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RESUMO 

No Brasil, o P. vivax representa a maioria dos casos de malária, 
totalizando quase 90% dos registros nos estados da Amazônia Legal. Vários 
estudos objetivaram compreender a relação do estresse oxidativo nos 
pacientes infectados pelo Plasmodium spp com as respostas clínica e 
parasitológica, pois o papel protetor ou deletério das espécies reativas de 
oxigênio e nitrogênio geradas por diferentes mecanismos no decurso da 
infecção é controverso na fisiopatogenia da malária humana. Entretanto, não 
há estudos que associem os danos oxidativos e as defesas antioxidantes do 
hospedeiro na malária vivax não complicada na Amazônia. Portanto, o objetivo 
deste estudo foi avaliar marcadores de estresse oxidativo no decorrer da fase 
aguda da malária por P. vivax, caracterizando o envolvimento das vias redox, a 
resposta do hospedeiro humano e a influência da quimioterapia, a fim de testar 
as hipóteses que os biomarcadores de estresse oxidativo não são alterados no 
decurso da fase aguda da malária vivax não complicada e a introdução da 
quimioterapia não contribui para o estresse oxidativo nestes sujeitos. Foi 
realizado estudo quantitativo longitudinal de casos constituídos por 38 sujeitos 
com malária por P. vivax adultos, de ambos os gêneros, os quais foram 
analisados antes, durante e após a instituição da terapia (D0, D2 e D7), 
comparados a grupo controle de 15 voluntários saudáveis, pareados por 
gênero e idade. Foram determinados por técnicas espectrofotométricas os 
teores de metemoglobina, a peroxidação lipídica, a capacidade antioxidante 
não enzimática total, a atividade da superóxido dismutase, os níveis 
eritrocitários de glutationa reduzida e da glutationa total plasmática. Comparado 
ao grupo controle, de maneira significativa, os teores de glutationa reduzida 
(p=0,004) foram inferiores e a peroxidação lipídica (p<0,001) foi superior,  
respectivamente. Entretanto, alterações significativas não foram observadas 
nos teores de metemoglobina, na capacidade antioxidante não enzimática total 
e na atividade da superóxido dismutase comparados ao grupo controle. 
Entretanto, com o decorrer do tratamento foram notados aumento significativo 
dos teores de metemoglobina (p<0,001) e da atividade da superóxido 
dismutase (p=0,038); porém os níveis de glutationa reduzida eritrocitária estava 
reduzidos (p=0,007). Além disso, não houve alterações significativas nos níveis 
da capacidade antioxidante não enzimática total e da glutationta total 
plasmática com a introdução dos antimaláricos. O nível de estresse oxidativo 
não foi obtido, uma vez que não foi significativa a correlação da peroxidação 
lipídica com a capacidade antioxidante não enzimática total durante o 
tratamento. Conclui-se que o aumento da peroxidação lipídica resultante do 
dano oxidativo foi contraposto pelo consumo de glutationa eritrocitária antes da 
introdução da terapia, sugerindo a participação das vias redox na malária vivax 
não complicada. A instituição da quimioterapia, provavelmente, interferiu no 
ciclo redox intraeritrocitário, o que foi caracterizado pelo continuo aumento da 
metemoglobina e da atividade da superóxido dismutase, bem como pela 
redução dos teores de glutationa reduzida nos eritrócitos.    

 
Palavras-chave: Malária, P. vivax, Estresse oxidativo, Biomarcadores, 
Metemoglobina, Peroxidação lipídica, Capacidade antioxidante não enzimática 
total, Superóxido dismutase, Glutationa reduzida, Glutationa total plasmática. 
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ABSTRACT 

In Brazil, P. vivax accounts for the majority of malaria cases, totaling 
almost 90% of the records in the Amazonian states. Several studies aimed to 
understand the relationship of oxidative stress in patients infected with 
Plasmodium spp clinical and parasitological responses because the plays role 
deleterious or protective of reactive oxygen species and nitrogen generated by 
different mechanisms during infection is controversial in the pathogenesis of 
human malaria . However, no studies involving oxidative damage and 
antioxidant defenses of the host uncomplicated vivax malaria in the Amazon. 
Therefore, the aim of this study was to evaluate oxidative stress markers during 
the acute phase of malaria by P. vivax, characterizing pathways involving redox 
response of the human host and the influence of chemotherapy in order to test 
the hypothesis that biomarkers of oxidative stress are not changed during the 
acute phase of vivax malaria and uncomplicated introduction of chemotherapy 
does not contribute for oxidative stress in these subjects. It was conducted 
quantitative study longitudinal case consisting of 38 subjects with malaria by P. 
vivax adults of both gender, which were analyzed before, during and after the 
introduction of therapy (D0, D7 and D2), compared to control group of 15 
healthy volunteers, matched for gender and age. Were determined by 
spectrophotometric techniques levels of methemoglobin, lipid peroxidation, total 
non-enzimatic antioxidant capacity, the activity of superoxide dismutase, 
erythrocyte levels of reduced glutathione and total glutathione in bloodstone. 
Compared to the control group, significantly, the levels of reduced glutathione (p 
= 0.004) was lower and lipid peroxidation (p <0.001) was higher, respectively. 
However, no significant changes were observed in the levels of methemoglobin, 
in total non-enzimatic antioxidant capacity and activity of superoxide dismutase 
compared to the control group. However, with the course of treatment were 
noted significant increase in the levels of methemoglobin (p <0.001) and 
superoxide dismutase activity (p = 0.038), but erythrocyte levels of reduced 
glutathione was reduced (p = 0.007). Furthermore, no significant changes in the 
levels of total non-enzimatic antioxidant capacity and glutathione in bloodstone 
with the introduction of antimalarials. The level of oxidative stress was not 
obtained, since there was no significant correlation between lipid peroxidation 
with the total non-enzimatic antioxidant capacity during all treatment. It was 
concluded that increased lipid peroxidation resulting from oxidative damage is 
opposed by the use of glutathione before the introduction of the therapy, 
suggesting the involvement of redox pathways in uncomplicated vivax malaria. 
The institution of chemotherapy, probably, interfered in intraerythrocyte redox 
cycle, which was characterized by a continuous increase in methemoglobin and 
the activity of superoxide dismutase, as well as by the reduction of the levels of 
reduced glutathione in erythrocytes. 

 
Keywords: Malaria, P. vivax, Oxidative stress, Biomarkers, Methemoglobin, 
Lipid peroxidation, Total non-enzimatic antioxidant capacity, Superoxide 
dismutase, Reduced glutathione, Total glutathione in bloodstone. 
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1- INTRODUÇÃO:  

A malária ainda é considerada uma das doenças mais devastadoras no 

mundo. Estimativa da Organização Mundial da Saúde (OMS) indica que mais 

de 40% (3,3 bilhões de pessoas) da população mundial distribuída em 106 

países apresenta risco de contrair a doença, principalmente nas regiões 

tropicais e subtropicais, como África, Ásia e América Latina. Em 2010, foram 

registrados 216 milhões de casos nos diversos continentes. Além disso, seus 

efeitos econômicos e sociais são refletidos em quase um bilhão de pessoas 

(GREENWOOD, 2008; FRASSON et al., 2009; WHO, 2011).  

Cinco espécies de parasitas infectam o homem, a saber: Plasmodium 

falciparum, o mais letal e predominante na África; Plasmodium vivax, 

responsável pela maioria do registro de casos; Plasmodium ovale, Plasmodium 

malariae e Plasmodium knowlesi, os quais são de baixa incidência (WHO, 

2011). Os vetores da infecção são as fêmeas dos mosquitos do gênero 

Anopheles, cujos representantes de importância no Brasil são A. darlingi, A. 

aquasalis e A. albitarsis (BRASIL, 2009). 

De acordo com a sintomatologia no hospedeiro humano, a doença pode 

se apresentar clinicamente nas formas severa e não-complicada. A primeira se 

caracteriza pela presença das formas assexuadas de P. falciparum no 

esfregaço sanguíneo periférico, geralmente em contagem superior a 

100000/cmm3, associada às manifestações do sistema nervoso central, renal e 

pulmonar. Tais achados são acrescidos de hematócrito inferior a 20%; icterícia; 

hipoglicemia; colapso circulatório; sangramento espontâneo e acidose 

metabólica nas primeiras 24 horas (ADHIKARI, 2002). Enquanto a forma 
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benigna, geralmente causada pelo P. vivax, é de fácil tratamento, de menor 

gravidade e raramente leva a óbito. (SATTABONGKOT et al., 2004). 

Diversos estudos objetivaram compreender a relação entre o estresse 

oxidativo nos paciente infectados pelo Plasmodium spp e as respostas clínica e 

parasitológica (TILLEY et al., 2001; PABÓN et al., 2003; BECKER et al., 2004; 

YAZAR et al., 2004; JARAMILLO et al., 2005; WILMANSKI et al., 2005; 

KUMAR, 2006; DEY et al., 2009), uma vez que o equilíbrio entre os radicais 

livres gerados durante a infecção malárica, resultantes principalmente da ação 

do sistema imune e da degradação da hemoglobina, e as defesas antioxidantes 

do hospedeiro humano e do parasita influencia de forma significativa o 

prognóstico da doença (MÜLLER et al., 2001; KELLER et al., 2004a). Soma-se 

que este entendimento é promissor à descoberta ou melhoramento do 

tratamento antimalárico (BECKER et al., 2004). O objetivo deste estudo foi 

avaliar biomarcadores de estresse oxidativo em sujeitos com malária por P. 

vivax não complicada, oriundos da região amazônica, no intuito de inferir o 

envolvimento do sistema de defesa antioxidante e danos oxidativos as 

respostas antioxidantes dos hospedeiros e a influência dos antimaláricos neste 

grupo populacional. 
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2 – REFERENCIAL TEÓRICO:  

2.1 - MALÁRIA 

2.1.1 – Epidemiologia da malária: 

O P. vivax é responsável por cerca de 25 a 40% dos casos de malária 

em humanos, perfazendo aproximadamente 132 a 391 milhões de registros por 

ano no mundo (HAY et al., 2004; WHO, 2011). Quando se considera a 

densidade populacional das áreas endêmicas, o número de pessoas sob risco 

de infecção chega a 2,6 bilhões, o que é significativamente superior aquele 

pelo P. falciparum (PRICE et al., 2007).  

Nos países não africanos, a infecção pelo P. vivax representa quase a 

metade dos casos da doença, com cerca de 390 milhões a cada ano (PRICE et 

al., 2007; GALINSKI e BARNWELL, 2008). No continente americano, 

aproximadamente 137 milhões de pessoas vivem nas áreas endêmicas, 

representando cerca de 4% da população mundial susceptível de contrair a 

doença. Em 2010, foram registrados 673.000 casos de malária nas Américas. 

Destes, 89% nos países pertencentes ao bioma amazônico, onde o P. vivax é a 

principal espécie infectante (WHO, 2011). 

No Brasil, a doença é causada principalmente por três espécies de 

Plasmodium: P. vivax (83,7%), P. falciparum (16,3%) e, raramente, pelo P. 

malariae.  P. vivax é responsável pela maioria dos casos e o P. falciparum pelo 

maior número de óbitos (FREITAS et al., 2007). Atualmente, a malária 

apresenta quadro epidemiológico ainda preocupante, pois embora em declínio, 

o número absoluto de casos no ano de 2009 foi de 306.000 no país 

(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Destes, 99,9% ocorreram nos estados da 

Amazônia Legal, sendo o P. vivax a espécie causadora de quase 90% dos 
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casos. No entanto, a malária por P. falciparum, sabidamente responsável pela 

forma severa e letal da doença, tem reduzido significativamente nos últimos 

anos. Além disso, a frequência de internações tem declinado, ficando em 1,3% 

no ano de 2008, enquanto em 2003 foi de 2,6% (BRASIL, 2010).  

Na região amazônica, as condições socioeconômicas e ambientais 

favorecem a proliferação do vetor e consequente exposição de grande 

contingente populacional (LADISLAU et al., 2006). A distribuição da doença 

não é uniforme nesta região, conforme apresentado na Figura 1 (WHO, 2011). 

 

Figura 1. Distribuição de casos de malária confirmados (por 1000 habitantes) no Brasil. Fonte: 

WHO, 2011 (Modificada). 

 

 2.1.2 - Transmissão: 

É uma doença infecciosa cujo agente etiológico é um parasita do gênero 

Plasmodium, pertencente ao filo Apicomplexa, família Plasmodiidae. 

