 

novos hospedeiros vertebrados (Figura 1) (MATUSCHEWSKI, 2006). 

Na malária por Pv, ocorre um processo chamado de recaida, na qual a forma 

de hipnozoítas, ficam de forma latente no fígado e pode resultar na liberação de 

merozoítos para a corrente sanguínea, dando inicio novamente a infecção (WHITE, 

2011). 
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Figura 1: Ciclo biológico do Plasmodium. Fonte: Adaptado da sigla em inglês CDC 
(Centers for disease control and prevention). 

 

2.1.2 Epidemiologia da Malária  

Em 2017, estima-se que 219 milhões de casos tenham ocorrido mundialmente. 

Destas, cerca de 435.000 mortes por malária ocorreram em todo o mundo. No 

continente africano, ocorre a maior prevalência dos casos de malária no mundo, sendo 

responsável por aproximadamente 92% dos casos e 93% das mortes relacionadas a 

malária, o que ocorre principalmente em crianças menores de 5 anos por serem mais 

susceptíveis a doença, infecção e mortalidade. Em seguida, para os casos de 

incidência de malária estão o Sudeste da Ásia (5%) e Região oriental do Mediterrâneo 

(2%). A taxa de incidência de malária caiu para 18%, globalmente no período de 2010 

a 2017. Mundialmente, cerca de 266 mil crianças vieram a óbito em 2017. Mesmo 

havendo redução na taxa, ainda continua elevado o número de mortes em menores 

de 5 anos em áreas endêmicas (Figura 2) (WHO, 2019).  
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Figura 2: Incidência de malária globalmente. Fonte: Adaptado de (WHO,2015). 
 

No Brasil, há 3 espécies responsáveis pela incidência da malária: Pv, Pf e Pm. 

Casos esporádicos podem ocorrer no Brasil por Plasmodium ovale, mas isto se deve 

a importação de infecções advindas de regiões do continente africano, já que esta 

espécie é restrita a este continente. O Brasil apresenta uma média de 422.858 casos 

totais por ano. De acordo com o Ministério da Saúde, em 2018, o Brasil registrou 

186.863 novos casos de Malária (Figura 3). Dentre esses, mais de 90% dos casos 

ocorreram na Região Amazônica. A Região Amazônica é composta por: Acre, Amapá, 

Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins. Cerca de 

73% dos casos registrados oriundos de outros países, pertencem a Venezuela. Os 

países africanos representam uma menor proporção nesse número de casos (Brasil, 

2019). 
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Figura 3: Epidemiologia de malária no Brasil. Fonte: Sinan e Sivep-Malária/SVS/MS. 
 

Conforme dados do relatório do Sistema Nacional de Vigilância em Saúde, o 

estado do Amazonas em 2019 notificou 63.361 casos de malária, correspondendo um 

total de mais de 20% dos casos da Amazonia Legal. Os municípios que tiveram maior 

incidência de casos de malária foram São Gabriel da Cachoeira, Barcelos, Manaus e 

Santa Isabel do Rio Negro. A Fundação de Vigilancia em Saúde do Amazonas  

também registrou uma diminuição no número de casos  por Pf,  foram 1.417 casos a 

menos em relação ao ano anterior. O número de internações também reduziu tanto 

no estado quanto nos municípios 16% e 15,8%, respectivamente (Brasil, 2011). 

 

2.2 Dengue  

DENV é transmitido pela picada dos mosquitos Aedes aegypti e em menor 

proporção pelo Aedes albopictus. O DENV possui 4 sorotipos circulantes, 

antigenicamente distintos (DENV1-4), os quais pertencem a família Flaviviridae do 

gênero Flavivirus. (MURRAY; QUAM; WILDER-SMITH, 2013). É um vírus de RNA, 
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com polaridade positiva e cadeia simples codificando 10 proteínas, sendo estas 

divididas em três proteínas estruturais: capsídeo (C), membrana (prM) e envelope (E) 

e sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) 

(BÄCK; LUNDKVIST, 2013). 

A prevenção e controle da dengue pode ser em três etapas: controle físico, 

controle biológico e controle químico. No controle físico, são medida preventivas: o 

mapeamento dos focos de dengue, vigilância, determinação dos locais de oviposição, 

programas de controle nas comunidades e educação de estratégias de prevenção. 

Como estratégia no controle biológico pode-se utilizar: bactérias geneticamente 

modificadas que são reintroduzidas no vetor limitando assim a transmissão da doença, 

vetores geneticamente modificados, uso de técnica de insetos estéreis, peixes 

larvicolas e crustáceos. O controle químico tem como foco o uso de inseticidas e 

derivados de plantas, reguladores de crescimento de insetos, feromônios como  

abordagem de atrair e matar o inseto (RATHER et al., 2017). 

Embora dengue não seja uma doença recente, ainda não há comercialização 

de vacinas específicas mundialmente, mas existem algumas vacinas candidatas. 

Umas dessas candidatas é vacina Dengvaxia que foi recentemente aprovada em 12 

países incluindo o Brasil, para indivíduos de 9 a 45 anos que moram em áreas 

endêmicas, e vêm sendo licenciada nesses países desde dezembro de 2015. Essa 

aprovação foi baseada em estudos de fase III, porém os estudos ainda estão 

avaliando a melhor definição da eficácia da vacina e segurança (FEZZAZI, EL et al., 

2017;WICHMANN et al., 2017). 

 

2.2.1 Ciclo de replicação do dengue  

A infecção pelo DENV inicia quando o mosquito realiza seu repasto sanguíneo no 

hospedeiro e o vírus é introduzido. A partir da picada, o vírus entra e internaliza em 

uma célula por endocitose, mediada pelos receptores do hospedeiro como Dendritic 

Cell- molécula de adesão intercelular específica 3 agarradas a não integrinas (DC-

SIGN), sulfato de heparan, glicoesfingolipideo nLc4Cer, manose, CD14 e HSP70/90. 

Após a entrada do vírus ocorre a acidificação do endossoma, fazendo com que haja 

a fusão da membrana vesicular e viral, permitindo a entrada do nucleocápsideo no 

citoplasma e no genoma  (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015). 

O RNA de sentido positivo é traduzido em uma grande poliproteína no reticulo 

endoplasmático rugoso (RER). Essa poliproteína é processada por clivagem pela 
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ação de proteases virais e do hospedeiro gerando as proteínas estruturais maduras. 

Após essa clivagem, ocorre a tradução do RNA sentido positivo em um RNA de 

sentido negativo, que atua como uma fita molde para formar novas partículas virais 

de sentido positivo. Os virions imaturos ficam no RER, durante seu transporte para o 

meio extracelular, a proteína prM funciona como uma proteção, para impedir a fusão 

prematura. Com a maturação dos virions no complexo de Golgi, através da clivagem 

da proteína prM em M, as partículas virais estão prontas para serem liberadas por 

exocitose no meio extracelular (Figura 4) (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). 

 

 
Figura 4: Ciclo de replicação do DENV. Fonte: Adaptado de (SCREATON et al., 
2015) 
 

2.2.2 Epidemiologia de Dengue  

Nos últimos anos, a incidência de dengue aumentou mundialmente, muitos 

casos de dengue estão subnotificados, no entanto, uma estimativa recente indica que 

390 milhões de indivíduos podem ser infectados por ano, desses 96 milhões podem 

apresentar sintomas. Estima-se que 3,9 bilhões de pessoas em 128 países, estão em 

risco de infecção por dengue. De 2010 para 2016, os números de registros 

aumentaram de 2,2 milhões para 3,2 milhões. O número de casos em toda a América, 
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Sudeste Asiático e Pacífico Ocidental superaram a margem de 3,4 milhões em 2016. 

Em 2016, as Américas relataram mais de 2,35 milhões de casos (WHO, 2017). 

No Brasil, segundo dados do boletim epidemiológico lançado pelo Ministério da 

Saúde, em 2019 até a semana epidemiológica 11 (SE 11), foram registrados mais de 

229 mil casos prováveis de dengue, tendo uma incidência de 109,9 casos/100 

habitantes. A incidência por regiões geográficas mostrou que as regiões Centro-oeste 

e Sudeste apresentaram as maiores taxas de incidência: 250,8/100 mil hab. casos e 

170,8/100 mil hab., respectivamente (Brasil, 2019). 

No estado do Amazonas em 2016, foram notificados 3694 casos de dengue, 

destes 204 obtiveram positividade para dengue. A taxa de incidência de casos 

notificados foi de 97,8/100.000 habitantes. Em 2019, de acordo com a SE 11 do 

Ministério da Saúde, o estado do Amazonas registrou 4.080.611 casos prováveis, com 

uma taxa de incidência de 18,6 casos/ 100 mil hab. (FVS, 2016; Brasil, 2019). 

