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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ESTUDO DA ATIVAÇÃO E APOPTOSE PLAQUETÁRIA NA 
INFECÇÃO POR Plasmodium vivax	  

 

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO 

 

Isabel Matos Medeiros de Moraes 

 

Introdução: O Plasmodium vivax é responsável por cerca de 85% das infecções por 
malária no Brasil. A malária vivax sempre foi considerada uma infecção benigna. No 
entanto, formas mais graves da doença, como anemia grave e plaquetopenia tem sido 
descritas. Além disso, as causas para a plaquetopenia ainda não foram totalmente 
esclarecidas. As plaquetas podem ativar e interagir com monócitos, principalmente pela 
ligação da P-selectina. O número de agregados plaqueta-monócito (PMA) é um 
marcador sensível para a detecção da ativação plaquetária. Plaquetas são células 
anucleadas que possuem uma via de apoptose funcional, e a proteína anti-apoptótica 
Bcl-xL, membro da família Bcl-2, é uma mediadora chave da sobrevida de plaquetas. A 
apoptose de plaquetas e a sua ligação com leucócitos contribuem para a redução da 
contagem de plaquetas. Heme e hemozoína (Hz) são liberadas na circulação durante a 
infecção e contribuem para a patogênese da malária. Na presente tese, nós estudamos a 
ativação e apoptose plaquetária durante a infecção por P. vivax e investigamos a 
resposta de plaquetas ao heme e à Hz. Material e métodos: Sangue foi coletado de 
pacientes com malária vivax que se apresentaram à Fundação de Medicina Tropical Dr. 
Heitor Vieira Dourado-Manaus e também de controles. A formação de PMA, expressão 
de P-selectina, de caspases e de Bcl-xL foram analisadas. Plasma foi utilizado para a 
quantificação de mediadores inflamatórios. Plaquetas isoladas foram estudadas quanto 
ao seu transcriptoma. Plaquetas de voluntários sadios foram incubadas com plasma de 
pacientes com malária vivax e de controles sadios e analisadas para a ativação de 
caspase 9. Além disso, plaquetas de controles foram incubadas com heme e hemozoína 
sintética (sHz) e a ativação de caspases e a exposição de fosfatidilserina (PS) foram 
analisadas. Inibidores de calpaínas e proteassoma foram utilizados para se avaliar a 



11	  

participação destes componentes na degradação de Bcl-xL. Resultados: Pacientes com 
malária vivax apresentaram uma baixa contagem de plaquetas quando comparados com 
sujeitos controles. No entanto, pacientes apresentaram um aumento do volume 
plaquetário médio-VPM quando comparados com controles. Pacientes infectados com 
P. vivax mostraram aumento no número de PMA e de P-selectina em relação aos 
controles. Pacientes com malária vivax apresentaram aumento nos níveis plasmáticos de 
IL-6, IL-10, IL-1β, IFN-γ, MCP-1, RANTES, PF4 e hemopexina quando comparados 
com controles. Pacientes com plaquetopenia grave possuíam níveis de haptoglobina 
menores quando comparados com controles ou com pacientes com contagem de 
plaqueta maior do que 50.000/ uL. A análise do transcriptoma revelou 215 genes que 
tinham aumento de expressão, de pelo menos 2x, e 189 genes que tinham diminuição de 
expressão, de pelo menos metade, em plaquetas de pacientes com malária vivax. 
Plaquetas incubadas com plasma de pacientes com malária vivax apresentaram aumento 
de ativação da caspase 9. Plaquetas de pacientes infectados com P. vivax apresentaram 
aumento da ativação das caspases 3 e 9, no entanto, a expressão de Bcl-xL foi a mesma 
entre pacientes e controles. Heme e sHz induziram a ativação das caspases 3 e 9 e 
também exposição de PS em plaquetas de controles. Heme induziu a degradação de 
Bcl-xL através da ativação de calpaínas e não do proteassoma. Conclusão: A ativação e 
apoptose plaquetária podem ser contribuir para a plaquetopenia observada na infecção 
por P. vivax e o heme e a hemozoína liberados durante a infecção são dois possíveis 
agentes causadores dessa baixa no número de plaquetas. 
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ABSTRACT 