Atualmente são conhecidas cerca de 172 espécies causadoras da malária em 

diferentes hospedeiros vertebrados, destas somente cinco parasitam o homem: 

P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi (WHO, 2011). No 
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Brasil, não há registros da transmissão autóctone do P. ovale (África e Ásia) e 

do P. knowlesi (sudeste da Ásia). A transmissão natural da doença ocorre pela 

picada das fêmeas infectadas dos mosquitos do gênero Anopheles durante o 

repasto sanguíneo, sendo o A. darlingi a espécie mais importante na Região 

Amazônica, uma vez que seus criadouros preferenciais são coleções de água 

limpa, quente, sombreadas e de baixo fluxo, frequentes na Amazônia brasileira 

(MELO et al., 2005; BRASIL, 2010). Já as fontes de infecção humana para os 

invertebrados são os doentes ou indivíduos assintomáticos, que albergam 

formas sexuadas do parasita (MELO et al.,2005). 

 2.1.3 - Ciclo Biológico: 

O Plasmodium possui um ciclo de vida complexo com várias fases em 

dois hospedeiros, o mosquito e um vertebrado; a fase sexuada ocorre na 

fêmea do mosquito Anófeles e a assexuada no homem (CORNEJO e 

ESCALANTE, 2006; CUNICO et al., 2008). As diferentes fases do ciclo estão 

apresentadas na Figura 2. 

A infecção se inicia quando os esporozoítos são inoculados na corrente 

sanguínea durante o repasto do vetor; a seguir irão invadir os hepatócitos, se 

multiplicar e originar milhares de merozoítos, que romperão os hepatócitos e, 

ao alcançarem a circulação sanguínea (BRASIL, 2010). 

O desenvolvimento do parasita nos hepatócitos requer 

aproximadamente uma semana para o P. falciparum; já no P. vivax pode 

chegar a meses nas regiões de clima temperado e cerca de duas semanas 

para o P. malariae. Nas infecções por P. vivax e P. ovale, alguns esporozoítos 

se desenvolvem rapidamente, enquanto outros ficam em estado de latência no 

hepatócito, sendo denominados hipnozoítos (do grego hipnos, sono), os quais 



 22 

são responsáveis pelas recaídas da doença, que ocorrem após período 

variável de incubação, geralmente seis meses (BRASIL, 2010). 

Ao final do ciclo tecidual, os merozoítos liberados iniciarão a 

esquizogonia sanguínea, na qual estes invadirão os eritrócitos, diferenciando-

se em trofozoítos, que irão se multiplicar por divisão nuclear, formando 

esquizontes, que liberam os merozoítos na circulação sanguínea (acesso 

malárico), os quais invadirão novos eritrócitos (BRASIL, 2010). 

Após algumas gerações, certos merozoítos eritrocitários se diferenciam 

nas formas sexuadas: os macrogametas (feminino) e microgametas (masculino), 

os quais não se dividem no interior das hemácias e, quando ingeridos pelos 

insetos vetores, iniciarão o ciclo sexuado do parasita (BRASIL, 2010). 

No hospedeiro invertebrado, as formas sexuadas (gametócitos) iniciam o 

ciclo esporogônico no aparelho digestivo. No estômago do anofelino, os 

microgamentas fecundam os macrogametas gerando os zigotos, os quais se 

transformam em oocinetos (forma móvel), que migram até a parede do intestino 

médio, formando os oocistos, que crescem, rompem e liberam os esprozoítos 

na hemolinfa. Estes se dirigem às glândulas salivares e são inoculados no 

hospedeiro humano, durante o repasto sanguíneo, iniciando o novo ciclo de 

vida do Plasmodium (BRASIL, 2010). 
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Figura 2. Representação do ciclo evolutivo do Plasmodium nos dois hospedeiros. Fonte: CDC, 

2008. 

 

2.1.4 - Manifestações Clínicas:  

O quadro clínico pode ser leve, moderado ou grave, em função da 

espécie e quantidade de parasitas circulantes, do tempo de infecção e da 

imunidade do hospedeiro humano (BRASIL, 2010). 

O período de incubação varia de sete a 14 dias, chegando a vários 

meses (nas regiões de clima temperado e nos casos de malária dos viajantes) 

nas infecções por P. vivax e P. malariae (BRASIL, 2010). Os sinais e sintomas 

iniciais são inespecíficos e semelhantes à doença viral, e incluem: cefaleia, 

cansaço, fadiga, desconforto abdominal, dores musculares e articulares. 
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Geralmente são acompanhados de febre, calafrios, sudorese, anorexia, 

vômitos e mal-estar. Nas áreas endêmicas, a doença é frequentemente 

diagnosticada considerando-se apenas os sinais e sintomas, apesar destes 

não serem específicos. Nesta fase inicial, sem evidência de disfunção de 

órgãos vitais, os pacientes podem ser facilmente tratados com recuperação 

rápida, eficaz e completa (WHO, 2010). 

 2.1.5 – Tratamento: 

O tratamento requer abordagem integrada, incluindo a prevenção 

(controle de vetores) e o emprego de antimaláricos eficazes. Os antimaláricos 

em uso atualmente incluem os de primeira escolha para os casos prováveis ou 

confirmados; bem como de segunda e terceira linhas, utilizados nas falhas de 

tratamento, na malária severa em grávidas e em grupos especiais de pacientes 

(WHO, 2009). 

O tratamento visa à interrupção da esquizogonia sanguínea, através da 

clivagem oxidoredutiva dos peróxidos e interação com o grupo heme Fe (II), 

gerando ERONs contra o parasita. Também impede o desenvolvimento dos 

gametócitos, bem como a erradicação das formas latentes do parasita nos 

tecidos (hipnozoítos) do P. vivax e P. ovale, evitando assim as recaídas (MELO 

et al., 2005; CUNICO et al., 2008; FREITAS et al., 2007). 

A escolha do antimalárico deve ser adequada à espécie do parasita e à 

resistência destes aos fármacos, à gravidade do quadro clínico e às 

características imunológicas do paciente (GERMANO et al., 2005). Dentre 

estes se destacam as quinolinas (quinina, cloroquina, primaquina, mefloquina, 

amodiaquina, halofantrina) diclorobenzilidina (lumefantrina), biguanidas 

(proguanil, clorproguanil), diaminopiridinas (primetamina), sulfonas (dapsona), 
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hidroxinaftoquinonas (atovaquona) e as lactonas sesquiterpênicas (derivados 

da artemisinina, artesunato e artemeter; LOISEAU e LE BRAS, 2007). 

Nos pacientes com malária vivax, o objetivo é a cura clínica e 

parasitológica, pela eliminação de todas as formas do parasita, prevenindo o 

aparecimento e a disseminação da resistência aos antimaláricos. Soma-se a 

eliminação dos gametócitos, reduzindo assim, a transmissão da doença (WHO, 

2009). Os fármacos de primeira linha são a cloroquina (CQ) e a primaquina 

(PQ), os quais vêm sendo utilizados há mais de 60 anos, apesar do aumento 

das falhas terapêuticas, resultante principalmente da resistência do parasita a 

cloroquina (MUELLER et al., 2009).  

O metabolismo da CQ vem sendo estudado desde 1966, e inicia-se com 

a perda de um grupo N-etilo, originando “desetil-cloroquina” (DCQ), que sofre 

transformações adicionais conducentes aos restantes metabólitos. Apesar dos 

vários metabolitos originados pela CQ, apenas uma pequena fração é 

excretada na forma de ácido carboxílico nos humanos, tendo a amina 17 uma 

importância bastante reduzida. O principal metabólito excretado é a DCQ, que 

apresenta atividade antimalárica semelhante à CQ. Já a PQ, após 

administração oral, perde o grupo N-alquilo, originando 6-metoxi-8-

aminoquinolina (6-MAQ). Acredita-se que a 6-MAQ possa ser convertida no 

derivado N-hidroxilado (MAQ-NOH, 6-metoxi-8-hidroxiaminoquinolina), sendo 

este o agente responsável pela metemoglobinemia (VALE et al., 2005). 

Para facilitar a ação dos profissionais de saúde nas áreas endêmicas e 

garantir a padronização dos procedimentos para o tratamento da malária, são 

apresentadas a seguir as orientações relevantes sobre a indicação e uso dos 

antimaláricos, preconizadas pela Secretária de Vigilância em Saúde (SVS) do 
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Ministério da Saúde no Brasil. Embora as doses constantes no quadro 1 levem 

em consideração o grupo etário, é recomendável, sempre que possível, para 

assegurar a eficácia terapêutica e reduzir os riscos de toxicidade, que as doses 

sejam ajustadas ao peso do paciente (Quadro 2). Entretanto, quando uma 

balança para aferição do peso não estiver disponível, recomenda-se a 

utilização da estimativa da relação peso/idade apresentada no quadro 1 

(BRASIL, 2009). 
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Quadro 1 - Tratamento das infecções pelo P. vivax ou P. ovale com 

cloroquina em três dias e primaquina em sete dias (esquema curto). 

 

Idade/ 

Peso 

Número de Comprimidos por medicamento por dia 

1º Dia 
2º Dia 3º Dia 4º ao 7º Dias 

Cloroquina Primaquina 
INFANTIL 

Cloroquina 
Primaquina 
INFANTIL 

Cloroquina 
Primaquina 
INFANTIL 

Primaquina 
INFANTIL 

6-11meses 

5-9 kg 

 

1/2 

 

1 

 

1/4 

 

1 

 

1/4 

 

1 

 

½ 

1-3anos 

10-14 kg 

 

1 

 

2 

 

1/2 

 

1 

 

1/2 

 

1 

 

1 

4-8 anos 

15-24 kg 

 

1 

 

2 

 

1 

 

2 

 

1 

 

2 

 

2 

Idade/Peso Cloroquina 
Primaquina 

ADULTO 
Cloroquina 

Primaquina 

ADULTO 
Cloroquina 

Primaquina 

ADULTO 

Primaquina 

ADULTO 

9-11 anos 

25-34 kg 

 

2 

 

1 

 

2 

 

1 

 

2 

 

1 

 

1 

12-14 anos 

35-49 kg 

 

3 

 

2 

 

2 

 

2 

 

2 

 

2 

 

1 

≥ 15 anos 

≥ 50 kg 

 

4 

 

2 

 

3 

 

2 

 

3 

 

2 

 

2 

 

Fonte: BRASIL, 2010. 

- Cloroquina: comprimidos de 150mg, Primaquina infantil: comprimidos de 5 mg e 

Primaquina adulto: comprimidos de 15 mg. 

- Sempre dar preferência ao peso para a escolha da dose. 

- Todos os medicamentos devem ser administrados em dose única diária. 

- Administrar os medicamentos preferencialmente às refeições. 
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Quadro 2 - Ajuste da dose e tempo de administração da primaquina para 

pacientes com peso igual ou superior a 70 kg. 

Faixa de peso (kg) 
Dose total de 

primaquina (mg) 

Tempo de 

administração (30 

mg/dia) 

70 – 79 240 8 

80 – 89 272 9 

90 – 99 304 10 

100 – 109 336 11 

110 – 120 368 12 

 

Fonte: BRASIL, 2009 (modificado). 
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2.2 – ESTRESSE OXIDATIVO: 

 O estresse oxidativo corresponde ao desequilíbrio entre formação 

endógena de espécies reativas de oxigênio (EROs) e as defesas antioxidantes, 

a favor das primeiras, promovendo danos nas macromoléculas biológicas como 

lipídios, DNA e proteínas (Figura 3; SIES, 1985) 

 
 

Figura 3. Esquema representativo do desequilíbrio entre pró-oxidantes e antioxidantes, 
levando ao estresse oxidativo. Adaptado de JONES, 2006. 

 

Adicionalmente, Jones (2006) sugeriu que os danos oxidativos as 

macromoléculas biológicas também poderiam ser resultantes do desequilíbrio 

nos mecanismos redox, como as relações entre os sistemas tiol/disulfetos 

(Tioredoxinas reduzida/Tioredoxina oxidada, Glutationa/Glutationa dissulfeto, 

Cisteína/Cistina), direcionando a célula, via sinalização celular, à divisão ou a 

apoptose, respectivamente, indicando que as ERONs (espécies reativas 

derivadas do oxigênio e nitrogênio, termo que engloba tanto as EROs quanto 

as espécies reativas de nitrogênio) não representam a única fonte de danos 

oxidativos.  Deste modo, o reconhecimento dos papeis críticos da sinalização 

celular e das diversas vias que mantém o equilíbrio redox possibilitam 
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identificar alterações chaves nestes processos, favorecendo novas abordagens 

terapêuticas para as doenças nas quais o estresse oxidativo desempenha 

papel relevante na fisiopatologenia.  

As  EROs se distribuem em dois grupos, a saber: 

 Os radicais livres de oxigênio: hidroxila (HO•), superóxido (O2
•−), 

peroxila (ROO•) e alcoxila (RO•); 

 As espécies derivadas do oxigênio sem características de um 

radical (um elétron não pareado no último orbital): oxigênio, 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e ácido hipocloroso (CIRCU e AW, 

2010).  