 

2.3 Resposta imune  

A resposta imunológica é realizada pelo sistema imune inato (responsável pelo 

reconhecimento dos microrganismos patogênicos) e adaptativo (responsável pela 

memoria imunológica e os perfis de resposta imune celular e humoral). O 

reconhecimento do Padrão Molecular Associado aos Patógenos (PAMPs) é realizado 

principalmente pelos Receptores de Reconhecimento Padrão (PRRs), Toll-like 

receptores (TLR) e RIG-like receptores (RLRs) (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 

2006). A ativação desses PRRs modula a expressão de citocinas e de receptores de 

superfície em monócitos e células endoteliais. No entanto, as vias de sinalização 

envolvidas na resposta imune contra malária e DENV ainda não estão totalmente 

estabelecidas. 

2.3.1 Resposta imune na malária  

Na malária, um dos principais PRR’s envolvidos são membros da família TLR’s 

como TLR-2, TLR-4 e TLR-9, no entanto, o papel deles na patologia ainda não está 

claro. O fator de diferenciação mieloide 88 (MyD88) é essencial para a produção de 

citocinas por meio de TLR’s (COBAN et al., 2007). Os fagócitos, como por exemplo a 

célula dendrítica, macrófagos e monócitos, apresentam em sua superfície os TLR’s, 

o mecanismo de ação de reconhecimento através de PAMP´s do patógeno incluem 

GPI, hemozoina e toxinas permitindo a ativação dessas células. Na malária, ocorre 

um fenômeno chamado tempestade de citocinas, onde o patógeno induz uma 
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produção exacerbada da produção de citocinas pro-inflamatórias como TNF-α, IFN-γ 

e IL-6. Os macrófagos e monócitos são os  principais mediadores, para que ocorra 

esse evento que é observado durante o período de fase aguda da doença (LÓPEZ et 

al., 2017);(HUNT; GRAU, 2003; PORTILLO et al., 2012).  

Foram estudados até o momento 3 componentes no parasita capazes de 

induzir uma resposta imune no hospedeiro: glicosilfosfatidinositol (GPI), hemozoina, 

DNA e RNA. GPI’s são estruturas de carboidratos preservada, etanolamina-fostato-

6Mana1-2Mana1-6Mana1-4GlcN, alpha (1-6) - ligada para o PI. Estes ativam a 

proteína tirosina quinase e a proteína quinase C, que juntos regulam a ativação do 

fator de transcrição NF-kB. Os efeitos danosos de GPI’s podem ser associadas a 

possibilidade de induzir o TNF-a e outras citocinas pró-inflamatórias e óxido nítrico, 

que contribuem para a patologia da doença. Estudos mostraram que o 

reconhecimento de GPI’s de Pf por macrófagos ocorre por TLR2 e em menor 

proporção por TLR4 (Figura 5) (KRISHNEGOWDA et al., 2005) 

A hemozoina (HZ), também conhecida como pigmento malárico é gerada a 

partir da desintoxicação de moléculas de heme que persistem nos vacúolos 

alimentares na malária. Quando ocorre a ruptura do esquizonte e fagocitose pelas 

células mielóides ocorre a liberação de HZ intracelular na circulação sanguínea, 

ocasionando sua concentração no reticulo-endotelial. Estas, assim como GPI’s 

também ativam macrófagos para produzir citocinas, quimiocinas e óxido nítrico pró-

inflamatórios e aumentam também a maturação de células dendríticas mielóides. 

Verificou-se que tanto em testes in vitro quanto in vivo, a HZ complexada ao DNA ativa 

TLR9 e esta ativação é dependente de MyD88 (Figura 5) (COBAN et al., 2005). 

No entanto, ainda não é claro o papel da HZ na resposta imunológica, não se 

sabe se há outros receptores envolvidos além do TLR9. Pesquisas estão sendo 

desenvolvidas para identificar se este pode ativar o NLRP3 e os componentes da 

cascata de ativação do inflamassoma, sendo responsável por uma maior liberação de 

citocinas pró-inflamatorias (OLIVIER et al., 2014).  

O genoma de Pf possui aproximadamente 300 CpG e 6000 motivos rico em AT 

imunoestimuladores, Pv possui um número parecido, contêm próximo de 200 CpG. 

Quando estes estão no fagolissomos ativam o receptor TLR9. O DNA de esquizontes 

também induz a ativação de TLR9, através de sua presença citosólica (GOLENBOCK 

et al., 2014). Além disso, o RNA citosólico do Plasmodium induz a ativação de TLR7 

via proteína 5 associada ao melanoma de diferenciação (MDA5) e não via RIG- I 



27 
 

 

(BACCARELLA et al., 2013) 

 

  
Figura 5. Ativação de monócitos/macrófagos por PAMP’s do Plasmodium. Fonte: 
Adaptado de (CHUA et al., 2013). 
 

Mediante uma infecção por malária, o hospedeiro produz uma grande 

quantidade de citocinas pró-inflamatórias como: IL-6, TNF-a, IL-1, IL-12 IFN-g, essas 

citocinas tem papel importante no crescimento parasitário (GOWDA, 2007). Segundo 

SAMPAIO; ERIKSSON; SCHOFIELD, 2018), macrófagos  e monócitos de pacientes 

infectados com plasmodium falciparum apresentaram um nível menor de NF-kB,  

TNF-a, IL-10, IL-6, MCP-1 (proteína quimioatraente monocitária), MIP-1a (proteína 

1a) e MIP-1b, sugerindo que essa regulação imune por Pf-EMP, afeta fatores de 

transcrição, citocinas e quimiocinas do hospedeiro. 

A cloroquina além de ser usada como droga antimalárica, também tem um 

papel anti-inflamatório. Em doenças autoimunes é usada para tratar pacientes com 

LES (lúpus eritomatoso sistêmico). A cloroquina com potencial anti-inflamatório 

interage com os ácidos núcleicos que são reconhecidos por TLR’s, como 

consequência da interação da cloroquina com os ácidos nucleicos causam 

modificações estruturais nos TLR’s impedindo que haja reconhecimento dos ácidos 

nucleicos. Um outro papel importante da cloroquina é a inibição da autofagia ao 

prejudicar a ligação do autofagossomo com os lisossomos. O fármaco também induz 

uma desorganização grave do complexo de Golgi endo-lisossômico, isso pode ter 
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como consequência o comprometimento da fusão e produção de novas proteínas 

(KUZNIK et al., 2011; MAUTHE et al., 2018). 

 

2.3.2 Resposta imune no dengue  

DENV pode ocasionar uma febre rápida ou uma forma mais grave, denominada 

febre hemorrágica. A patologia pelo DENV pode propiciar algumas alterações no 

sistema imune como: derrame vascular, diátese hemorrágica, ascite, derrame pleural, 

anemia e trombocitopenia. A trombocitopenia, desequilíbrio na regulação da 

coagulação e fibrinólise talvez sejam indutores da dengue hemorrágica (YEH et al., 

2013a). 

Durante uma infecção viral, o sistema imune inato reconhece RNA ou DNA do 

vírus através de PRR’s, gerando um estado antiviral. Na resposta imune para dengue, 

os PRR’s que estão correlacionados a induzir uma resposta imune são o gene 

indutivel pelo ácido retinoico I (RIG-I) e a proteína 5 associada a diferenciação de 

melanoma (MDA5), além desses, o TLR3 e TLR7 participam do reconhecimento do 

vírus da dengue. O RIG-I ativa a proteína de sinalização antiviral mitocondrial (MAVS). 

Como consequência dessa ativação, há a ativação da quinase de ligação TANK1 

(TBK1) através de TRIF associado a TRAF3, levando a fosforilação de IKKe, fatores 

reguladores de IFN fosforilantes (IRF3 e IRF7) que entram no núcleo para induzir a 

produção de IFN tipo I como IFNb. Vários inibidores para TBK1 já foram descobertos, 

dentre eles, o inibidor BX795, assim com a inibição de TBK1 não é possível ocorrer a 

fosforilação de IKKe e gerar um estado antiviral, permitindo assim que o vírus possa 

se replicar ainda mais (CLARK et al., 2009; UNO; ROSS, 2018). 

Estudos mostraram que algumas citocinas estão aumentadas em pacientes 

com febre hemorrágica do dengue, estas incluem, TNF-α e IFN-y, contribuindo para o 

aumento da permeabilidade de células endoteliais durante o curso da doença, no 

entanto, outras citocinas também podem estar envolvidas como IL-12, IL-6 e IL-8. A 

infecção pelo DENV modifica a expressão de moléculas de adesão em células 

endoteliais e a produção de citocinas (DEWI; TAKASAKI; KURANE, 2004). 

A ativação exacerbada de NF-kB na resposta imune contra o DENV reduz o 

clareamento viral e ocorre uma produção aumentada de citocinas que afetam os 

monócitos e a permeabilidade das células endoteliais,  aumentando a expressão de 

ICAM-1, CD-36 (YEH et al., 2013a). Essa elevação na expressão de receptores 
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ligantes de monócitos e plaquetas ativam estas células e aumentam os danos 

vasculares. Os mecanismos iniciais da patogênese dessa doença ainda estão sendo 

estudados e mais estudos são necessários para entender melhor o mecanismo de 

citoadesão de receptores e ativação de PRRs em células endoteliais infectadas pelo 

DENV. 