Dentre as ERNs (espécies reativas de nitrogênio) incluem-se o óxido nítrico 

(NO), óxido nitroso (N2O3), ácido nitroso (HNO2), nitritos (NO2
−), nitratos (NO3

−) 

e peroxinitritos (ONOO˙; CIRCU e AW, 2010). 

2.2.1 – Fontes de ERONs: 

Dentre as diversas reações de formação de ERONs se destaca a 

produção de radical HO•, considerado altamente reativo e tóxico, a partir da 

dismutação do ânion superóxido pela enzima superóxido dismutase com 

produção de peróxido de hidrogênio, que na presença de certos metais de 

transição (especialmente o cobre e o ferro) pode levar a produção deste radical 

via reações de Fenton e Haber Weiss (Figura 4; BARREIROS et al., 2006).  

 
 

 
 

 
 

Figura 4. Reação de Fenton e Haber-Weiss (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007) 

H2O2  

          Fe+2              

OH˙- + OH-

 

H2O2+ O2
˙-     

Metais de transição       

OH˙- + OH- +O2 
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Em condições fisiológicas normais, diversos processos metabólicos 

geram ERONs, como por exemplo, a produção de ATP mitocondrial é 

acompanhada pelo fluxo intermitente de elétrons pelos derivados reduzidos do 

ácido tricarboxílico, via oxidação do NADH e FADH2. Grande parte do oxigênio 

consumido é reduzido a água, entretanto, cerca de 1% é convertido ao ânion 

radical superóxido, a partir da redução de um elétron desta molécula 

(KLAUNIG e KAMENDULIS, 2004; BUETTNER, 2011). 

Os neutrófilos, eosinófilos e macrófagos contribuem para a formação de 

ERONs nos processos infecciosos através da explosão respiratória, na qual há 

aumento da conversão do oxigênio pela NADPH oxidase, NO sintase a ânion 

superóxido, peróxido de hidrogênio e óxido nítrico, respectivamente. Existem 

duas formas de participação destas moléculas, quer sejam: diretamente contra 

os patógenos ou via regulação da resposta imune. Entretanto, somente o NO e 

as EROs possuem esta dupla função (BEDARD e KRAUSE, 2007; WINK et al., 

2011). Também ocorre o recrutamento de citocinas pró-inflamatórias, que 

aumentam a produção do radical ânion superóxido e consequente dismutação 

a peróxido de hidrogênio, bem como o bloqueio do fluxo sanguíneo através da 

neutralização do NO e, consequente isquemia, seguida da reperfusão 

(NASSAR et al., 2011).  Para combater a ação deletéria das ERONs sobre 

macromoléculas essenciais a homeostasia, o organismo dispõe de um 

complexo sistema de defesa antioxidante, composto por compostos 

enzimáticos e não enzimáticos. 
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2.3 – ANTIOXIDANTES: 

Segundo Halliwell e Gutteridge (2007), antioxidante é qualquer 

substância que retarda, previne ou remove o dano oxidativo em uma molécula 

alvo. Os antioxidantes atuam por diferentes mecanismos de ação, como por 

exemplo: inibindo ou retardando a formação de ERONs, como cofatores de 

enzimas antioxidantes, dentre outros (MAGALHÃES et al., 2008). 

Os antioxidantes podem ser enzimáticos, como a Glutationa Peroxidase 

(GSH-Px), Gustationa S-tranferase (GST), Superóxido Dismutase (SOD), 

Catalase Intraeritrocitária (CAT), coenzima Q10; e não enzimáticos: a glutationa 

reduzida (GSH), ácido úrico, vitamina E, vitamina C, β-caroteno e metais de 

transição ligados às proteínas (YOUNG e WOODSIDE, 2001; KLAUNIG e 

KAMENDULIS, 2004).  

 

2.3.1 – Antioxidantes enzimáticos: 

2.3.1.1 – Glutationa Peroxidase (GSH-Px): 

Um importante sistema enzimático de defesa contra radicais livres 

envolve as glutationas peroxidases (GSH-Px) encontradas em muitos tecidos 

de origem animal. Estas enzimas são bastante particulares no que se refere à 

sua constituição, pois incorporam um resíduo de selenocisteína no seu sítio 

ativo. Também atuam inativando os derivados das ERO do metabolismo 

aeróbico, sendo responsável pela proteção da membrana das células que 

funcionam em presença de oxigênio (MILLER et al., 1993a). 

O envolvimento de algumas GSH-Px no controle dos níveis de 

hidroperóxidos fosfolipídicos, formados a partir do ataque de espécies 

radicalares às membranas é bem estudado, assim como os parâmetros 
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cinéticos da GSH-Px e o mecanismo catalítico envolvendo glutationa e 

peróxido de hidrogênio (LEHMANN et al. 1998; HUBER et al. 2008). 

2.3.1.2 – Glutationa S-tranferase (GST): 

 A GST é uma ubiquinona, proteína multifuncional com componentes 

essenciais para detoxificação celular e possui uma “caixa pandora” sobre os 

mecanismos de defesa antioxidante. É o antioxidante intracelular mais 

abundante com complexas funções biológicas e apresenta um sistema de 

reguladores metabólicos bem estabelecidos, assim pode fornecer um índice 

putativo de saúde (FAMIN et al. 1999). 

O sistema da glutationa desempenha um papel chave na defesa do 

parasita da malária contra o estresse oxidativo e no desenvolvimento de 

resistência a drogas. Isto é apoiado pelo fato de que parasita resistente a 

cloroquina apresentam aumento das concentrações de glutationa (SOHAIL et 

al. 2007).  

2.3.1.3 - Superóxido dismutase (SOD):  

 A SOD é uma das mais eficientes enzimas antioxidantes, a qual catalisa 

a conversão do ânion superóxido a oxigênio e peróxido de hidrogênio. 

Apresenta várias isoformas, que diferem de acordo com o metal (cofator), a 

localização, a cadeia de aminoácidos e outras características físico-químicas. 

Existem três formas de SOD: a citosolíca SOD-dependente de Cu/Zn (SOD-

Cu/Zn), a mitocondrial SOD-dependente de Mn e Fe (SOD-Mn/Fe) e a SOD-

extracelular.  Alguns protozoários, como aqueles pertencentes ao filo 

Apicomplexa, apresentam também a SOD-dependente de Fe (SOD-Fe; 

MÜLLER, 2004; KUPPUSAMY et al., 2005). 
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A SOD-Cu/Zn (SOD-1), presente no citosol dos eritrócitos, possui duas 

subunidades idênticas com peso molecular de 32 kDa, as quais possuem um 

sítio ativo. Catalisa a dismutação do ânion superóxido a peróxido de hidrogênio 

e oxigênio molecular (RAHMAN, 2007). 

A SOD-Mn/Fe, presente nas mitocôndrias, possui atividade antioxidante 

resultante da doação de elétrons originários da mudança do estado de 

oxidação do Mn e Fe. A SOD-Mn em humanos difere da SOD-Fe dos 

eucariotos pelo acoplamento em um tetrâmero, da ligação de dois dímeros que 

gera duas ligações simétricas de quatro hélices. É uma enzima homotetrâmera 

com peso molecular de 96 kDa (PERRY et al., 2010). 

Recentemente foi descrita a SOD-extracelular (SOD-3), a qual é 

sintetizada por alguns tipos de células, incluindo fibroblastos e células 

endoteliais, sendo expressa na superfície destas, ligada a heparina sulfato 

(YOUNG e WOODSIDE, 2001). A análise cristalográfica desta enzima 

demonstrou estrutura tetramérica composta de dímeros similares a SOD-1. 

Esta glicoproteína contém íons Cu e Zn e catalisa as mesmas reações da 

SOD-1, apresentando elevada afinidade por certas glicoproteínas, entretanto 

sua regulação nos tecidos de mamíferos ocorre, principalmente, através da 

liberação das citocinas nos processos inflamatórios (RAHMAN, 2007; PERRY 

et al., 2010). 

2.3.1.4 – Catalase intraeritrocitária (CAT): 

 A catalase foi a primeira enzima antioxidante caracterizada e sua função 

é catalisar a conversão do peróxido de hidrogênio a água e oxigênio: 
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Catalase-Fe (III) + H2O2  →  Composto I + H2O 

Composto I + H2O2  →  Catalase-Fe (III) + H2O + O2 

2 H2O            2 H2O + O2 

 A CAT consiste de quatro subunidades de proteínas, na qual cada uma 

contém um grupamento heme e uma molécula de NADPH. Encontra-se 

amplamente distribuída nos peroxissomos, os quais possuem a maioria das 

enzimas capazes de gerar o peróxido de hidrogênio. Apresenta elevada 

atividade no fígado e eritrócitos, porém também possui atividade em outras 

células do organismo (YOUNG e WOODSIDE, 2001). 

2.3.1.5 - Coenzima Q10: 

 A Coenzima Q10 é uma ubiquinona que participa da cadeia de transporte 

de elétrons e translocação de prótons H+ na mitocôndria, juntamente com o 

citocromo e as desidrogenases mitocondriais, as quais oxidam NADH, NADPH 

e FADH2, transferindo prótons e elétrons para a ubiquinona, convertendo-a em 

ubiquinol. Este por sua vez transfere prótons para a matriz mitocondrial e 

elétrons ao citocromo. Desta forma, as isoformas de citocromo reduzem o O2 à 

H2O, indispensável à produção de ATP (BARREIROS et al., 2006). 

Na sua forma reduzida, esta coenzima também inibe a peroxidação dos 

lipídios, protegendo dos danos oxidativos o DNA e as proteínas 

intermembranas da mitocôndria. É amplamente utilizada como cofator nas 

alterações metabólicas da cadeia de transporte de elétrons, quando é capaz de 

transferir elétrons desemparelhados para receptores que não participam da 

cadeia respiratória, atuando também na regeneração do tocoferol na 

membrana mitocondrial, bem como na redução do ânion superóxido, além de 
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possuir em sua composição química insaturações que participam da redução 

do oxigênio singlet (TURUNEN et al., 2004; BARREIROS et al., 2006). 

 

2.3.2 – Antioxidantes não enzimáticos:  

2.3.2.1 – Glutationa reduzida (GSH):  

 A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptídeo (L-γ-glutamil-L-

cisteinilglicina) considerado a primeira linha de defesa contra as ERONs nas 

hemácias. É uma molécula que apresenta diversas funções, dentre elas de 

cofator de diversas enzimas, como a glutationa peroxidase, a glutationa-S-

transferase, glutaredoxinas e glioxalases. Desempenha ação protetora contra 

as ERONs, sendo oxidada a dissulfeto da glutationa (GSSG) à custa da 

glutationa peroxidase. É considerada um tampão redox sulfidrílico, pois 

mantém os resíduos cisteinil da hemoglobina e de outras proteínas no estado 

reduzido (PANDEY e RIZVI, 2011).  

 A GSH é o único tiol não protéico presente nas espécies aeróbicas, nas 

quais desempenha relevante papel antioxidante, sendo considerada o principal 

antioxidante nas hemácias. Quando seus teores estão reduzidos, como por 

exemplo, nos indivíduos com deficiência de glicose-6-fosfato-desidrogenase, 

não há doação do NADPH, que atua como cofator da glutationa redutase na 

redução da GSSG a GSH, com consequente aumento das ERONs e dano 

oxidativo no eritrócito, promovendo hemólise e a formação de metemoglobina, 

diminuindo desta forma, o transporte de oxigênio aos tecidos. Ocorrem também 

alterações na morfologia eritrocitária com perda da flexibilidade da membrana, 

impedindo sua passagem para órgãos vitais, formando corpúsculos de Heinz e 

favorecendo a fagocitose pelo sistema retículo-endotelial (ALVES et al., 2003). 
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  No ciclo catalítico da GSH (Figura 5), podem ser identificadas três 

enzimas: a glutationa oxidase (GO), a GSH-Px e a glutationa redutase (GR). As 

duas primeiras catalisam a oxidação de GSH à GSSG e a última é responsável 

pela regeneração de GSSG a sua forma reduzida na presença de NADPH 

(HUBER et al., 2008).  

 

Figura 5: Representação esquemática do ciclo catalítico da glutationa. Fonte: HUBER et al., 

2008. 

2.3.2.2 – Ácido úrico: 

É a principal forma de excreção de compostos nitrogenados das aves e 

dos répteis. Nos mamíferos, é produto secundário da excreção, derivado das 

bases purínicas. Na maioria dos tecidos orgânicos encontra-se na forma de 

ânion urato (pKa1=5,4). Somente a partir dos anos 80 foi demonstrado que é 

um antioxidante efetivo nos sistemas biológicos, capaz de proteger o DNA e 

lipídios da ação deletéria das ERONs. Entretanto, a elevada polaridade 

restringe sua atividade ao meio aquoso e sua concentração nos 

compartimentos aquosos do organismo é próxima ao limite de solubilidade (300 

μM). Indivíduos com ateroesclerose podem apresentar nível elevado de ácido 

úrico no sangue, o que pode representar um mecanismo para contrapor a ação 
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deletéria das ERONs, derivadas, principalmente, dos processos inflamatórios 

relacionados a aterogênese (NIETO et al., 2000). 

A ação antioxidante do ânion urato deve-se a reação imediata com o 

radical hidroxila, no entanto, não reage com o superóxido e peróxidos (ROOH), 

bem como não é capaz de desativar o oxigênio singlet, porém, ao inibir outras 

espécies oxidadas no meio biológico, promove, indiretamente, a redução desta 

molécula. Sua principal ação é a inativação dos radicais hidroxilas, peroxilas 

(ROO•) e NO2
• (gerando nitrito), protegendo o DNA e os lipídios da ação 

deletéria destes compostos. Como está presente no meio aquoso, o urato 

reage com as ERONs antes da transposição da membrana celular e 

consequente início dos danos oxidativos (BARREIROS et al., 2006) 

2.3.2.3 - Vitamina E: 

Esta vitamina existe em diferentes formas. Nos humanos, o α-tocoferol é 

a forma mais ativa, sendo considerado um potente antioxidante lipossolúvel, 

cuja principal função é proteger a membrana celular da peroxidação dos 

lipídios. O α-tocoferol é convertido ao radical α-tocoferil pela doação de 

hidrogênio ao radical peroxila dos lipídios, o qual é regenerado à forma original 

pelo ácido ascórbico (HENSLEY et al., 2004; KOJO, 2004). 

2.3.2.4 - Vitamina C: 

 É um importante antioxidante hidrossolúvel. Atua como cofator de várias 

enzimas que catalisam as reações de hidroxilação. Desempenha papel 

relevante na síntese do colágeno, como cofator na hidroxilação da prolina e 

lisina. Além disso, interrompe os processos em cascata da peroxidação dos 

lipídios em meio aquoso. Atua em conjunto com a vitamina E na regeneração 

do radical α-tocoferil (YOUNG e WOODSIDE, 2001; KOJO, 2004). 
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2.3.2.5 - β-caroteno: 

 Os carotenóides constituem um grupo de antioxidantes lipossolúveis, 

dos quais, o β-caroteno é considerado o mais importante, embora pelo menos, 

outros 20 compostos estejam presentes nas membranas e lipoproteínas. 

Atuam in vivo como inibidores do oxigênio singlet ou como sequestradores dos 

radicais peroxila, reduzindo a oxidação do DNA e lipídios em baixa pressão de 

oxigênio com eficiência superior ao α-tocoferol, nestas condições. Entretanto, 

tornam-se pró-oxidantes em elevada pressão de oxigênio (RAHMAN, 2007). 

2.3.2.6 - Metais de transição ligados a proteínas: 

Algumas enzimas antioxidantes dependem de metais de transição para 

atuarem nos mecanismos celulares de defesa contra os ERONs. Sua ação 

antioxidante ocorre através do sequestro de ferro e cobre, impedindo que eles 

atuem como cofatores das reações de Fenton e Haber-Weiss. Como exemplo, 

o cobre da ceruloplasmina catalisa a oxidação do Fe+2, impedindo sua ação 

como cofator na reação de Fenton exercendo desta forma ação antioxidante 

(BIANCHI e ANTUNES, 1999; YOUNG e WOODSIDE, 2001).  

A avaliação dos antioxidantes, quer de forma isolada ou conjunta, 

através da determinação da capacidade antioxidante não enzimática total, é 

empregada como biomarcador do estresse oxidativo, e juntamente com a 

peroxidação lipídica, podem fornecer informações valiosas sobre o estresse 

oxidativo de determinado sistema biológico (KLAUNIG e KAMENDULIS, 2004). 

 

2.3.3 - Avaliação da capacidade antioxidante não enzimática total (TAC): 

  A mensuração da capacidade antioxidante não enzimática total fornece 

informações relevantes para estimar as defesas não enzimáticas à ação 
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deletéria das ERONs. Numerosos métodos foram propostos e aplicados em 

produtos naturais e fluídos biológicos, tais como plasma, urina e líquido seminal 

(PRIOR, 2004; SERAFINI e DEL RIO, 2004). Estes são classificados em dois 

grupos, dependendo do fundamento da técnica: métodos de transferência de 

átomo de hidrogênio (TAH) e aqueles de transferência de elétrons (TE). A 

maioria das análises de TAH se baseia na competição entre os antioxidantes e 

o substrato para gerar radical peroxila através da decomposição de compostos 

azo. Já as análises de TE avaliam a capacidade dos antioxidantes presentes 

nas amostras de reduzir um composto oxidado, cuja coloração é alterada após 

redução de maneira proporcional à concentração dos antioxidantes (ZULUETA 

et al., 2009). 

A conversão colorimétrica do 2,2’-azinobis, ácido 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfônico (ABTS) ao radical ABTS (ABTS˙) é uma das análises de TE mais 

empregadas atualmente. Originalmente, foi desenvolvida para determinar o 

conteúdo de hemoglobina em amostras de tecidos (MARKLUND, 1979). No 

entanto, após diversos aperfeiçoamentos, a técnica foi adaptada para usar o 

ânion radical ABTS˙ pré-formado, como biomarcador da capacidade 

antioxidante não enzimática total e os resultados expressos em valores 

relativos ao ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico (TROLOX), 

um análogo sintético hidrossolúvel da vitamina E (RAUTIAINEN et al., 2008; 

NIKI, 2010).  

 

2.3.4 – Peroxidação lipídica: 

Os lipídios são indispensáveis para manutenção da forma, fluidez e 

funções da membrana eritrocitária, entretanto as ERONs promovem a 
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peroxidação dos lipídios da membrana (PANDEY e RIZVI, 2011), que por ser 

um processo em cascata origina diversos aldeídos eletrofílicos reativos 

capazes de se unir facilmente as proteínas, formando adutos com cisteína ou 

resíduos de histidina (KOPITZ  et al., 2004). Dentre estes, o malondialdeído 

(MDA) é considerado o principal produto da peroxidação lipídica. Várias 

hipóteses referentes à formação do MDA in vivo foram propostas. Pryor e 

Stanley (1975) sugeriram que a oxidação dos lipídios objetivando a formação 

das prostaglandinas, que são endoperóxidos similares aqueles da membrana 

plasmática das hemácias, rica em cadeias de ácidos graxos poliinsaturados 

(PUFA) com duas ou mais ligações duplas, é capaz de produzir MDA. Em 

1990, Esterbauer e Cheeseman sugeriram uma via alternativa para geração do 

MDA, baseado na formação de hidroperóxido e posterior β-clivagem de PUFA 

(ácido linoléico, araquidônico e docosaexanóico). Soma-se outras fontes 

geradoras de MDA, consideradas de menor importância, como a radiação 

ionizante (PANDEY e RIZVI, 2011). 

 Um método espectrofotométrico simples para avaliar a peroxidação 

lipídica (YAGI, 1976) tem sido frequentemente utilizado e se fundamenta na 

formação de adutos entre moléculas resultantes da peroxidação lipídica (dentre 

elas o MDA) com o ácido tiobarbitúrico (TBA), utilizando condição ácida 

extrema e elevada temperatura. Os produtos coloridos são mensurados por 

técnicas colorimétricas ou fluorimétricas. Ressalta-se que frequentemente é 

descrito que a determinação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) destina-se a quantificar exclusivamente o MDA, contudo outros 

compostos presentes na amostra reagem com este ácido, contribuindo para o 

aumento da absorbância ou fluorescência total. Além disso, o MDA e 
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substâncias similares também podem ser formados como artefatos da técnica 

durante a análise (ANTUNES et al., 2008).   

Há forte associação entre as ERONs e os processos de envelhecimento, 

transformação e morte celular com consequências diretas sob diversas 

doenças, dentre elas, a indução do câncer e a propagação da SIDA nos 

pacientes soropositivos (HIV+), parasitoses, bem como na fisiopatologia de 

diversas doenças crônicas, como as autoimunes, cardiovasculares, 

pulmonares, nas intoxicação por xenobióticos, dentre outras. Por outro lado, 

também é reconhecido que as ERONs desempenham papel fisiológico 

importante no controle da pressão arterial, na sinalização celular, na apoptose, 

na fagocitose de agentes patogênicos, na fertilização de ovos e no 

amadurecimento de frutos (VASCONCELOS et al., 2007). 

Assim, buscando ampliar o conhecimento da fisiopatologia da malária, é 

indispensável o entendimento dos mecanismos envolvidos na geração das 

ERONs no decurso da infecção e a resposta do hospedeiro humano. 
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2.4 – ESTRESSE OXIDATIVO E SUAS MANIFESTAÇÕES NA MALÁRIA: 

Discute-se o papel protetor ou deletério das ERONs na fisiopatogenia da 

malária humana, uma vez que como vive em meio aeróbico, o Plasmodium 

pode contribuir para a formação de ERONs, como o ânion radical hidroxila, via 

reação de Fenton, empregando como cofator o Fe+2 resultante da degradação 

da hemoglobina no vacúolo ácido digestivo, o que é favorecido pela sua 

elevada taxa metabólica e rápido crescimento durante a fase aguda da 

infecção (PABÓN et al., 2003; MÜLLER, 2004). Portanto, o passo chave para 

produção das ERONs no eritrócito infectado é a degradação da hemoglobina, a 

qual representa a principal fonte de aminoácidos para o Plasmodium, com 

liberação do grupamento heme (Ferro protoporfirina IX; BECKER et al., 2004). 

Outro mecanismo envolvido na geração de ERONs na malária é a 

ativação da resposta imune do hospedeiro, aumentando a fagocitose pelos 

monócitos e macrófagos circulantes em resposta a ruptura dos eritrócitos e 

liberação da hemozoína na circulação sanguínea. Cultivo de células 

sanguíneas monucleadas demonstrou que a hemozoína promove a liberação 

de citocinas pró-inflamatórias, tal como fator de necrose tumoral (TNF-α) e 

citocinas anti-inflamatórias (IL-10), aumentando a explosão respiratória dos 

fagócitos, e consequente produção de ERONs (KELLER et al., 2004b).   

 A infecção pode depletar cofatores essenciais à ação das enzimas 

antioxidantes, bem como reduzir os teores de antioxidantes circulantes como o 

ascorbato e o tocoferol. Também foi demonstrado que a infecção por P. yoelii 

em ratos MDR aumenta a atividade da xantina oxidase e a peroxidação dos 

lipídios armazenados no fígado, indicando a ocorrência de dano oxidativo ao 

hepatócito (PABÓN et al., 2003; GUHA et al., 2006).  
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 A síndrome de isquemia e reperfusão também é responsável pela 

geração de ERONs nos pacientes com malária, especialmente nos casos 

graves, e representa a principal causa de danos neurológicos na malária 

cerebral, afetando a integridade e a função neuronal. O sequestro dos 

eritrócitos contendo o parasita no estágio maduro nos pequenos vasos 

bloqueia o fluxo sanguíneo para diversos órgãos, principalmente no sistema 

nervoso central, ocasionando hipóxia e recrutamento de citocinas pró-

inflamatórias, as quais participam da citoaderência. Objetivando manter o tônus 

vascular, o óxido nítrico (NO) é gerado pelas células endoteliais, promovendo a 

homeostase vascular por regular a agregação plaquetária e a adesão ao 

endotélio, restringindo a extensão do processo inflamatório (SERIROM et al., 

2003). 

Por fim, o mecanismo de ação de grande parte dos antimaláricos 

envolve a geração de ERONs no eritrócito parasitado, uma vez que o 

Plasmodium é extremamente sensível ao meio oxidante. Por exemplo, o 

mecanismo de ação da primaquina (PQ), que é uma 8-aminoquinolina 

esquizonticida tecidual, gametocitocida ao P. falciparum e hipnozoiticida ao P. 

vivax e P. ovale é, provavelmente, mediado por metabólitos redox-ativos, como 

a 5-hidroxiprimaquina (5-HPQ), que é um produto de biotransformação em 

humanos e possível responsável pela ação antimalárica e pelos efeitos 

hemolíticos da PQ. Foi demonstrada hemólise em eritrócitos contendo teores 

normais de GSH, após aumento das concentrações de 5-HPQ, que forma um 

par redox com suas formas quinolinas, cujo ciclo contínuo de oxi-redução gera 

ERONs e aumenta o consumo de GSH (SHANKS et al., 2001). 
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Como resultado da depleção da GSH e NADPH, as células diminuem a 

capacidade de inativar as ERONs e alteram a via da hexose monofosfato.  Nas 

hemácias com baixo nível de GSH, como nos indivíduos com deficiência de 

G6PD, doses moderadas de PQ aumentam os níveis de metemoglobina, 

levando a oxidação dos lipídios e proteínas, alterando desta maneira, a 

integridade da membrana dos eritrócitos infectados e normais. Nestes últimos 

há eriptose, evento com algumas características similares a apoptose, como 

ativação dos canais de Ca+ e exposição da fosfatidilserina, removendo-os da 

circulação através dos macrófagos. Ressalta-se que a ativação dos canais de 

Ca+ leva a peroxidação dos fosfolipídios e a exposição da fosfatidilserina, 

causando hemólise intravascular não imune, contribuindo também para o 

estresse oxidativo (BOWMAN et al., 2005; GANESAN et al., 2012). 