Nas infecções por DENV, ocorre um fenômeno no qual infecções secundárias 

por diferentes sorotipos do dengue, podem levar a um aumento na gravidade da 

doença. O sistema imune após uma primo-infecção por um determinado sorotipo do 

vírus, leva a uma imunidade protetora posteriormente ao mesmo sorotipo viral da 

primeira infecção. Mas em infecções secundárias por heterótipos diferentes pode 

ocorrer um melhoramento dependente de anticorpo sigla em inglês de (ADE) Esse 

mecanismo de ADE inibi uma resposta antiviral através da diminuição da resposta de 

RLR-MAVS reduzindo a autofagia celular (HUANG et al., 2016) 

Os anticorpos reativos cruzados neutralizantes que visam proteínas estruturais 

virais facilitam a infecção de células portadoras do receptor Fcy, levando a um 

aumento da carga viral. O aumento de anticorpos dependentes e células T de reação 

cruzada são hipotéticas para desencadear uma resposta imune exacerbada e 

distorcida a um sorotipo diferente de DENV, resultando em uma alta produção de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-6 que levam a permeabilidade vascular e 

endotelial (DEJNIRATTISAI et al., 2010; BEATTY et al., 2015). 

No DENV ocorre uma disfunção da barreira endotelial ocasionada pela 

replicação viral, o qual leva o extravasamento plasmático, porém essa disfunção ainda 

é mal compreendida. Alguns estudos vêm mostrando que esse vazamento plasmático 

ocorre devido a uma produção exacerbada de citocinas pró-inflamatórias, fatores de 

angiogenêse e outros mediadores (por exemplo trombina, metaloproteinases e 

prostaglandinas), ocasionando uma diminuição da função da barreira endotelial e 

como consequência um aumento da permeabilidade vascular (LIU et al., 2009). As 

plaquetas também podem liberar uma grande quantidade de fatores, incluindo 

citocinas que alteram a levam a uma alteração da função endotelial e manifestações 

patológicas. Durante a infecção por dengue, as plaquetas ativam as vias dependentes 

de caspase-1 para liberar IL-1b, essa liberação de IL-1b está associada a um aumento 

da permeabilidade vascular durante a doença por DENV (HOTTZ et al., 2013) 

Células endoteliais infectadas por DENV em pacientes pode agravar o quadro 

clínico do hospedeiro, como mencionado anteriormente essa alteração das funções 
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das barreiras permite a ativação de células do sistema imune aumentando a produção 

de citocinas e quimiciocinas contribuindo para uma maior viremia (Figura 6). A 

proteína não estrutural NS1 que serve como marcador de diagnóstico para infecção 

aguda por DENV, pode se ligar a componentes do complemento do hospedeiro e inibir 

a ativação do complemento (BEATTY et al., 2015) 

Os anticorpos reagem de forma cruzada com plaquetas, células endoteliais e 

trombina sugerindo que assim contribuam  para a patogênese. Estudos verificaram 

que os proteoglicanos de heparan sulfato tiveram uma alta expressão em células 

endoteliais da microvasculatura primárias (HMVEC-d) e imortalizadas HMEC-1 

infectadas com DENV. Derivados de Escherichia coli sulfatados conseguiram 

bloquear a infecção por DENV das células HMVEC-d e HMEC-1 mostrando que o 

vírus se liga ao receptor heparan sulfato das células. No entanto, esse mecanismo da 

gravidade de dengue como evasão da resposta imune por células endoteliais ainda é 

mal compreendido DALRYMPLE; MACKOW, 2011; VERVAEKE et al., 2013). 

 

 
Figura 6: Representação esquemática do mecanismo de replicação viral de 

dengue através de células endoteliais. 

 O DENV, utiliza células como macrófagos, monócitos, células dendríticas e 

HEP-G2 para sua replicação. O vírus sofre endocitose via clatrina causando a 

ativação proteolítica de caspase 4, 7, 8 e 9, e mudança no potencial de membrana 

dessas células. Isso mostra que o vírus pode utilizar vários mecanismos para se 

replicar. Além disso, mostra a possibilidade do vírus se direcionar para vários 

compartimentos celulares do hospedeiro (THEPPARIT et al., 2004; SUKSANPAISAN; 

SUSANTAD; SMITH, 2009a). 

A resposta imune em pacientes coinfectados com dengue e outros vírus já é 

descrita na literatura. Por exemplo, uma infecção concomitante entre Zika e dengue 
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reduz a capacidade de células TCD4 a produzir citocinas pró-inflamatórias como IFN-

g, TNF-a, e IL-2. Uma hiporresponsividade das células T efetoras, em uma grande 

maioria de pacientes agudos contra o antígeno da DENV NS1 pode ocorrer devido a 

uma exaustão clonal. Uma capacidade reduzida da função de células T, pode interferir 

no desenvolvimento de linfócitos de memória específicos ou de reação cruzada 

proporcionando uma baixa resposta em infecções futuras com outros arbovírus. 

(BADOLATO-CORRÊA et al., 2017) 

Outra possível infecção simultânea é a de DENV com o vírus da influenza. Um 

estudo feito com camundongos infectados observou que ocorre aumento no título de 

anticorpos de DENV em órgãos como pulmão, rins e baço gerando um fenótipo 

exacerbado da doença. Além disso, esses animais apresentaram pneumonia grave, 

com necrose dos pulmões, e um maior número de neutrófilos em comparação com 

macrófagos ou monócitos. Essa infecção conjunta de DENV e vírus da influenza no 

estudo mostrou ser letal para os camundongos (BADOLATO-CORRÊA et al., 2017; 

SCHMID et al., 2017). Entretanto, a coinfeccao entre vírus e o parasita da malária 

também é possível. 

Na literatura, vêm sendo descrito que o quadro clínico de pacientes 

coinfectados tendem a ser mais grave do que monoinfectados. Um estudo 

restrospectivo realizado na Guiana Francesa no período de 2004 a 2010, identificou 

em 104 pacientes coinfectados com dengue e malária, que o nível de plaquetas e 

hematócrito estavam diminuídos, bem como proteína C reativa elevada (PCR) e baixa 

carga parasitaria de Pf (EPELBOIN et al., 2012). 

2.3.1.1 Coinfecção de malária e vírus  

A coinfecção entre malária e outros vírus já vêm sendo estudada a algum 

tempo. Alguns estudos verificaram que a contagem de células CD4 em pacientes 

coinfectados com vírus da imunodeficiência humana (HIV) e malária diminui 

significativamente em comparação com monoinfectados. Pacientes coinfectados 

apresentam malária grave associada ao HIV, caracterizada por uma alta parasitemia 

e anemia grave. As citocinas produzidas por células Th1 podem não ser protetoras 

contra a malária. A expansão de células Th17 e efetoras IL-22 podem atuar 

concomitantemente com os anticorpos e outros componentes imunológicos para 

evitar a malária fatal em pacientes com apenas o plasmodium em seu organismo 
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(RYAN-PAYSEUR et al., 2011; JEGEDE et al., 2017). 

 Uma outra possível infecção simultânea é da malária com o vírus da hepatite 

C (HCV), os ultimos utilizam os hepatócitos  para a replicação viral e parasitaria, 

devido a esse mecanismo de compartilhamento de replicação no mesmo local, uma 

possível coinfecção de malária e HCV pode tornar o quadro de qualquer uma das 

doenças mais grave (NASIR; YAKUBU; MUSTAPHA, 2017).  

A infecção simultânea por dengue e malária também é capaz de ocorrer. Alguns 

estudos mostraram que pacientes que apresentam concomitantemente as duas 

infecções podem manifestar um quadro clínico mais grave, podendo desenvolver 

anemia, hemorragia, plaquetopenia, febre, dentre outras manifestações clínicas. 

Esses patógenos têm tropismo por algumas células humanas, podendo levar ao 

aumento da permeabilidade vascular, facilitando a replicação viral e permissividade à 

infecção do parasita (EPELBOIN et al., 2012; MAGALHÃES et al., 2012; NG et al., 

2015; DIONICIO et al., 2018). 

Tabela 1: Estudos avaliando sintomas e manifestações clínicas em pacientes 
coinfectados por dengue e malária. 

 
Espécie de 
plasmodium 

Local de estudo Quadro clínico Referências 

P. vivax e P. 
falciparum 

Cayene (Guiana 
Francesa) 

Febre prolongada, 
anemia, 
trombocitopenia e 
baixo hematócrito 

Epelboin et al, 
2012. 

P. vivax Amazonas (Brasil) Icterícia, vômito, 
sindrome febril 
aguda, mialgia , 
artralgia, dentre 
outros sintomas. 

Magalhães et al, 
2012. 