A cloroquina é um esquizonticida sanguíneo pertencente à classe das 4-

aminoquinolina, de baixa toxicidade aos humanos. É biotransformada no fígado 

à monodesetilcloroquina e se acumula nos vacúolos digestivos do Plasmodium 

em razão do pH lisossômico, interferindo na metabolização e utilização da 

hemoglobina pelo parasita. Uma hipótese amplamente aceita sobre seu 

mecanismo de ação sugere que a ligação da cloroquina a Ferro III 

protoprofirina IX (Fe [III] PPIX) impede a biocristalização da hemozoína, o que 

resultará na formação de um composto tóxico ao Plasmodium (DAILY, 2006). 

Soma-se o fato que a ferro III protoporfirina IX e/ou aductos de CQ-Fe [III] PPIX 

podem acarretar a formação de ERONs, levando a peroxidação dos lipídios da 

membrana do parasita e sua consequente destruição. O envolvimento de 

eventos oxidativos no mecanismo de ação da CQ foi confirmado por estudo de 

modulação de sua ação pelos níveis de GSH. Neste sentido, a expressão da γ-
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glutamil-cisteina sintetase na malária por P. berghei em murinos tem sido 

relacionada a resistência à droga, como já descrito para o P. falciparum 

(MONTIA et al., 2002; BECKER et al., 2004; SOLOMON e LEE, 2009). 

Com a finalidade de impedir os efeitos deletérios das ERONs em um 

meio altamente oxidante, os parasitas possuem antioxidantes de baixo peso 

molecular, como a glutationa, que é o mais abundante, bem como enzimas 

antioxidantes, como a superóxido dismutase e proteínas dependentes de 

tioredoxinas. Nos últimos anos, a estrutura e a função destas enzimas foram 

estudadas detalhadamente, objetivando o desenvolvimento de novos fármacos 

antimaláricos (BECKER et al., 2004).  

Sabe-se que o P. falciparum, P. ovale, P. malariae e P. vivax e outros 

protozoários, como o Toxoplasma gondii, possuem dois genes distintos que 

codificam diferentes SODs, dentre estas, a SOD-Fe, de localização citosólica 

que é transcrita e expressa  durante o  ciclo eritrocítico do parasita e realiza a 

dismutação do ânion superóxido produzido no vacúolo digestivo do parasita. Já 

a SOD-2 está localizada nas mitocôndrias e possui uma cauda N-terminal. Sua 

presença indica que o Plasmodium possui uma cadeia respiratória ativa, na 

qual o ânion superóxido é gerado e posteriormente dismutado por esta enzima, 

evitando desta forma, danos às suas funções metabólicas, ácidos nucléicos, 

proteínas e membranas das organelas intracelulares (MÜLLER, 2004).  

O Plasmodium também possui via funcional para síntese da glutationa, 

através da Ɣ-glutamilcisteína sintase (Ɣ-GCS) e glutationa sintase, as quais 

catalisam a ligação do glutamato a cisteína seguida pela adição de glicin. Os 

diferentes genes que codificam a  Ɣ-GCS do P. falciparum contêm várias 

regiões N-terminal repetidas, as quais não são notadas no P. berghei. Esta 
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variação pode estar associada à resistência aos antimaláricos ou a distribuição 

geográfica do parasita (MÜLLER, 2004). 

 Outro sistema antioxidante presente nos parasitas são as tioredoxinas, 

as quais são consideradas mensageiros redox que interagem com vários 

compostos redox ativos e seus metabólitos, como ribonucleotídeos redutase, 

fatores transcricionais, peroxidases e tiois de baixo peso molecular (MÜLLER, 

2004). 

A eriptose (apoptose em eritrócitos) também é um mecanismo que 

envolve a produção de ERONS durante a infecção malárica pelo parasita, a 

qual é caracterizada por modificação dos fosfolipídios e deformação da 

membrana eritrocitária. Esse processo é desencadeado pela ativação da 

atividade de Ca2+, o que pode resultar na abertura dos canais de cátions 

através da ativação da prostaglandina E-2. Isto ocorre devido ao aumento das 

taxas metabólicas e rápido crescimento do parasita, diminuindo a quantidade 

de nutrientes no interior do eritrócito e necessitando a busca de outras fontes 

(SYED e QADRI, 2012).  

Embora a ativação destes canais seja necessário para reprodução, 

maturação e sobrevivência do patógeno, este limita o tempo de vida dos 

eritrócitos infectados e, portanto, do Plasmodium, visto que esta abertura 

estimula a eriptose. Assim, o patógeno enfrenta um dilema: por um lado, requer 

a absorção de nutrientes e a substituição de K+ pelo Na+ no citosol; por outro, 

desencadeia o suicídio do eritrócito, limitando o tempo de vida do parasita no 

hospedeiro. Tentando resolver, o parasita sequestra Ca2+ e, assim, mantém a 

pressão intraeritrocitária e a atividade da bomba de Ca2+ baixa. Além disso, 

evita a hemólise prematura dos eritrócitos, diminuindo a pressão osmótica no 
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citosol, a qual é obtida através da digestão do excesso de hemoglobina e 

exposição de seus aminoácidos. Eventualmente, a infecção pelo Plasmodium 

resulta na perda da assimetria dos fosfolipídios por toda a membrana e 

exposição da fosfatidilserina, o que ativará a captura dos eritrócitos infectados 

pelos macrófagos (KOKA et al., 2008; FÖLLER et al., 2009). 

Também, a eriptose pode aderir à parede vascular e fomentar a 

coagulação do sangue. Assim, eritrócitos exposto com fosfatidilserina podem 

comprometer a microcirculação, sugerindo a participação na lesão vascular da 

síndrome metabólica. O impacto da eriptose induzida por hemina (indutor da 

lise celular) na microcirculação pode ser agravado pelo efeito da hemina sobre 

as células endoteliais. Se por um lado a hemina induzida por estresse oxidativo 

pode estimular a apoptose de células nucleadas, por outro regula a heme-

oxidase, que por sua vez, confere resistência a apoptose (GATIDIS et al., 

2009). Assim, esse evento induzirá a sindorme de isquemia e reperfusão por 

hemólise.  
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2.5 – METEMOGLOBINEMIA: 

A hemoglobina é a principal proteína presente nas hemácias, fortemente 

compactada no citoplasma, constituindo cerca de 90% do peso destas células. 

Apesar de um sistema antioxidante efetivo no seu interior, os íons ferroso da 

hemoglobina estão continuamente expostos a elevada concentração de 

oxigênio, sendo oxidados a íons férricos, formando metemoglobina (MetHb), a 

qual é mantida em valores inferiores a 2% (PANDEY e RIZVI, 2011). 

Concentrações superiores caracterizam a metemoglobinemia que pode 

ser congênita ou adquirida. A primeira se manifesta sob duas formas distintas, 

a saber: tipo I, na qual há deficiência do gene responsável pela expressão da 

NADH citocromo b5 redutase (NADHb5R) apenas nos eritrócitos e tipo II, na 

qual a deficiência desta enzima se distribui por vários tecidos. Já a forma 

adquirida resulta da exposição aos agentes oxidantes como as quinolinas 

(primaquina), nitritos, cloratos, fenacetina, acetanilida, sulfanilamida, 

nitrobenzeno, anilina, nitratos, nitritos e óxido nítrico (FERREIRA et al., 2011). 

A redução da metemoglobina é catalisada pela forma reduzida da 

NADHb5R. Os elétrons são transferidos do NADH, gerado pela gliceraldeído 3-

fosfato na via glicolítica para a enzima NADHb5R, e então, para o citocromo b5 

(NAOUM et al., 2004). 

A hemoglobina é sensível aos danos causados pelas ERONs, o qual é 

agravado na deficiência de G6PD, uma vez que esta enzima participa das 

reações de redução pela doação de NADPH a glutationa redutase dos grupos 

cisteinil, previamente oxidados no transporte do oxigênio. Portanto, quando 

estes pacientes são tratados com fármacos oxidantes, como a primaquina, há 
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aumento da metemoglobina e da hemólise (CARMONA-FONSECA et al., 

2009). 
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3 – JUSTIFICATIVA: 

Ao se considerar o número elevado de casos de malária por P. vivax no 

estado do Pará, a repercussão socioeconômica e a possibilidade de 

agravamento de alguns casos, inclusive com registro de óbitos, torna-se 

necessário a compreensão de mecanismos fisiopatológicos adicionais, como o 

estresse oxidativo, resultante do aumento da geração de ERONs proveniente 

da resposta inflamatória, da oxidação do Fe+2 após degradação da 

hemoglobina e a isquemia e reperfusão na fase aguda da malária, os quais 

permitirão melhorar o prognóstico e propor novos alvos terapêuticos. 

 Justifica-se, portanto, a realização deste projeto, tanto pelo número 

reduzido de estudos nos casos de malária vivax não grave, quanto para 

caracterização do envolvimento das vias redox, da resposta do hospedeiro 

humano e a possível influência do tratamento sobre os biomarcadores de 

estresse oxidativo nos pacientes com malária vivax não complicada, a fim de 

testar as seguintes hipóteses: a) os biomarcadores de estresse oxidativo não 

são alterados no decurso da fase aguda da malária vivax não complicada; b) a 

introdução do tratamento não contribui para o estresse oxidativo nestes 

pacientes. Espera-se que os biomarcadores de estresse oxidativo avaliados 

neste estudo se comportem de maneira semelhante no grupo controle e nos 

pacientes com malária vivax e independente da introdução dos fármacos 

antimaláricos.  
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4 - OBJETIVO: 

 4.1 - GERAL: 

Avaliar marcadores de estresse oxidativo na malária por P. vivax e 

correlacioná-los com o período de tratamento, através do emprego de 

Primaquina e Cloroquina. 

 

 4.2 - ESPECÍFICOS: 

 Quantificar os danos oxidativos através da determinação dos teores de 

metemoglobina e dos compostos reativos ao ácido tiobarbitúrico em 

sujeitos com malária por P. vivax não complicada em distintas fases de 

tratamento, comparando-os com indivíduos saudáveis; 

 Determinar a capacidade antioxidante não enzimática total, a glutationa 

reduzida, a glutationa total e a atividade da enzima superóxido dismutase 

em sujeitos com malária por P. vivax não complicada em distintas fases 

de tratamento, comparando-os com indivíduos saudáveis; 

 Correlacionar os biomarcadores de estresse oxidativo à intervenção 

terapêutica. 

 

 

 

 

 

 



 53 

5 - MÉTODOS:  

5.1 – CASUÍSTICA: 

5.1.1 – Tipo e população de estudo: 

Trata-se de um estudo quantitativo longitudinal de casos constituídos por 38 

sujeitos adultos com malária por P. vivax (gênero masculino e feminino), dos 

quais foram coletadas amostras de sangue total antes e após a instituição da 

terapia. Foi constituído grupo controle composto por 15 voluntários saudáveis 

selecionados no Curso de Farmácia da Universidade Federal do Pará, 

pareados em gênero e idade.  

 

5.1.2 - Local da pesquisa: 

A pesquisa foi realizada no Laboratório de Toxicologia da Faculdade de 

Farmácia do Instituto de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Pará e 

no Ambulatório/Laboratório do Programa de Ensaios Clínicos em Malária do 

Instituto Evandro Chagas (PECEM/IEC), obedecendo aos Aspectos Éticos e 

Legais da Resolução 196/96. 

 

5.1.3 - Critérios de inclusão e exclusão: 

 A inclusão dos sujeitos utilizou os seguintes critérios: 

 diagnóstico positivo pelo exame da gota espessa para infecção por P. 

vivax e tratados com esquema terapêutico padrão preconizado pelo 

Ministério da Saúde (BRASIL, 2010), constituído pela associação 

cloroquina (150mg/comprimido – 1,5g em três dias de tratamento) e 

primaquina (15mg/comprimido – 0,21g em sete dias de tratamento), 

 adultos entre 15 anos a 50 anos de idade, ambos os gêneros. 
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 Foram excluídos sujeitos e voluntários que apresentaram síndrome febril 

não oriunda da infecção malárica, aqueles que fizeram uso de antimaláricos ou 

antibióticos em período de uma semana anterior a coleta do material biológico, 

bem como os que apresentaram quadro de malária grave (intensa anemia e 

febre elevada e constante), agravamento do quadro no decorrer do tratamento 

ou com malária mista, grávidas ou suspeita de gravidez, apresentavam 

comorbidades e os que se recusaram a assinar o termo consentimento livre e 

esclarecido e/ou não responderam ao questionário. 