P. vivax e P. 
falciparum 

Lahore (Paquistão) Icterícia Assir, Masood, 
Ahmad, 2014 

P. vivax Amazonas (Brasil) Trombocitopenia e 
baixo hematócrito  

Magalhães et al, 
2014 

P. vivax Amazonas (Brasil) Hemorragia, febre 
prolongada, 
vômito, 
hepatomegalia e 
icterícia. 

Mendonça et al, 
2015 
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2.3.1.2 Citoadesão em malária  

A mortalidade e a morbidade diferem para as espécies de parasita Plasmodium 

falciparum e Plasmodium vivax. Pf tem um poder de se multiplicar em maior escala e 

infectar mais eritrócitos (Pf-iEs) contribuindo para sua maior virulência. Mas é o 

deslocamento das formas maduras de eritrócitos infectados por Pf da circulação 

sanguínea para outros órgãos do corpo que causam o sequestro. Este é um evento 

patogênico chave para o estabelecimento da infecção, fazendo com que raras formas 

maduras de Pf-iEs sejam observadas no sangue periférico durante a doença. Em Pv, 

a circulação das formas maduras do parasita podem ser observadas frequentemente 

em amostras de sangue periférico, sugerindo  que esse sequestro talvez não ocorra 

com esta espécie. A maioria dos casos de malária grave registrados são quase que 

exclusivos em Pf, exemplos disso são os episódios de malária cerebral e placentária 

(CARVALHO et al., 2010b). 

A citoaderência por Pf às células endoteliais é um fenômeno bastante 

conhecido que coopera para uma maior patogenicidade e sequestro parasitário 

(ROWE et al., 2009). Um estudo realizado por um de nossos colaboradores 

demonstrou que eritrócitos infectados por Pv-iEs também são capazes de aderir as 

células endoteliais (Figura 6) (CARVALHO et al., 2010b; COSTA et al., 2011). Os 

receptores endoteliais ICAM-1, VCAM-1 e P-selectina são sugeridos para o 

envolvimento na adesão. Células estimuladas com fator de necrose tumoral (TNF-a) 

ou lipopolissacarideo (LPS) apresentam uma elevação na adesão de Pv-iEs 

(WASSMER; COMBES; GRAU, 2003). 
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Figura 7: A: Formas maduras de Pv-iEs obtidos após enriquecimento do 

gradiente Percoll. B e C: Adesão das formas maduras de Pv-iEs (trofozoítos e 
esquizontes) às células endoteliais. Fonte: (COSTA, F. T. et al., 2011). 
  

Pacientes com malária grave por Pf tem uma  perda generalizada da barreira 

endotelial, devido a liberação de produtos ou componentes do parasita próximo ao 

endotélio, resultando em uma regulação de expressão de moléculas de adesão, 

produção de quimiocinas, citocinas e aumento da permeabilidade vascular. As 

histonas de merozoitos de Pf induzem uma resposta pró-inflamatória e permeabilidade 

endotelial. O aumento da permeabilidade endotelial pelas histonas induz a ruptura das 

proteínas juncionais e morte celular, ao qual pode estar relacionado com a alta carga 

parasitária GILLRIE et al., 2012) 

 Outra consequência dessa disfunção da barreira endotelial é o 

comprometimento da permeabilidade vascular de órgãos vitais. Células endoteliais 

infectadas por Plasmodium modifica, em sua superfície celular  a permeabilidade do 

endotélio vascular renal, contribuindo para um aumento dos microambientes 

hipóxicos, resultado de uma combinação final de estresse oxidativo produzido durante 

a infecção e diminuição da produção de oxigênio para células e tecidos (ELIAS et al., 

2012; GILLRIE et al., 2012). 

 

A C B 
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Figura 8: Ativação das moléculas de adesão durante o sequestro de eritrócitos 

infectados por Plasmodium. 
  
 
O sequestro de eritrócitos infectados por Plasmodium não é um fenômeno que 

ocorre apenas in vitro. Estudos analisando autopsia de crianças de áreas endêmicas 

para malária como África e Malai, que morreram após infecção por Plasmodium, 

verificaram a presença de Pf no cérebro. Um único estudo realizado na região 

Amazônica, por um de nossos colaboradores observou a presença de Pv m tecidos 

do fígado, rins e pulmão e não detectou a presença no cérebro como nos outros 

estudos. A causa da morte desses pacientes da região Amazônica foi síndrome do 

desconforto respiratório agudo (SDRA), edema pulmonar associado a infiltrado 

neutrofílico no espaço alveolar, ruptura do baço e disfunção de múltiplos órgãos. A 

provável causa dessas manifestações e complicações que levaram a morte desses 

pacientes, pode ser devido a infecção pelo Plasmodium, tendo em vista que, em todos 

os estudos observaram-se a presença de eritrócitos infectados nesses tecidos 

(DOROVINI-ZIS et al., 2011; LACERDA et al., 2012; MOXON et al., 2013). 

 No entanto, outras células humanas estão relacionadas a maturação do 

parasita. Nas células hepáticas do hospedeiro, local da transformação de 

esporozoitos em merozoitos liberam uma parcela dos estágios maduros do parasita. 

Essas células hepáticas também podem expressar moléculas de adesão como ICAM-

1(HOLLINGDALE; LELAND; SCHWARTZ, 1983; STONANS et al., 1999). Tanto 

dengue quanto a malária tem tropismo por moléculas de adesão. Visto isso, nós nos 

propusemos a avaliar se células infectadas por dengue aumentaria a adesão de 

eritrócitos infectados por plasmodium vivax. Até o presente momento ainda não há 

trabalhos mostrando a citoadesão por malária durante uma coinfecção com outra 

doença. Este é o primeiro trabalho a ser realizado mostrando a citoadesao na 

coinfecção dengue-malária.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar a capacidade de citoadesão dos eritrócitos infectados por Plasmodium 

vivax em células infectadas com vírus Dengue (DENV).  

3.2 Objetivos Específicos 

• Avaliar a expressão de moléculas de adesão  em células HEP-G2 e investigar 

in vitro a capacidade de citoadesão de eritrócitos infectadas por Plasmodium 

vivax na presença ou ausência de infecção por vírus Dengue e sua replicação 

viral  

• Analisar o papel da resposta imune inata na expressão de moléculas de 

adesão e capacidade de citoadesão de eritrócitos infectados por Plasmodium 

vivax . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

 

 
4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 
O estudo do tipo transversal experimental foi usado para caracterização do 

mecanismo da citoadesão na coinfecção Dengue - Malária. As amostras foram 

coletadas no período de maio 2019 até agosto 2019, na Fundação de Medicina 

Tropical (FMT-HVD) de Manaus, Amazonas, centro de referência para tratamento de 

doenças tropicais na Amazônia Ocidental. Os pacientes confirmados positivos para 

malária vivax por gota espessa, foram convidados a participar do estudo, antes de 

iniciar qualquer tratamento antimalárico. Após a apresentação do termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) e assinado pelo paciente, foi coletado 16mL 

de sangue periférico em tubos contendo heparina.  

 
Figura 9: Local de coleta das amostras - FMT-HVD. Fonte: Imagens de divulgação 
FMT-HVD. 
 

4.1 Critérios de Inclusão e Exclusão de pacientes 

Foram incluídos pacientes maiores de 18 anos, com diagnóstico microscópico 

positivo para Pv com parasitemia igual ou maior que duas cruzes. Foram excluídos do 

estudo os pacientes com diagnóstico microscópico para Pf ou infecção mista (P. vivax 

e P. falciparum), gestantes e pacientes que fizeram uso recente de antimalárico como 

cloroquina e primaquina.  

 

4.2 Comitê de Ética  

O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal do Amazonas (CEP/FUA) CAAE: 36936614.3.0000.5020. 
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 4.3 Cultura de células e cepa viral de DENV4 

As células HEP-G2 (ATCC HB-8065), A549 (ATCC CCL185) e Vero (ATCC 

CCL81) foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium) 

(Gibco), suplementado com 10% de Soro fetal bovino (SFB) (Gibco®, Life 

Technologies, EUA), com 10.000 Unidades/mL de penicilina e 10.000 ug/mL de 

estreptomicina (Gibco®, Life Technologies, EUA) e mantidas em 37oC e 5% de CO2. 

A cepa viral H241 (doação do Prof. Dr. Luiz Tadeu Figueiredo, FM-USP/Riberão Preto, 

São Paulo) de DENV4, foi replicada em células C6/36 (célula de Aedes albopictus), 

em meio Leibowitz L15 contendo 2% de soro fetal bovino e temperatura de 28oC. Após 

6 a 7 dias de infecção, o sobrenadante foi coletado e centrifugado por 10 minutos a 

5000 rpm e congelado no -800C para ser utilizado nos experimentos.  As células HEP-

G2 foram plaqueadas em placas de 24 poços, após confluência de 80% foram 

infectadas com 1 MOI (abreviatura do termo em inglês de “Multiplicity of Infection”) de 

DENV4 para avaliar replicação e expressão de moléculas de adesão. 

4.4 Citometria de Fluxo 

As células HEP-G2 e A549 foram cultivadas e após confluência de 80%, foram 

tripsinizadas, em seguida foi adicionado DMEM com 10% de SFB e transferido 2x105 

para cada tubo de ensaio. As células foram lavadas 3 vezes com PBS. Seguidamente 

foram homogeneizadas e adicionadas anticorpos monoclonais CD36 (10uL, Clone 

CB38), CD54(20uL, Clone HA58) e CD106 (20uL, Clone 5I-10C9) conjugados com 

fluorocromo APC (BD Biosciences) em 50uL volume final com PBS +10% SFB. Foram 

incubadas por 30 minutos na geladeira. Após a marcação, as células foram lavadas 3 

vezes com PBS, homogeneizadas. Em seguida foi adicionado 200uL de 

paraformaldeído-PBS a 0,05% para a realização da leitura no citometro de fluxo 

FACSCanto II (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) do Instituto 

Leonidas e Maria Deane (ILMD)- Fiocruz Amazônia. Para as análises foi utilizado o 

programa FlowJo (versão 9.1). 

 

 

4.5 Isolamento e enriquecimento do parasita 

 Após a coleta do sangue do paciente em tubo heparina foi feita uma lâmina 

para confirmar a presença de trofozoítos e esquizontes. Posteriormente, a amostra foi 

centrifugada para separação de plasma. Os sedimentos sanguíneos foram lavados 3 
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vezes em meio RPMI 1640 (Sigma) incompleto (meio de lavagem) para um 

hematócrito final de 10%. A suspensão foi conduzida a uma coluna de celulose 

(Sigma) para a remoção dos leucócitos. Depois, os eritrócitos foram lavados 3 vezes 

e suspendidos em meio RPMI 1640.  

Os eritrócitos contendo trofozoítos e esquizontes, foram separados das formas 

mais jovens, em um gradiente de 45% de Percoll (GE Healthcare) como descrito por 

(CARVALHO et al., 2010c). Cinco mililitros (5mL) dessa solução foram sobrepostos 

em uma solução de 5mL de Percoll a 45% (2,25mL de Percoll, 2,25mL de água 

ultrapura filtrada e 0,5 microlitros (0,5uL) de RPMI 1640 (10x), em um tubo falcon de 

15 mililitros (15mL). A solução foi centrifugada a 1500g, sem freio e sem aceleração, 

por 15 minutos. Logo após, a interface de células foi coletada e depositadas em tubo 

falcon de 15mL e lavadas 3 vezes. Uma lâmina pós Percoll foi realizada para 

determinar a porcentagem de células parasitadas e o número total de células obtidas 

foi determinado a partir de contagem na câmara de Neubauer. 

 4.6 Titulação Viral 

 Foi adicionado 1x105 de células HEP-G2 em placas de 24 poços e mantidas 

por 24h em incubadoras com temperatura de 37°C, contendo 5% de CO2, em meio 

DMEM suplementado com 10% de Soro fetal bovino (SFB) (Gibco®, Life 

Technologies, EUA), com 10.000 Unidaddes/mL de penicilina e 10.000 ug/mL de 

estreptomicina (Gibco®, Life Technologies, EUA). Após o período de incubação, as 

células foram infectadas com três diferentes valores de MOI 0,1, 1 e 2 do vírus dengue. 

As células foram incubadas por 1h a 37oC, contendo 5% de CO2 para que ocorresse 

a adsorção do vírus. Logo após, o sobrenadante viral foi retirado e adicionado meio 

DMEM suplementado com 1% de SFB, as células foram mantidas na incubadora até 

avaliação. O sobrenadante foi recolhido para avaliar a replicação do vírus nessas 

células. 

Células Vero foram utilizadas para realizar a titulação viral. As células Vero 

foram plaqueadas em placas de 24 poços e incubadas por 24h com temperatura de 

37°C. Logo após, foram realizadas diluições do estoque viral de 101 a 105 e mantidas 

por 1h na incubadora. Depois, o vírus foi retirado e adicionado uma solução de DMEM 

2X concentrado suplementado a 2% de SFB com 1.5% de CMC (carboximetil 

celulose). As células foram mantidas em cultura por 5 dias e após isso foi realizado o 

ensaio de PFU. As células foram fixadas com paraformadeído a 2,5% dissolvido em 
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água destilada por 1h a temperatura ambiente. Foi realizado 3 lavagens com PBS e 

as células permeabilizadas com PBS+0,05% Tween (Sigma) por 10 minutos. 

Novamente, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e bloqueadas com PBS +10% 

de SFB por 30 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas 3 vezes 

com PBS e adicionado o anticorpo primário derivados de um pool de soro de pacientes 

sabidamente positivos com alta titulação para Flavivírus (1:200) e incubadas por 30 

minutos. Após isso, as células foram novamente lavadas 3 vezes com PBS1X e 

adicionado o anticorpo secundário anti-IgG de humanos (1:5000) e incubados por 30 

minutos. Novamente as células foram lavadas com PBS e adicionado 200uL do 

substrato TrueBlue para se ligar a enzima peroxidase conjugada ao anticorpo 

secundário anti-IgG de humanos e incubadas por 20 minutos no escuro. A placa foi 

lavada com água corrente e o número de focos foi estabelecido mediante contagem 

a olho nu. 

 

4.7 Ensaio de citoadesão 

Foram utilizados para o ensaio de citoadesão, as células HEP-G2 como 

descrito previamente (CARVALHO et al., 2010c) com modificações. Estas células 

foram utilizadas por apresentar constitutivamente a molécula de adesão CD54 (ICAM-

1), sabidamente envolvidas na citoadesão de Pv. Ao atingirem a confluência de 80%, 

as células foram desagregadas, utilizando 1mL de Tripsina/EDTA. Em seguida, foram 

adicionadas em lâminas de 8 poços (Lab-Tek) na presença ou ausência de 1 MOI 

(multiplicidade de infecção) de DENV4, uvDENV (vírus da dengue inativo por luz ultra 

violeta por 30 minutos), a uma concentração de BX795 (10uM/mL) ou cloroquina 

(100uM/mL) e mantidas em incubação por 4 dias. 

Para avaliar o papel de ICAM-1 na adesão de Pv-iEs em presença ou ausência 

do vírus dengue, as células foram incubadas com ou sem anti-CD54 (1:10) por 1h a 

370C. Para avaliar papel das proteínas de superfície do parasita na adesão, Pv-iEs 

foram tratados com Tripsina por 30 minutos, após foram centrifugados a 1500 RPM 

por 5 minutos. Também foi feito uma incubação de por 1h a 370C com soro de 

pacientes com histórico de múltiplas infecção de malária para avaliar o possível papel 

de anticorpos em bloquear a adesão dos Pv-iEs. Em seguida, foram adicionados em 

cada poço, 1x105 de Pv-iEs por poço e incubados por 1h a 370C. Após a incubação, 

os eritrócitos não aderidos foram removidos por meio de extensivas lavagens com 
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meio de adesão. As lâminas foram fixadas e coradas com panótico rápido e o número 

de Pv-iEs aderidos foram contados. 

 

5. ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 As análises estatísticas foram realizadas através do software GraphPadPrism 

(versão 8.0). Nossos dados foram realizados através de testes não paramétricos de 

Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Foram considerados valores de p<0,05.  
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6. RESULTADOS  

6.1 Células HEP-G2 expressam a molécula de adesão ICAM-1 em 

condições basais 

Primeiramente, nós verificamos a expressão de moléculas de adesão PECAM-

1, ICAM-1 e VCAM-1 em células epiteliais do carcinoma hepatocelular humano (HEP-

G2) e em células epiteliais do adenocarcinoma alveolar humano (A549). HEP-G2 

expressa a molécula de adesão ICAM-1 em condições normais e não expressou a 

molécula PECAM-1 e VCAM-1 (Figura 10). No entanto, a célula A549 não expressou 

nenhuma das três moléculas de adesão avaliadas no nosso estudo em células 

tratadas nos tubos de ensaio com os marcadores acima.  
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Figura 10: As células HEP-G2 expressam a molécula de adesão ICAM-1. As 
células cresceram até uma confluência de 80% até o dia da análise. A: Demonstração 
estratégica da população selecionada e citometria. B: A expressão celular das 
moléculas de adesão PECAM-1, ICAM-1 VCAM-1 foi analisada por imunofenotipagem 
por citometria de fluxo. O valor da intensidade média de fluorescência (MFI) é dado 
no canto superior direito. No eixo X é mostrado a MFI em escala logarítmica, enquanto 
o eixo Y representa o número de células. A imagem é representativa de um 
experimento, os dados foram gerados em triplicatas.  

6.2 Replicação de DENV4 e expressão da molécula ICAM-1 está 

aumentada em células HEP-G2 

 
Para verificar se o vírus DENV4 se replica em células HEP-G2, nós analisamos 

o sobrenadante dessas células com 48 e 96 horas pós-infecção, e com três 

concentrações diferentes de vírus (MOI 0,1,1 e 2). A Figura 11A mostra que, com 

dois dias de infecção, a replicação do vírus aumenta gradativamente em função da 

quantidade de partículas virais utilizadas, sendo representada pela quantidade de 

unidade formadora de focos por mL (FFU/mL) mas não é estatisticamente significante. 