Os sujeitos com malária vivax e os voluntários do grupo controle foram 

consultados a respeito da realização dos referidos exames, dando a 

autorização devida, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido 

(Apêndice 1), bem como responderam ao questionário padrão aplicado pelo 

PECEM (Anexo 1). Este estudo está vinculado ao projeto “Malária por 

Plasmodium vivax: análise da possível influência da composição corporal na 

resposta terapêutica à primaquina”, o qual foi submetido ao Comitê de Ética em 

Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Instituto Evandro Chagas, sendo 

aprovado sob o número 0028/2010 (Anexo 2). 

 

5.2 - AMOSTRAS:  

 Foram coletados de cada sujeito, antes da introdução dos antimaláricos 

(D0) e após dois (D2) e sete (D7) dias, cerca de 10 mL de sangue, por punção 

venosa periférica, separados em dois tubos de coleta a vácuo (5mL cada) 

contendo EDTA como anticoagulante, devidamente identificados. Em um dos 

tubos, o plasma e os eritrócitos foram separados por centrifugação a 

2.000rpm/6min/28-30°C. Em seguida, as amostras foram transportadas a 40C 
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ao Laboratório de Toxicologia (LATOX - UFPA), onde foram analisadas. No 

grupo controle foi coletada apenas uma amostra de sangue e seguido os 

mesmos procedimentos dos sujeitos com malária vivax. 

No sangue total foi determinado o teor de metemoglobina. O plasma foi 

separado para determinação da capacidade antioxidante não enzimática total, 

compostos reativos ao ácido tiobarbitúrico e glutationa total. Os eritrócitos 

foram lavados três vezes com solução salina a 0,89%, centrifugados a 

2.000rpm por 5min a 200C para determinação da atividade da glutationa 

reduzida e superóxido dismutase. 

 

5.3 - PROCEDIMENTOS ANALÍTICOS: 

5.3.1 - Determinação da peroxidação lipídica – (TBARS): 

Realizada através da quantificação dos compostos reativos ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS). Este método é considerado de fácil reprodutibilidade e 

execução para avaliar danos oxidativos (DOTAN et al., 2004; ISAKSSON et al., 

2009). De maneira resumida, as lipoproteínas foram precipitadas pela adição 

do ácido tricloroacético a 10% e a seguir adicionado ácido tiobarbitúrico a 

0,67%. A formação do aducto entre o peróxido lipídico e o ácido tiobarbitúrico 

foi realizada pelo aquecimento em banho de água a 900C por 60 minutos. O 

cromógeno formado foi lido a 535 nm (Figura 6). A seguir foi elaborada uma 

curva de calibração contendo diluições sucessivas de solução padrão de 

tetraetoxipropano (MDA), as quais foram processadas de maneira semelhante 

às amostras biológicas. A equação da reta foi obtida pelo método dos mínimos 

quadrados e a peroxidação lipídica foi expressa em nmols de MDA/L de 

plasma. As amostras foram analisadas em triplicata. 
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Figura 6: Procedimento para determinação do TBARS. 

 

 

5.3.2 – Determinação da capacidade antioxidante não enzimática total 

(TAC): 

 A TAC foi determinada através do método de Miller e colaboradores 

(1993b), com modificações, fundamentado na redução do ânion radical ABTS, 

pelos antioxidantes presentes na amostra. Os resultados do decaimento da 

absorvância foram plotados em uma curva de calibração previamente 

elaborada com diluições sucessivas de TROLOX, um análogo sintético da 

vitamina E, submetidas ao mesmo procedimento adotado para as amostras 

biológicas (Figura 7). A equação da reta foi obtida pelo método dos mínimos 

quadrados e os resultados expressos mmol Trolox/L de plasma como 

capacidade antioxidante total em relação ao TROLOX. As amostras foram 

analisadas em triplicata. 
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Figura 7: Procedimento para determinação da capacidade antioxidante não enzimática total. 

 

5.3.3 – Índice de estresse oxidativo: 

O índice de estresse oxidativo é considerado como a razão entre o 

TBARS e TAC (YEUM et al., 2004; COHEN e MCGRAW, 2009) e reflete a 

resposta antioxidante do organismo aos seus efeitos deletérios das ERONs, no 

qual os maiores valores correspondem aos elevados níveis de estresse 

oxidativo. Entretanto, como a resposta do organismo aos agentes pró-

oxidantes, via de regra, não é normotônica, o pré-requisito para determinação 

deste índice é a existência de correlação significativa entre as duas variáveis 

(ESTERBAUER e CHEESEMAN, 1990; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2005; 

COSTANTINI e VERHULST, 2009).   
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5.3.4 – Determinação dos níveis de glutationa: 

5.3.4.1 – Glutationa reduzida (GSH):  

 A determinação de GSH baseou-se na sua capacidade de reduzir o 

ácido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) a ácido nitrobenzóico (TNB), cujo 

cromógeno é quantificado por espectrofotometria em 412 nm (Figura 9). Foi 

elaborada curva de calibração contendo diluições sucessivas de solução 

padrão de GSH (0 a 5 µmol/mL). A seguir, foi obtida a equação da reta pelo 

método dos mínimos quadrados e os teores de GSH foram expressos em 

µmol/mL de eritrócito. As amostras foram analisadas em triplicata 

(ANDERSON, 1969). 

 

Figura 8: Reação de derivação da GSH com o DTNB. Fonte: ROVER JUNIOR et al., 2001. 

 

5.3.4.2 – Glutationa total: 

O teor de glutationa total das amostras de plasma foi determinado 

usando kit comercial (Glutathione Colorimetric Detection Kit®, Arbor Assays™), 

seguindo as instruções do fabricante. Os resultados foram expressos em µM de 

GSH. 
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5.3.5 - Atividade da superóxido dismutase intraeritrocitária: 

 A atividade enzimática da SOD foi determinada pela não redução do 

citocromo C, visto que para tal redução, é necessária a presença de O2
-, o qual 

é dismutado a H2O2 + O2 pela SOD. Foram feitos dois controles, um negativo e 

outro positivo. O negativo contendo tampão, citocromo C e hipoxantina, no qual 

não houve formação de O2
-, não reduzindo o citocromo C. Já o positivo, 

continha tampão, citocromo C, hipoxantina e xantina oxidase, apresentando 

redução do citocromo C. A atividade da SOD foi proporcional à inibição da 

redução do citocromo C, a qual foi avaliada pela medida da absorbância a 550 

nm. Uma curva padrão contendo diluições sucessivas, de 50 a 200 U/mL da 

enzima, seguido de obtenção da equação da reta, através do método dos 

mínimos quadrados. As amostras foram analisadas em triplicata (MCCORD E 

FRIDOWICH, 1969). 

 

5.3.6 - Determinação dos teores de metemoglobina: 

Foi utilizada a metodologia proposta por Hegesh e colaboradores (1970), 

fundamentada na leitura da absorvância diferencial a 632 nm, em que os 

resultados foram expressos em % de metemoglobina sobre a porcentagem 

total de hemoglobina presente na amostra. As amostras foram analisadas em 

triplicata (Figura 9). 
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Figura 9: Procedimento para determinação de metemoglobina. 

Para o cálculo do percentual de metemoglobina nas amostras 

empregou-se a seguinte fórmula:  

% MetHb=        (A1- A3)     x    100 

    12x(A2-A4) 

Onde:  12 = Fator de Diluição 

              A1 – A3 = Porcentagem de metemoglobina na amostra; 

              A2 – A4 = 100% de metemoglobina 

 

5.4 - AVALIAÇÃO ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS: 

 Os resultados obtidos durante os experimentos foram armazenados em 

planilhas eletrônicas utilizando os programas EXCEL® e INSTAT® e 

analisados usando os software BioEstat 5.0, estabelecendo em 0,05 (5%) o 

nível alfa para rejeição da hipótese de nulidade. A normalidade das variáveis foi 
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avaliada pelo Kolmogorov-Smirnov. As hipóteses foram testadas pelos testes: 

qui quadrado, t de student, ANOVA e quando significante foi empregado o teste 

a posteriori de Student-Newman-Keuls. A correlação entre as substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico e a capacidade antioxidante não enzimática 

total foi determinada pelo coeficiente de correlação de Pearson. 
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6 – RESULTADOS: 

6.1 – PERFIL EPIDEMIOLÓGICO DOS SUJEITOS QUE PARTICIPARAM DO 

ESTUDO. 

Tabela 1 – Dados epidemiológicos dos sujeitos selecionados para o estudo. 

Variável Dados 

Número de Amostras (n) 38 

Parasitemia no D0 mm3 sangue (Xg) 3755, 11 (±3.49) 

Tempo de Clareamento da Parasitemia 48 hr 

Idade (anos) 35, 0513 (±10,8869) 

Gênero masculino (%) 71,05% (27)* 

Gênero Femenino 28,95 (11) 

Primoinfectados (%) 50% (19) 

Episódios anteriores de malária (%) 50% (19) 

Recaídas (%) 23,69% (9)** 

Teste do qui-quadrado (*X=16,81; p<0,0001 **X=27,04; p<0,0001) 

 Nenhum dos pacientes desenvolveu quadro clínico grave durante o período do 

estudo.   
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6.2 – TEORES DE METEMOGLOBINA NOS DIFERENTES DIAS DE ESTUDO 

Tabela 2 - Valores médios de percentagem de metemoglobina entre os 

pacientes com malária vivax e grupo controle durante o período de estudo (D0, 

D2 e D7).  

Dias de 
tratamento 

n 

MetHb  
(% Hb/mg 
amostra) 

X±σ 

Mínimo Máximo 

DO 34 1,2±1.5 0,35 8,08 

D2 34 2,1±2.2 0,61 8,84 

D7 34 5,2±2.7 0,64 12,78 

Grupo controle 15 1,02±0.40 0,53 1,51 

n= número de pacientes 

A análise da variância dos teores de metemoglobina nos diferentes dias de 

estudo indicou diferença estatística significativa (F= 38,92; p<0,001). O 

emprego de teste a posteriori “Student-Newman-Keuls” indicou diferença 

significativa entre D0 e D2 (p<0,001), D0 e D7 (p<0,001) e D2 e D7 (p<0,001). 

Por outro lado, o emprego do teste t de student não indicou diferença 

significativa entre o grupo controle e D0. Entretanto, um paciente foi excluído 

do estudo por apresentar teores de metemoglobina no D7 (11,26%) superior a 

média de todos os pacientes (5,2±2.7). 
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6.3 – BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO: 

6.3.1 - Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS): 

Tabela 3 - Comportamento das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) em pacientes com malária vivax e grupo controle durante o período 

de estudo (D0, D2 e D7).  

Dias de tratamento n 

TBARS 

nmol MDA/L de 

plasma 

X±σ 

Mínimo Máximo 

D0 35 2,2±1,1 0,63 4,81 

D2 35 1,8±1,14 0,55 4,25 

D7 35 1,9±1,2 0,39 4,35 

Grupo controle 15 0,8±1,3 0,23 1,12 

n= número de pacientes 

A análise de variância dos teores de TBARS nos diferentes dias de estudo não 

indicou diferença estatística significativa (F= 1,096; p=0,34). O emprego do 

teste t de student indicou diferença estatística significativa entre o D0 e o grupo 

controle (t=0,795; p<0,001). 
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6.3.2 – Capacidade antioxidante não enzimática total: 

Tabela 4 – Teores da capacidade antioxidante não enzimática total do plasma 

nos pacientes com malária vivax e grupo controle durante o período de estudo 

(D0, D2 e D7).  

Dias de 

tratamento 
n 

TEAC 

(mmol/L de 

plasma)*  

X±σ 

Mínimo Máximo 

D0 34 0,62±0,2 0,10 1,08 

D2 34 0,677±0,2 0,32 1,21 

D7 34 0,608±0,03 0,20 1,05 

Grupo controle 15 0,792±0,21 0,41 1,02 

n= número de pacientes 
*Resultados expressos como capacidade equivalente ao TROLOX em nmol/L. 

 

A análise de variância dos teores de TEAC nos diferentes dias de estudo não 

demonstrou diferença estatística significativa (F= 2,140; p=0,126), bem como o 

emprego do teste t de student não indicou diferença significativa entre D0 e o 

grupo controle. 

 

6.3.3 – Índice de estresse oxidativo: 

Não foi possível estabelecer a relação entre os valores de TBARS e TEAC, 

pois não houve correlação estatística significativa entre estas variáveis nos 

diferentes dias de estudo (D0 r=-0,916; p=0,268 / D2 r= -0,306; p=0,078 / D7 

r=-0,04, p=0,822). 
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6.4 – DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH): 

Tabela 5 - Teores médios de glutationa reduzida dos sujeitos com malária vivax 

e grupo controle durante o período de estudo (D0, D2 e D7).  