No entanto, após quatro dias de infecção, a replicação do vírus se mantém próxima 

entre as três concentrações de MOI (multiplicidade de infecção) de DENV4 utilizadas 

no nosso estudo.  

A expressão de ICAM-1 também foi analisada em células HEP-G2 infectadas 

por DENV4 nesses dois tempos e nas três concentrações de MOI de vírus. Nós 

observamos que, após dois dias de infecção, não houve diferença nos níveis de 

expressão de ICAM-1 para as três concentrações de MOI em comparação ao controle 

de células sem infecção. No entanto, com quatro dias de infecção é possível observar 

que a expressão de ICAM-1 aumentou significativamente de acordo com a quantidade 

de partículas virais na célula, comparado ao controle, e se mantém similar entre as 

concentrações de MOI 1 e 2 de vírus (Figura 11B).  
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Figura 11: DENV4 se replica em células HEP-G2 e aumentam a expressão de 
ICAM-1 após 96H de infecção pelo vírus. As células foram infectadas e incubadas 
por 48 e 96 horas e foram utilizadas três concentrações de MOI de 0.1, 1 e 2 de 
DENV4. A: Replicação de DENV4 em células epiteliais HEP-G2. O sobrenadante foi 
coletado para avaliar a replicação do vírus por Unidade Formadora de Foco por mL 
(FFU/mL). (B) As células foram marcadas e imunofenotipadas por citometria de fluxo 
e o nível de expressão de ICAM-1 foi dado por porcentagem de MFI. B: Expressão de 
ICAM-1 após 48 horas e 96 horas de infecção por DENV4. As medidas foram feitas 
em triplicatas e os resultados mostrados representam a média ± desvio padrão; n=3.  
Os dados foram analisados usando o two-way ANOVA com o teste de múltiplas 
comparações de Tukey. As diferenças estatísticas foram consideradas significativas 
quando p<0.05, sendo mostrados: **p<0.01, ***p<0.001. Todos os gráficos são 
representativos de um experimento. 
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6.3 Citoadesão de PviEs em células HEP-G2 infectadas por DENV4 

  

Os PviEs foram testados pela primeira vez quanto a sua capacidade de 

citoaderir em células HEP-G2. Os PviEs foram obtidos de pacientes não graves. O 

fenômeno de citoadesão do parasita foi avaliado em dois momentos (48 e 96 horas), 

na presença ou ausência de células infetadas com DENV4 ou na presença do vírus 

inativado por luz ultravioleta (UV). 

Nós observamos que após 48 horas de infecção por DENV4, não houve 

aumento da adesão do parasita a célula infectada (Figura 12 A-B). Sugere-se que o 

vírus não está conseguindo se replicar suficientemente em 48 horas para aumentar a 

expressão de ICAM-1, suportando os dados da Figura 11B avaliando a expressão de 

ICAM-1 após dois dias de infecção. No entanto, com 96 horas de infecção da célula 

pelo vírus, conseguimos observar um aumento na taxa de adesão do parasita (Figura 

12 A-B). Esses dados corroboram com os resultados da Figura 11B, no qual a 

infecção por vírus aumentou a expressão de ICAM-1 com quatro dias de infecção. 

Nós avaliamos também a porcentagem das fases do parasita obtidos após o gradiente 

Percoll (Figura 12C). Vimos que a maior porcentagem dentre as fases obtidas foi de 

trofozoítos (82,3%), seguido de gametócitos (13,4%) e esquizontes (4,1%). 
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Figura 12: A citoadesão de PviEs está elevada nas células infectadas por 
DENV4. (A, B): A citoadesão de eritrócitos parasitados em células HEP-G2 foi 
analisada com 48 horas e 96 horas de infecção na concentração de 1 MOI de vírus. 
B: Adesão de PviEs por mm2 em células HEP-G2 não infectadas e infectadas por 
DENV4 após 48 horas (gráficos à esquerda) e 96 horas de infecção (gráficos à direita). 
C: Fases do parasita obtidos para ensaio de citoadesão após extração pelo gradiente 
Percoll. As lâminas foram coradas com panótico. Os dados representam a média de 
Pv-iEs aderidos por poço ± desvio padrão de três experimentos; n=3. Os dados foram 
analisados usando o two-way ANOVA com o teste de múltiplas comparações de 
Tukey. As diferenças estatísticas foram consideradas significativas quando p<0.05, 
sendo mostrado: *p<0.05. 
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6.4 DENV-4 inativado não aumenta a citoadesão de PviEs 
 
 Para confirmar se infecção pelo vírus em células HEPG2, aumenta a adesão 

de PviEs, nós inativamos o vírus por UV e observamos a capacidade de adesão dos 

PviEs (Figura 13). Verificamos que a adesão dos PviEs não aumentou quando 

colocados em contato com as células infectadas com o vírus inativado, quando 

comparada às células infectadas com o vírus ativo. Isso mostra que a replicação do 

vírus tem um papel importante no aumento da citoadesão em células infectadas. 

 

 
Figura 13: DENV4 inativado por UV não aumenta a adesão de PviEs nas células. 
O experimento foi realizado em células HEP-G2 infectadas por DENV4 na 
concentração de 1MOI e uvDENV4 (vírus DENV4 inativado por UV). O tempo de 
infecção por DENV4 foi de 96h. Foi adicionado 1x105 de parasita, incubados por 1h a 
37oC em lâminas de 8 poços de cultura (0,80 cm2/poço), extensivamente lavados e os 
Pv-iEs aderidos foram contados. O resultado é representativo de 3 experimentos 
independentes. Os dados representam a média de Pv-iEs aderidos por poço ± desvio 
padrão de três experimentos; n=3. Os dados foram analisados usando o two-way 
ANOVA com o teste de múltiplas comparações de Tukey. As diferenças estatísticas 
foram consideradas significativas quando p<0.05. 

6.5 O tratamento de Pv-iEs com tripsina diminui a adesão na coinfecção 

dengue-malária 

 

Para observar se as proteínas do parasita estavam envolvidas na citoadesão 

dos eritrócitos aos receptores celulares, eritrócitos infectados foram pré-tratados com 

ou sem tripsina (Figura 14). A adesão dos Pv-iEs tratados com tripsina diminuiu tanto 

nas células não infectadas (p<0.05) quanto nas infectadas por DENV4 (p<0.001) 

comparada com o PviEs aderidos em células sem tratamento. 
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Figura 14: As proteínas do parasita parecem estar envolvidas na citoadesão de 
células coinfectadas. O experimento foi realizado em células HEP-G2 não infectadas 
e na presença de Pv-iEs tratados com ou sem tripsina (à esquerda), e em células 
infectadas por DENV4 na presença de Pv-iEs tratados com ou sem tripsina (à direita). 
Foi adicionado 1x105 de parasita, incubados por 1h a 37oC em lâminas de 8 poços de 
cultura (0,80 cm2/poço), foram lavados 10 vezes no meio de citoadesão e os Pv-iEs 
aderidos foram contados. O resultado é representativo de dois experimentos 
independentes. Os dados representam a média de Pv-iEs aderidos por poço ± desvio 
padrão de dois experimentos; n=3. Os dados foram analisados usando o two-way 
ANOVA com o teste de múltiplas comparações de Tukey. As diferenças estatísticas 
foram consideradas significativas quando p<0.05, sendo mostrados: *p<0.05, 
***p<0.001. 
 

6.6 Anticorpos contra Plasmodium vivax não diminuem a adesão de Pv-
iEs em células HEP-G2 infectadas por DENV4 

 

Foi avaliado também a capacidade de adesão de Pv-iEs após tratamento com 

soro humano contendo anticorpos contra Plasmodium vivax (soro anti-Pv). Nós 

observamos, que não houve alteração na citoadesão tanto em células não-infectadas 

quanto infectadas por DENV-4 tratadas com anti-Pv (Figura 15). 

  
Figura 15: Anticorpos contra Plasmodium vivax não reduzem a citoadesão em 
células infectadas por DENV4. O experimento foi realizado em células HEP-G2 não 
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infectadas e infectadas por DENV-4 e na presença de Pv-iEs tratados com e sem soro 
anti-Pv. Foi adicionado 1x105 de parasita, incubados por 1h a 37oC em lâminas de 8 
poços de cultura (0,80 cm2/poço), extensivamente lavados e os Pv-iEs aderidos foram 
contados. O resultado é representativo de 3 experimentos independentes. Os dados 
representam a média de Pv-iEs aderidos por poço ± desvio padrão de três 
experimentos; n=3. Os dados foram analisados usando o two-way ANOVA com o teste 
de múltiplas comparações de Tukey. As diferenças estatísticas foram consideradas 
significativas quando p<0.05.  

6.7 A droga BX795 aumenta a expressão de ICAM-1 em HEP-G2 infectadas 

por DENV4, mas o mesmo não ocorre para Cloroquina 

 
 Nós avaliamos a expressão de ICAM-1 após as células infectadas serem 

tratadas na presença ou ausência dos imunomoduladores BX795 e Cloroquina. 

Observamos que a expressão de ICAM-1 aumentou nas células infectadas na 

presença de BX795 comparada às células infectadas sem estímulo com o inibidor 

(p<0.0001) (Figura 16A). As células em contato com cloroquina sem infecção por 

DENV4 aumentou a expressão de ICAM-1 comparada com as células sem a presença 

da droga (p<0.0001). O tratamento das células infectadas por DENV4 com cloroquina 

não alterou a expressão de ICAM-1 comparada a células infectadas não tratadas.  

(Figura 16B). 

 

 
Figura 16: Os inibidores BX795 e Cloroquina aumentam a expressão de ICAM-1 
em células infectadas por DENV4. A expressão da molécula de adesão foi 
determinada em células infectadas ou não na presença ou ausência de BX795 (A) e 
de cloroquina (B). As células foram marcadas e imunofenotipadas por citometria de 
fluxo e o nível de expressão de ICAM-1 foi dado por porcentagem de MFI. O resultado 
é representativo de três experimentos independentes. Os dados representam a média 
de expressão de ICAM-1 ± desvio padrão de três experimentos; n=3. Os dados foram 
analisados usando o two-way ANOVA com o teste de múltiplas comparações de 
Tukey. As diferenças estatísticas foram consideradas significativas quando p<0.05, 
sendo mostrados: ***p<0.001, ****p<0.0001 
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6.8 Citoadesão de PviEs em células HEP-G2 infectadas por DENV-4 

diminui na presença do inibidor BX795, mas não na presença de Cloroquina 

  

Para avaliar a adesão dos PviEs após o estímulo com BX795 ou Cloroquina, 

as células foram tratadas na presença ou ausência de cada droga, e com ou sem 

infecção por DENV4. Nós notamos que nas células infectadas, a adesão dos PviEs 

diminuiu na presença de BX795 comparada a célula infectada sem estímulo com o 

inibidor (p<0.05) (Figura 17A). O uso de cloroquina não influenciou a diminuição da 

adesão de PviEs em células infectadas por DENV-4 comparada aos PviEs aderidos a 

células infectadas na ausência da droga (Figura 17B). 

  
Figura 17: Citoadesão de PviEs em células HEP-G2 infectadas por DENV-4 
diminui na presença de BX795 mas não reduz na presença de Cloroquina. 
Adesão de PviEs em células infectadas ou não na presença ou ausência de BX795 
(A) e da droga cloroquina (B). Foi adicionado 1x105 de parasita, incubados por 1h a 
37oC em lâminas de 8 poços de cultura (0,80 cm2/poço), extensivamente lavados e os 
Pv-iEs aderidos foram contados. O resultado é representativo de 2 experimentos 
independentes. Os dados representam a média de Pv-iEs aderidos por poço ± desvio 
padrão de três experimentos; n=3. Os dados foram analisados usando o two-way 
ANOVA com o teste de múltiplas comparações de Tukey. As diferenças estatísticas 
foram consideradas significativas quando p<0.05, sendo mostrados: *p<0.05. 

6.9 Bloqueio de ICAM-1 reduz a citoadesão de Pv-iEs em células HEP-G2 

infectadas por DENV4 

 
Em seguida, nós investigamos se o receptor ICAM-1 estava envolvido no 

fenômeno de citoadesão. A habilidade de citoadesão foi avaliada na presença ou 

ausência de anticorpo anti-ICAM-1 (α-ICAM-1) em células infectadas ou não por 

DENV-4 (Figura 18). Nós observamos que a adesão de Pv-iEs diminuiu com a 

presença de α-ICAM-1 mesmo após infecção por DENV-4 comparado ao grupo de 

PviEs infectados por DENV-4 na ausência de α-Icam-1 (p<0.001).  
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Figura 18: A molécula de adesão ICAM-1 participa da adesão de PviEs em 
células infectadas. O experimento foi realizado em células HEP-G2 não infectadas 
e na presença ou ausência de α-Icam-1 (à esquerda), e em células infectadas por 
DENV4 na presença ou ausência de α-ICAM-1 (à direita). Foi adicionado 1x105 de 
parasita, incubados por 1h a 37oC em lâminas de 8 poços de cultura (0,80 cm2/poço), 
extensivamente lavados e os Pv-iEs aderidos foram contados. O resultado é 
representativo de três experimentos independentes. Os dados representam a média 
de Pv-iEs aderidos por poço ± desvio padrão de dois experimentos; n=3. Os dados 
foram analisados usando o two-way ANOVA com o teste de múltiplas comparações 
de Tukey. As diferenças estatísticas foram consideradas significativas quando p<0.05, 
sendo mostrados: *p<0.05, ***p<0.001.  
 
7. DISCUSSÃO 

  

 É de conhecimento da literatura que tanto o vírus da dengue quanto a malária 

têm tropismo por células hepáticas. O vírus utiliza a maquinaria celular para sua 

replicação mediado por clatrina e sulfato de heparan. Já o parasita da malária usa os 

hepatócitos para dar início a esquizogonia, onde começa a fase extraeritrocítica do 

parasita onde passa de esporozoíto para merozoíto, para então dar início a fase 

intraeritrocítica do parasita (KAISER; CAMARGO; KAPPE, 2003; SUKSANPAISAN; 

SUSANTAD; SMITH, 2009b; ARTPRADIT et al., 2013). Baseado nesses achados e 

sabendo a capacidade do parasita da malária em realizar o fenômeno da 

citoaderência, nós nos propusemos a investigar a capacidade citoadesiva do parasita 

em células HEP-G2 com coinfecção dengue-malária. 

A expressão de moléculas de adesão é constitutiva de células endoteliais como 

HBMEC, HUVEC, HMEC-1 e está relacionada a migração transendotelial de 

leucócitos durante um processo infeccioso e inflamatório. Essas moléculas formam 

uma barreira que separa a corrente sanguínea dos órgãos e tecidos subjacentes. 

Algumas dessas moléculas como VCAM-1, PECAM-1, ICAM-1 e E-selectina estão 
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envolvidas nesse processo de recrutamento de leucócitos (CERUTTI; RIDLEY, 2017; 

TAVARES; MUSCARÁ, 2018). Nosso estudo mostrou que células HEP-G2, mas não 

A549, expressam a molécula de adesão ICAM-1 e que essa molécula é constitutiva 

dessa linhagem celular em crescimento em moncamada celular em superfície plástica. 

Outras duas moléculas, PECAM-1 e VCAM-1, foram avaliadas. PECAM-1 apresentou 

uma baixa expressão em HEP-G2, e VCAM-1 não foi expressa por nenhuma das duas 

linhagens utilizadas em nosso projeto. Um estudo avaliando a expressão de ICAM-1 

mostrou que IFN-g é uma das principais citocinas nos hepatócitos responsáveis pela 

expressão de ICAM-1 (STONANS et al., 1999).  

 Como mencionado anteriormente, o vírus da dengue utiliza a maquinaria 

celular para se replicar via endocitose. Uma das principais vias para entrada em 

células HEP-G2 é a clatrina, no entanto, essa não é a única via utilizada pelo vírus 

para replicação. Como consequência da entrada do vírus na célula, ocorre estresse 

no reticulo endoplasmático, apoptose e indução de autofagia. Além disso, dengue 

pode estimular macrófagos e células endoteliais a expressar fator inibitório de 

migração de macrófago (MIF), o qual leva a ativação de Trombomodulina e ICAM-1 

por meio de sinalização de Erk, JNK MAPK e PI3K. O aumento da expressão de ICAM-

1 pode ser dependente do contato com o sobrenadante de macrófagos infectados pelo 

vírus (THEPPARIT et al., 2004; SUKSANPAISAN; SUSANTAD; SMITH, 2009a; YEH 

et al., 2013b). Nós observamos que dengue conseguiu se replicar em células HEP-

G2, como observado em outros estudos. E em virtude da replicação viral, houve um 

aumento da expressão de ICAM-1, totalmente dependente do contato do vírus com a 

célula.  

 O mecanismo de citoadesão na malária tem sido fortemente relacionado com 

casos de malária grave em infecções por Plasmodium falciparum (Pf) e P. vivax (Pv), 

uma vez que eritrócitos infectados por essas espécies de Plasmodium foram 

encontrados citoaderidos em órgãos de diferentes tecidos em estudo post-morten 

(DOROVINI-ZIS et al., 2011; LACERDA et al., 2012). Entretanto, a capacidade 

adesiva do Pf não é restrita à gravidade da doença, pois os estágios maduros dos 

parasitas não são encontrados na corrente sanguínea de pacientes com quadro 

clínico sem gravidade. Portanto, demonstra que esse sequestro das formas maduras 

para outros tecidos é um mecanismo pertencente a biologia do parasita e não é 

exclusivo de casos graves de malária (HUGHES; BIAGINI; CRAIG, 2010; OCHOLA et 

al., 2011). Atualmente, sabe-se que a citoaderência e sequestro dos eritrócitos 
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infectados é um mecanismo de escape do parasita contra a resposta imune do 

hospedeiro, fazendo com que não ocorra sua depuração no baço (PASTERNAK; 

DZIKOWSKI, 2009). 