Dias de 

Tratamento 
n 

GSH  

(µmol/mL de 

eritrócito) 

X±σ 

Mínimo 

GSH D0 31 2,03±1,4 0,211 

GSH D2 31 1,88±1,6 0,06 

GSH D7 31 1,21±0,9 0,06 

Grupo Controle 15 3,42±1,36 1,33 

n= número de determinações 

A análise da variância dos teores de GSH nos diversos dias de experimento 

apresentou diferença estatística significativa (F=5,335; p=0,007). O emprego de 

teste a posteriori “Student – Newman-keuls” indicou diferença entre D0 e D7 

(p= 0,025) e D2 e D7 (p=0,006). O emprego do teste t de student indicou 

diferença significativa entre D0 e o grupo controle (t=3,047; p=0,004). 
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Tabela 6 - Valores médios plasmáticos de glutationa total dos sujeitos com 

malária vivax e grupo controle durante o período de estudo (D0, D2 e D7).  

Dias de tratamento n 

GSH Total  

(µM de GSH) 

X±σ 

D0 20 8,3±3,3 

D2 20 7,9±2,7 

D7 20 6,7±2 

n= número de determinações 

A análise de variância não indicou diferença estatística significativa nos teores 

de glutationa total nas amostras de plasma nos diferentes dias de estudo 

(F=2,273; p=0,118). 
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6.5 – DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA ENZIMA SUPERÓXIDO 

DISMUTASE INTRAERITROCITÁRIA: 

Tabela 7 - Atividade média da enzima superóxido dismutase dos sujeitos com 

malária vivax e grupo controle durante o período de estudo (D0, D2 e D7).  

Dias de 

tratamento 
n 

SOD (U/mL 

de eritrócito) 

X±σ 

Mínimo Máximo 

SOD D0 31 134±50 27 178 

SOD D2 31 138±55 11 176 

SOD D7 31 150±41 43 187 

Grupo controle 15 99±63 28 187 

n= número de determinações 

A análise da variância dos teores de superóxido dismutase nos diversos dias 

de experimento apresentou diferença estatística significativa (F=3,507; 

p=0,036). O emprego de teste a posteriori “Student – Newman-keuls” indicou 

diferença entre D0 e D7 (p=0,038) e D2 e D7 (p =0,05). O emprego do teste t 

de student não indicou diferença significativa entre D0 e o grupo controle (t=-

1,927; p=0,061). 

 

 

 

 

 

 

 



 69 

7 – DISCUSSÃO: 

Este estudo propôs determinar biomarcadores de estresse oxidativo no 

transcorrer da fase aguda da doença, associando-os a instituição do 

tratamento. Para tal, foram incluídos 38 sujeitos (27 homens e 11 mulheres) 

provenientes do Programa de Ensaios Clínicos em Malária do Instituto Evandro 

Chagas, com diagnóstico positivo, pelo exame da gota espessa, para malária 

por P. vivax, nos quais foram avaliados os seguintes parâmetros: 

metemoglobinemia, compostos reativos ao ácido tiobarbitúrico, capacidade 

antioxidante não enzimática total, glutationa reduzida, atividade da superóxido 

dismutase intraeritrocitária e níveis plasmáticos de glutationa total. Objetivando 

confirmar o envolvimento das ERONs na malária vivax não complicada, 

constituiu-se grupo controle de voluntários sadios, pareados pelo gênero e 

idade, nos quais foram determinados os parâmetros acima descritos, e 

posteriormente comparados aqueles dos sujeitos com malária vivax não 

complicada antes da introdução dos antimaláricos, a exceção da enzima 

superóxido dismutase e da glutationa total.  

A região de estudo está localizada na Amazônia brasileira, que possui 

coleções de águas limpas, quente, sombreadas e de baixo fluxo, atributo 

preferencial para proliferação do vetor da doença (BRASIL, 2010), bem como, 

as diferentes formas de ocupação do solo e modalidades de exploração 

econômica dos recursos naturais no decorrer do tempo (CORDEIRO et al., 

2002) justitificam o elevado número de casos anuais da doença e sua 

repercussão social e perdas econômicas, uma vez que o perfil epidemiológico 

demonstrou maior proporção de casos no gênero masculino e na faixa etária 

de maior produtividade.  
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Em relação à ocorrência de episódios anteriores de malária, até o ano 

do corrente estudo, a proporção foi igual tanto para primeira infecção quanto 

para os relatos de episódios anteriores. Embora a cura clínica e parasitológica 

tenha sido significativa, o número de sujeitos que recairam foi elevado, fato 

considerado preocupante, uma vez que os mesmos não retornaram a área 

endêmica no período compreendido entre o diagnóstico e o reaparecimento da 

parasitemia, bem como, foram acompanhados diariamente a fim de aumentar a 

adesão ao tratamento. Duarte e colaboradores (2001), em estudo realizado no 

Mato Grosso, relataram recaída de sete (14%) dos 50 pacientes, mesmo com 

supervisão da terapia. 

A geração de ERONs na fase aguda da infecção parece ser um fator 

associado à ocorrência de anemia, uma vez que estes compostos modificam a 

membrana eritrocitária, aumentando sua rigidez, como resultado do aumento 

da peroxidação dos lipídios e da liberação de citocinas, bem como da ação 

direta dos subprodutos gerados pelo parasita. Como consequência, os 

eritrócitos são reconhecidos pelo sistema retículo endotelial como senescentes, 

sendo removidos da circulação; soma-se a hemólise daqueles infectados, 

resultante da liberação dos esquizontes ao término do ciclo eritrocítico do 

parasita (LAMIKANRA et al., 2007). Ressalta-se que a rigidez da membrana 

eritrocitária se associa a obstrução dos microvasos e consequente injúria 

tecidual (BECKER et al., 2004).   

A degradação da hemoglobina e consequente liberação do Fe+2 é capaz 

de acelerar a peroxidação lipídica, pelo aumento da geração de ERONs, como 

o ânion radical OH. via reação de Fenton (BOWMAN et al., 2005). Além disso, o 
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estresse oxidativo leva à ativação dos canais de cátions (Ca2+) nos eritrócitos 

não infectados (KOKA et al., 2008; GANESAN et al., 2012). 

Sabe-se que a cloroquina ao ligar-se a ferro III protoporfirina IX, a qual 

está livre após a degradação da hemoglobina, forma aductos de CQ-Fe [III] 

PPIX, que podem acarretar a formação de ERONs, levando a peroxidação dos 

lipídios da membrana do parasita e sua consequente destruição (MONTIA et 

al., 2002). Já a primaquina pode causar danos oxidativos aos eritrócitos 

aumentando os teores de metemoglobina e o risco de anemia hemolítica, os 

quais têm sido associados, principalmente, aos seus metabólitos redox-ativos, 

como a 5-HPQ (BOWMAN et al., 2005). Vasquez-Vivar e Augusto (1992) 

demonstraram que a 5-HPQ favorece a geração das ERONs, sugerindo que 

este metabólito contribua para hemotoxicidade da droga. Ressalte-se que o 

ferro oxidado pode participar da reação de Haber-Weiss, contribuindo também 

para formação das ERONs. 

Neste estudo, os teores de metemoglobina dos sujeitos com malária por 

P. vivax antes da introdução do tratamento foram semelhantes ao grupo 

controle, indicando que a elevação da metemoglobina não se associa a 

presença do parasita nos eritrócitos. Entretanto, quando se introduziu a 

cloroquina e a primaquina nas doses recomendadas pelo Ministério da Saúde, 

ocorreu aumento significativo dos níveis de metemoglobina no D2, quando 

comparado a D0, o qual persistiu no decorrer do tratamento, de maneira que os 

teores de metemoglobinemia foram significativamente superiores em D7. 

Resssalte-se que não foram observadas manifestações clínicas de 

metemoglobinemia, como cianose ou insuficiência respiratória. 
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Carmona-Fonseca e colaboradores (2009) demonstraram aumento dos 

níveis de metemoglobina após a introdução da Primaquina, os quais foram 

inferiores a 20% na maioria dos sujeitos nas primeiras 24 horas. Também não 

foram notadas manifestações clínicas de cianose, a qual é geralmente 

observada em níveis superiores a 20% (HALL et al., 1986; RODRÍGUEZ-

FERNÁNDEZ e DEL POZO-HESSING, 2005). Baird e Hoffman (2004) 

relataram elevação dos níveis de metemoglobina de 5% a 12% após 

administração de doses terapêuticas de primaquina. Já Santana e 

colaboradores (2007), relataram manifestações clínicas em pacientes que 

apresentaram níveis de metemoglobina superiores a 10%. 

Ressalta-se que apesar da possibilidade do mecanismo de ação da 

cloroquina envolver a geração de ERONs, os estudos experimentais e em 

humanos não indicaram a ocorrência de metemoglobina significativa após 

administração de doses terapêuticas deste fármaco (MONTIA et al., 2002; 

SOLOMON et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2010). 

A peroxidação dos lipídios na fase aguda da doença aumenta a 

concentração de malondialdeido, conforme demonstrado em ratos MDR 

infectados pelo P. yoelii, que aliada à elevação da atividade da xantina oxidase 

em tecido hepático, sugere a ocorrência de estresse oxidativo hepático no 

decorrer da infecção (GUHA et al., 2006). Neste estudo, a peroxidação lipídica 

foi avaliada através dos níveis de TBARS no plasma dos sujeitos infectados por 

P. vivax, cujos valores foram significativamente elevados, quando comparados 

ao grupo controle, antes da introdução dos antimaláricos (D0), corroborando 

Pabón e colaboradores (2003), os quais notaram diferença significativa nos 

teores de MDA entre sujeitos com malária não-complicada e grupo controle. 
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Sohail e colaboradores (2007) relataram aumento significativo da peroxidação 

lipídica em sujeitos infectados por P. vivax. Além disso, Narsaria e 

colaboradores (2011) descreveram aumento dos níveis de MDA em crianças 

com malária severa quando comparadas ao grupo controle, e Nwagha e 

colaboradores (2011) observaram aumento dos níveis de MDA em grávidas do 

sudeste da Nigéria com malária assintomática. 

Os teores de TBARS foram semelhantes antes e no decorrer do 

tratamento, inclusive houve diminuição não significativa dos níveis deste 

biomarcador, sugerindo que apesar do possível mecanismo de ação dos 

antimaláricos envolver a geração de ERONs, os danos a membrana 

eritrocitária se associaram a presença de parasitas, reduzindo com o 

clareamento da parasitemia. Pode-se inferir também que os possíveis danos 

oxidativos foram evitados pelos antioxidantes. A análise conjunta do aumento 

da metemoglobina no decorrer do tratamento, não acompanhada da 

peroxidação lipídica, remete a ação dos antioxidantes enzimáticos e não 

enzimáticos do hospedeiro e, provavelmente, do parasita, objetivando 

contrapor a ação deletéria das ERONs.  

Neste sentido, avaliou-se a capacidade antioxidante não enzimática total 

através do ensaio do ânion radical ABTS, a qual foi semelhante entre o grupo 

controle e sujeitos com malária vivax antes da introdução do tratamento, assim 

permanecendo no decorrer do tratamento. Dados similares foram relatados por 

Pabón e colaboradores (2003), os quais não observaram diferença significativa 

nesta variável entre sujeitos infectados por P. vivax ou P. falciparum e o grupo 

controle. Entretanto Erel e colaboradores (1997) observaram diminuição 
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significativa (p>0.05) da capacidade antioxidante não enzimática total em 

sujeitos com malária vivax, quando comparados ao grupo controle. 

Tal achado justifica a ausência de correlação significativa entre os níveis 

de TBARS e a capacidade antioxidante não enzimática total nos sujeitos deste 

estudo, o que impossibilitou a determinação do índice de estresse oxidativo, 

corroborando estudos que demonstraram ausência de correlação entre os 

teores de antioxidantes endógenos e exógenos com os biomarcadores de dano 

oxidativo em algumas doenças (LI et al., 2010; POLIDORI et al., 2009), 

especialmente nos estudos conduzidos em humanos, o que pode resultar da 

dificuldade de controle das diversas variáveis ambientais e genéticas no 

decurso da doença, como sua gravidade. Neste sentido, alguns achados em 

animais de experimentação não se reproduzem em humanos, uma vez que 

naqueles são realizados controle rigoroso destas variáveis, desde a seleção 

dos animais em estudo até a inoculação das cepas (NIKI, 2010). 