 Alguns estudos analisaram fatores biológicos envolvidos nesse fenômeno, 

mostrando a participação da proteína de membrana de Pf (PfEMP-1) e de proteínas 

codificadas por genes variantes presentes na superfície de eritrócitos infectados. Além 

disso, identificaram em células endoteliais, os receptores responsáveis por esse 

mecanismo de adesão como ICAM-1, CD36, VCAM-1 e CSA (CARVALHO et al., 

2010c; HUGHES; BIAGINI; CRAIG, 2010; BERNABEU et al., 2012; MUSTAFFA et al., 

2017). 

 Estudos já têm demonstrado que a citoadesão não é um processo exclusivo de 

Pf, sendo observado que isolados de pacientes infectados por Pv também são 

capazes de citoaderir (CARVALHO et al., 2010c). O presente estudo corroborou com 

trabalhos anteriores e mostrou pela primeira vez que eritrócitos infectados por P. vivax 

foram capazes de aderir a células HEP-G2 na presença ou ausência de DENV-4.  

 Nesse estudo foi avaliada a capacidade citoadesiva das formas maduras de 

PviEs em modelo in vitro de células HEP-G2 com e sem infecção por DENV4 e vírus 

inativado por UV. Foi possível observar que PviEs apresentaram habilidade de aderir 

às células HEP-G2, no entanto, com 48 horas de infecção, não observamos aumento 

da adesão dos eritrócitos infectados em células infectadas por DENV4. Junto a isso, 

a expressão de ICAM-1 não aumentou após dois dias de infecção da célula pelo vírus. 

Mas a adesão de PviEs e expressão de ICAM-1 aumentou após 96 horas de infecção 

da célula. Mostrando que o tempo de exposição da célula ao vírus é determinante 

para o aumento ICAM-1 e adesão de PviEs. 

Vimos também que as fases maduras parasitárias estavam envolvidas no 

fenômeno da citoadesão, corroborando com dados da literatura que observaram as 

formas maduras do parasita de trofozoítos, esquizontes e gametócitos envolvidos no 

processo de citoadesão (ROGERS et al., 2000; CARVALHO et al., 2010a) 

 Os experimentos com eritrócitos infectados tratados com tripsina mostram que 

os ligantes do parasita aos receptores estão presentes na superfície dos eritrócitos, 

uma vez que a adesão diminuiu nos eritrócitos tratados com tripsina mesmo na 

presença do DENV4. Isso nos leva a pensar que a citoadesão é uma ligação entre 

proteína do parasita com receptor da célula. Esses resultados também foram 
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encontrados em um estudo que exibiu a resistência dos PfiEs à tripsina e que estes 

estão implicados na adesão de PfiEs (CHAKRAVORTY et al., 2007). 

Nós mostramos também que não houve diferença na inibição da ligação do 

parasita tanto á célula infectada quanto não infectada, quando os parasitas foram 

expostos a um pool de soro humano contendo anticorpos contra malária vivax. Outros 

estudos já apontaram que a inibição da adesão do parasita não diminuiu após 

utilização de soro humano imune à Plasmodium sp. Acredita-se que os domínios de 

adesão sejam mais conservados ou antigenicamente restritos que outros domínios de 

reconhecimento do anticorpo, sendo assim, os anticorpos direcionados aos sítios de 

ligação ao receptor podem ter uma atividade mais ampla. Existe também uma grande 

diferença antigênica entre os isolados, o que pode ser explicado pelas diferenças nas 

formas de PfEMP1 expressas. Além disso, o polimorfismo de var2csa se correlaciona 

com a variação antigênica, influenciando assim na ligação de anticorpos de memória 

e diferenças nas propriedades de PfEMP1 e adesão do parasita. A exposição 

sucessiva à infecção por malária, em mulheres grávidas primigestas ou que tiveram 

mais de uma gravidez, pode aumentar a reação de anticorpos cruzados e/ou elevar o 

repertório de anticorpos específicos de variantes com a quantidade de vezes que a 

pessoa teve contato com o parasita (BEESON et al., 2004, 2005, 2006). 

 Os receptores de reconhecimento padrão (PRR’s) TLR3 e TLR4 e os 

receptores citosólicos RIG-I e MDA-5 podem ativar a via de sinalização TRIF para 

indução de um estado antiviral (KAWAI; AKIRA, 2006). A quinase de ligação de TANK 

1 (TBK1) e a quinase IKBe (IKKe) são proteínas necessárias para a regulação e 

produção de interferons Tipo 1 em estímulo por infecções virais e bacterianas. O uso 

do inibidor BX795 específico para TBK1 e IKKe bloqueia a fosforilação, translocação 

nuclear e atividade transcricional do fator regulador interferon 3, mas não tem 

influência na ativação de NFkB ((KAWAI; AKIRA, 2006; TAKEUCHI; AKIRA, 2008; 

CLARK et al., 2009). A cloroquina é uma droga de primeira escolha para o tratamento 

antimalárico em regiões onde não há resistência ao tratamento pela medicação, no 

entanto, é bem descrito na literatura que até mesmo nessas áreas ocorre certa 

resistência ao tratamento. Além de ser uma droga antimalárica, a cloroquina também 

tem potencial anti-inflamatório em doenças autoimunes. Em tais doença, a ligação do 

ácido núcleico ao TLR endossomal ativa a via de sinalização, induzindo a produção 

de citocinas pró-inflamatórias. Entretanto, a associação de ácido nucleico com a droga 
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antimalárica inibe a ativação de TLR’s, levando a modificações estruturais do ligante 

TLR e impedindo a ativação de ácido nucleicos pelo TLR (KUŽNIK et al., 2011; YUAN 

et al., 2015).  

 Nossos resultados revelaram por citometria que as células HEP-G2 infectadas 

e tratadas com BX795 aumentaram a expressão da molécula ICAM-1 em comparação 

a células infectadas sem estímulo da droga. No entanto, quando as células infectadas 

foram tratadas com cloroquina, a expressão de ICAM-1 não aumentou. Isso mostra 

que o uso do inibidor BX795, mas não a cloroquina aumenta a replicação viral, 

induzindo o aumento da expressão de ICAM-1. Nós observamos também que a 

citoadesão de PviEs diminuiu apenas nas células infectadas por DENV4 na presença 

de BX795 e a cloroquina não influenciou na citoadesão de PviEs, tanto nas células 

não infectadas quanto nas células infectadas. 

  Nós conseguimos demonstrar que PviEs são passiveis de aderir a célula HEP-

G2 infectadas. Em virtude disso, decidimos investigar o potencial efeito do receptor 

expresso na célula envolvido nesse fenômeno e, assim, testamos um dos principais 

receptores deste processo, o ICAM-1. Foi possível verificar que a capacidade adesiva 

dos PviEs na presença do anticorpo contra ICAM-1 reduziu a quantidade de parasitas 

aderidos, inclusive nas células infectadas por DENV-4. Um outro trabalho observou o 

mesmo fenômeno, e os pesquisadores estudaram a capacidade de adesão do 

parasita após o uso de anticorpo contra ICAM-1, CD36 e CSA em diferentes isolados 

de pacientes, e revelaram a redução da taxa de adesão na presença de a-ICAM-1 e 

a-CSA, mas não a-CD36 (CARVALHO et al., 2010c). 

 Resumindo, pela primeira vez demonstramos que PviEs podem citoaderir a 

células HEP-G2. Essa adesão aumenta em células infectadas por DENV4. As 

proteínas do parasita e receptor ICAM-1 estão envolvidos nesse fenômeno, uma vez 

que a adesão diminuiu na presença de tripsina e a-ICAM-1, mas não reduziu na 

presença de soro anti-Pv. A citoadesão de eritrócitos infectados por Pv foi menor 

quando as células foram tratadas com o inibidor BX795, entretanto, a cloroquina não 

influenciou na citoadesão. 
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8. CONCLUSÃO 

  

- Em conclusão, nossos resultados mostraram que a citoadesão de PviEs 

aumentou em células HEP-G2 infectadas por DENV4,  

- A molécula de ICAM-1 estava envolvida nesse mecanismo.  

- Entretanto, é preciso mais estudos para verificar se há outros receptores 

endoteliais envolvidos no processo de citoadesão, durante a coinfecção por dengue-

malária.  

-É também necessário, uma melhor compreensão sobre a influência do  

mecanismo de resposta imune no hospedeiro durante a coinfeccão por ambas as 

patologias.  
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