A seguir foram determinados os teores de GSH, cujo metabolismo nos 

eritrócitos infectados pelo Plasmodium é objeto de vários estudos, os quais 

demonstraram sua importância na defesa eritrocitária do hospedeiro e do 

Plasmodium (HARWALDT et al., 2002; BECKER et al., 2004). Também foi 

sugerido que a GSH estaria envolvida na resistência aos antimaláricos, como 

cofator de várias reações enzimáticas e na redução da Fe [III] PPIX, 

subproduto tóxico da degradação da hemoglobina (MÜLLER, 2004). Os níveis 

de GSH reduziram de forma significativa no decorrer do tratamento (p=0.007), 

bem como foram significativamente inferiores quando comparados ao grupo 

controle, demonstrando, desta forma, o consumo da GSH com o decorrer da 

infecção malárica, provavelmente resultante do aumento da geração de 
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ERONs, corroborando achados de Erel e colaboradores (1997), os quais 

correlacionaram o aumento significativo da peroxidação lipídica à redução dos 

níveis de GSH nos pacientes infectados pelo P. vivax e P. falciparum.  Vega-

Rodríguez e colaboradores (2009) também relataram a redução dos níveis de 

GSH nos eritrócitos de ratos infectados pelo P. berghei. Resultados similares 

foram obtidos por Akanbi e colaboradores (2010), que observaram redução 

significativa dos níveis de GSH em pacientes grávidas, as quais estavam 

infectadas e fizeram uso de antimaláricos, comparando com não grávidas na 

Nigeria.  

 Os teores eritrocitários de GSH no decorrer do tratamento indicaram o 

aumento do consumo deste composto, a fim de contrapor as ações deletérias 

das ERONs, o que pode justificar a semelhança entre os niveis de TBARS 

durante o tratamento. Por outro lado, os teores de glutationa total no plasma 

reduziram no decorrer do tratamento, contudo a ausência de significância 

estatística sugere que os níveis eritrocitários de GSH retrataram de forma 

fidedigna as defesas antioxidantes do hospedeiro. Sabe-se que a GSH 

desempenha funções importantes nos eritrócitos infectados por P. falciparum, 

tais como: proteção contra os danos oxidativos, modulação das alterações na 

membrana dos eritrócitos infectados, no catabolismo do heme e no 

crescimento do parasita. Nas condições pró-oxidantes, os níveis de GSH 

podem estar reduzidos pela invasão do eritrócito pelo parasita e pelos diversos 

mecanismos envolvidos na geração de ERONs na fase aguda da infecção 

(SOHAIL et al., 2007).  

O consumo eritrocitário de GSH em D0 e D2 justifica-se pela presença 

de parasitas. Entretanto, o resultado do tempo de clareamento da parasitemia 
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de todos os sujeitos observados em D7 permite inferir que a redução 

significativa dos teores de GSH, quando comparada a D0 e D2, pode estar 

associada a formação de ERONs oriundas dos produtos de biotransformação 

dos antimaláricos, especialmente a 5-HP, corroborando, desta forma, o 

aumento da metemoglobinemia no decorrer do tratamento. Outros fatores, 

como os produtos finais de degradação do parasita e consequente resposta 

inflamatória e o fato dos teores iniciais de GSH consideraram também aquela 

proveniente do sistema de defesa antioxidante do parasita, devem ser 

considerados na avaliação do consumo deste composto na malária.         

Objetivando esclarecimentos adicionais acerca das defesas 

antioxidantes do hospedeiro e do parasita foi determinada a atividade da SOD, 

uma vez que no decorrer da infecção os radicais superóxidos são importantes 

fontes de ERONs altamente reativas e tóxicas, bem como, algumas espécies 

de Plasmodium possuem genes que codificam esta enzima, que auxilia na 

redução do estado pró-oxidante intraeritrocitário (SCHWARTZ et al., 1999; 

ANDRADE et al., 2010), por exemplo, o P. falciparum possui dois genes 

distintos que codificam diferentes formas de SOD (MÜLLER, 2004). Neste 

estudo, foi observado aumento significativo da atividade da SOD no decorrer 

do tratamento, o que pode ser devido à elevação da geração do ânion radical 

superóxido. Com o clareamento da parasitemia em D7, pode-se inferir que foi 

determinada apenas a atividade da enzima do hospedeiro e que a geração 

deste radical se deveu, provavelmente, aos produtos de biotransformação e ao 

mecanismo de ação dos antimaláricos, pois ao impedir a polimerização do 

heme, permitiu a participação do ferro nas reações para a formação das 

ERONs. Este achado corrobora o aumento da metemoglobinemia, do consumo 
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de GSH no curso do tratamento e a semelhança na atividade da enzima 

quando comparados os sujeitos com malária vivax e o grupo controle.  

 A atividade da SOD está aumentada nos sujeitos com malária (PÁBON 

et al, 2003; MÜLLER, 2004; ANDRADE et al., 2010), fato que pode ser 

prejudicial à manutenção do equilíbrio redox, uma vez que não é acompanhado 

de maneira proporcional ao aumento da atividade da catalase, em que esta não 

dismutará o  peróxido de hidrogênio a água e oxigênio e, consequentemente, 

elevando a geração de ânion radical hidroxila, pelo acúmulo de peróxido de 

hidrogênio, ocasionando a morte do parasita. Amstad e colaboradores (1991) 

observaram que o aumento da atividade da SOD nas células da epiderme de 

camundongos acarretou um estado pró-oxidante crônico, agravado pelo não 

aumento da atividade da catalase. Meshnick e colaboradores (1990) notaram 

que a adição de cobre, que atuaria como cofator da SOD, potencializa a ação 

antimalárica do dietilditiocarbamato. 

Os dados deste estudo permitem rejeitar a hipótese da nulidade, 

referente à participação das ERONs na fisiopatogenia da malária vivax não 

complicada, uma vez que a peroxidação lipídica, avaliada através dos TBARS, 

foi significativemente superior nos sujeitos com malária vivax quando 

comparados ao grupo controle, provavelmente pela diminuição da GSH, 

observados nestes indivíduos. A metemoglobinemia foi significativamente 

superior nos sujeitos com malária (D2 e D7). Nestes, os mecanismos 

compensatórios frente ao meio pró-oxidante foram representados pelo 

consumo aumentado de GSH e aumento da atividade da SOD, o que não 

permite aceitar a hipótese da nulidade para contribuição dos antimaláricos para 

geração de ERONS. 
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8 – CONCLUSÕES: 

Os resultados deste estudo permitiram concluir que: 

1) Os teores de metemoglobina de sujeitos com malária por P. vivax antes 

da introdução dos antimaláricos foram semelhantes ao grupo controle, 

entretanto foram significativamente superiores após o início do 

tratamento, indicando que a elevação da metemoglobina se associa a 

instituição do tratamento; 

2) Os teores de TBARS nos sujeitos com malária vivax antes da introdução 

do tratamento foram significativamente superiores ao grupo controle, 

indicando a ocorrência de danos oxidativos relacionados à presença dos 

parasitas nos eritrócitos. Contudo, foram semelhantes no decorrer do 

tratamento, sugerindo que o tratamento não acarretou o aumento do 

dano oxidativo à membrana celular ou que estes foram contrapostos 

pelos antioxidantes; 

3) A capacidade antioxidante não enzimática total foi semelhante entre o 

grupo controle e sujeitos com malária antes e no decorrer do tratamento;  

4)  Os níveis de GSH nos sujeitos com malária vivax antes da introdução 

dos antimaláricos foram significativamente inferiores ao grupo controle, 

indicando o consumo deste composto para contrapor os efeitos 

deletérios das ERONs geradas no ciclo eritrocitário do parasita. 

Também houve redução significativa no decorrer do tratamento, o que 

pode estar associado à participação dos antimaláricos ou seus produtos 

de biotransformação nas reações de formação de ERONs; 

5) A ausência de redução significativa dos teores plasmáticos de glutationa 

total entre pacientes com malária vivax e o grupo controle, bem como 
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nos diversos dias de tratamento, recomenda a utilização da GSH 

eritrocitária como biomarcador apropriado da atividade antioxidante 

eritrocitária na malária vivax não complicada;  

6) A atividade da SOD foi semelhante nos sujeitos com malária vivax antes 

da introdução do tratamento em comparação com o grupo controle. 

Entretanto, o aumento significativo no decorrer do tratamento, 

especialmente após o clareamento da parasitemia, se deveu, 

provavelmente, aos produtos de biotransformação e ao mecanismo de 

ação dos antimaláricos. 
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APÊNDICE 

1 – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO 

Projeto: MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES COM 

MALÁRIA POR Plasmodium vivax, DURANTE A FASE DE TRATAMENTO 

COM PRIMAQUINA E CLOROQUINA. 

 

DESCRIÇÃO E OBJETIVO DO ESTUDO 

 Você tem um tipo de doença denominada malária que é causada por um 
protozoário chamado Plasmodium vivax. Este estudo tem por objetivo 
determinar, nas suas amostras de sangue: a atividade da enzima superóxido 
dismutase intraeritrociária, da capacidade antioxidante total não enzimática, 
das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, bem como os teores de 
metemoglobinemia e os níveis de glutationa e glutationa dissulfeto, 
estabelecendo correlação com os índices de estresse oxidativo, por um período 
de dois anos. 

 Esta pesquisa irá ajudar a compreender melhor o envolvimento dos 
ERONs (Espécies reativas derivadas do oxigênio e nitrogênio) na 
fisiopatogenia da malária. 

 Você, ou a pessoa pela qual é responsável, será tratada para malária 
com o medicamento que está sendo usado pelo serviço de saúde de seu 
município. 

 Com a sua autorização, ou do responsável do paciente, será coletado 10 
mL de sangue, através da punção da veia do braço, para a pesquisa e pelo 
método “fura-dedo” para o diagnóstico de rotina da malária. A coleta de sangue 
será realizada no 1º dia de diagnóstico e no 2º e 7º dia de controle da malária. 

 Nos exames serão utilizados materiais descartáveis e lhe causará o 
mínimo de risco, os quais são atribuídos à coleta da amostra para realização 
do exame de rotina, visto que utilizaremos todos os procedimentos adequados 
para minimizar ou eliminar os riscos possíveis.  

 Depois que os resultados dos exames estiverem prontos, a pessoa que 
participar da pesquisa poderá ver estes resultados. 

 O sangue coletado poderá futuramente ser utilizado para possíveis 
pesquisas relacionadas à malária. 

 Participando deste estudo você (ou o paciente) receberá cuidados 
médicos durante todo o seguimento do seu tratamento, e, no caso de qualquer 
complicação decorrente da malária e do uso dos medicamentos, estaremos 
disponíveis para atendê-los e indenizá-los pelos danos causados com o 
estudo. Também você estará contribuindo com essa pesquisa na obtenção do 
conhecimento científico da malária em nosso estado. 
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 Sua participação é VOLUNTÁRIA, isto quer dizer, que o paciente tem 
todo direito de não participar ou se retirar do estudo, em qualquer fase da 
pesquisa. A amostra de sangue coletada será analisada no Laboratório de 
Toxicologia da Universidade Federal do Pará (UFPA), sediada no município de 
Belém, Pará. Desataca-se que a realização deste estudo não incorrerá em 
prejuízos físicos e morais aos pacientes que participarem, já que as 
informações serão de uso exclusivamente científico e as identificações 
pessoais serão mantidas em sigilo.  

 Os pesquisadores utilizarão os resultados desta pesquisa 
posteriormente em eventos de âmbito científico, tais como publicações e 
congressos. 

 Os principais pesquisadores são: 

1. Amanda Gabryelle Nunes Cardoso Mello: aluna do Programa de Pós-
Graduação em Doenças Tropicais do Núcleo de Medicina Topical da 
Universidade Federal do Pará; 

2. Prof. Dr. José Luiz Fernandes Vieira: orientador desta pesquisa. 

3. Profª. Dra. Rosana Maria Feio Libonati: co-orientadora desta pesquisa  

A pessoa que aceitar participar da pesquisa guarda uma cópia deste 
documento que será assinado duas vezes, uma cópia fica com o pesquisador e 
outra com o paciente. 

 
  Pesquisador Responsável 
 Amanda Gabryelle Nunes Cardoso Mello 
 End: Rua Augusto Corrêa, s/n Guamá 
 Fone: 3201-7733 

Eu, __________________________________________, declaro que li 
as informações acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente 
esclarecido sobre o conteúdo da mesma, compreendendo seus riscos e 
benefícios. Declaro ainda, que por minha livre vontade, aceito participar 
da pesquisa, cooperando com a mesma. 

Belém,  _____ /______ / 20__. 

 

Nome e assinatura do paciente ou seu responsável legal 

 

Testemunha (No caso de analfabetismo) 

 

                                           Impressão digital (No caso de analfabetismo). 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto Evandro Chagas 
(CEP/IEC/SVS/MS) - Av. Almirante Barroso, 492 – Marco – CEP: 66090000 – Belém/Pa – 
Tel: (91) 32466422 / Fax: (91) 32664669 – http://www.iec.pa.gov.br  

http://www.iec.pa.gov.br/
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