Introduction: Plasmodium vivax is responsible for about 85% of malaria infections in 
Brazil. Vivax malaria has always been considered a benign infection. However, severe 
forms of the disease, such as severe anemia and thrombocytopenia have been described. 
In addition, the causes for thrombocytopenia are not well elucidated. Platelets can 
activate and interact with monocytes, mainly through P-selectin binding.  Numbers of 
platelet-monocyte aggregates (PMA) are a sensitive marker for the detection of platelet 
activation.  Platelets are anucleated cells that possess a functional apoptosis pathway 
and the survival protein Bcl-xL, a member of the Bcl-2 family, is a key mediator of 
platelet survival. Platelet apoptosis and binding to leukocytes contribute for reduced 
circulating platelet count. Heme and hemozoin are malarial toxins that are released into 
the bloodstream during malaria infection. Here we studied platelet activation and 
apoptosis during P. vivax infection and investigated responses of platelets to heme and 
hemozoin. Material and methods: Blood was collected from vivax malaria patients 
presenting to the Tropical Medicine Foundation Dr. Heitor Vieira Dourado-Manaus and 
also from controls. PMA formation, P-selectin, caspases and Bcl-xL expression were 
analyzed. Plasma was used for the quantification of inflammatory mediators. Isolated 
platelets had their transcriptome analyzed. Platelets from healthy volunteers were 
incubated with plasma from vivax patients and controls subjects and analyzed for 
caspase 9 activation. Also, platelets from controls were incubated with heme and 
synthetic hemozoin (sHz) and caspase activation, and phosphatidylserine (PS) exposure 
were analyzed. Calpains and proteassome inhibitors were used to evaluate the role of 
those two components in Bcl-xL degradation. Results: Vivax malaria patients had a 
lower platelet count when compared to control subjects. However, patients had an 
increase in the mean platelet volume-MPV when compared to controls. P. vivax-
infected patients had increased numbers of PMA and P-selectin when compared to 
controls. Vivax patients had increased levels of plasma IL-6, IL-10, IL-1β, IFN-γ, 
MCP-1, RANTES, PF4 and hemopexin when compared to controls. Patients with 
severe thrombocytopenia had lower haptoglobin levels when compared to controls or to 
patients with platelet count higher than 50,000/ uL. The transcriptome analysis revealed 
215 genes that had increased expression, of at least 2 fold, and 189 genes that had lower 
expression, of at least by half, in platelets from vivax patients. Platelets incubated with 
plasma from vivax patients had increased caspase 9 activation. Platelets from vivax 
patients showed increased activation of caspases 3 and 9, however, the expression of 
Bcl-xL was the same between patients and controls. Heme and sHz induced caspases 3 
and 9 activation and PS exposure in platelets from controls. Heme induced degradation 
of Bcl-xL through the activation of calpains and not proteasome. Conclusion: Platelet 
activation and apoptosis may contribute to the thrombocytopenia observed during P. 
vivax infection and both heme and hemozoin are two possible players in this low 
platelet count. 
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1) INTRODUÇÃO  

1) Malária  

1.1) Epidemiologia 
A malária ainda é um dos principais desafios da saúde pública, sendo estimados 

em torno de 214 milhões de casos até o ano de 2015 em todo o mundo com cerca de 

438.000 mortes (WHO, 2015). A maior parte dos casos de malária (88 %) ocorrem na 

região Africana, seguido pelo sudeste Asiático (10 %). O número de óbitos também é 

maior no continente Africano com cerca de 395.000 mortes em 2015, que representam 

90% de todos os óbitos causados por malária no mundo (Figura 1.1.1). 

De todos os casos de malária em 2015, somente 6% foi devido ao P. vivax, no 

entanto, fora do continente Africano, essa proporção aumenta para 51%. Em 2015 

estima-se que o P. vivax tenha sido responsável por cerca de 13,8 milhões de casos de 

malária no mundo. A maior parte dos casos de malária vivax ocorre na região do 

Sudeste Asiático (74 %). Na região das Américas, o P. vivax foi responsável por 71 % 

dos casos de malária (WHO, 2015). 

 

 

Figura 1.1.1: Número de óbitos por malária a cada 100.000 pessoas em 2013. 

Quanto mais escura a cor maior o número de mortes. (Fonte: WHO, 2014). 

 

No Brasil, a maior parte dos casos de malária são causados pelo P. vivax, 

seguidos pelo P. falciparum (respectivamente 84% e 16% dos casos notificados em 
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The 80% gridline is highlighted to more easily distinguish countries that together account for 80% of the estimated number of malaria cases and deaths in 2013 Source: Malaria Atlas Project
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Figure 8.7 Cumulative proportion of the global estimated cases and deaths accounted for by the countries with the highest number of 
a) total cases, b) P. vivax cases and c) deaths in 2013

In 2013, there were an estimated 584 000 malaria deaths worldwide 
(95% uncertainty interval, 367 000–755 000) (Table 8.2b). It is estimated 
that most (90%) of these deaths were in the WHO African Region, 
followed by the WHO South-East Asia Region (7%) and the WHO Eastern 
Mediterranean Region (2%). About 453 000 malaria deaths (uncertainty 
interval, 341 000–630 000) were estimated to occur in children aged under 
5 years, equivalent to 78% of the global total. An estimated 437 000 of 
deaths occurred in children aged under 5 years in the WHO African Region 
(uncertainty interval, 324 000–544 000). 

About 80% of estimated malaria cases in 2013 occurred in just 
18 countries, and 80% of deaths in 16 countries (Figures 8.3 and 8.4). 
For P. vivax cases, three countries (India, Indonesia and Pakistan) accounted 
for more than 80% of estimated cases. The global burden of mortality 
and morbidity was dominated by countries in sub-Saharan Africa: the 
Democratic Republic of the Congo and Nigeria together accounted for 39% 
of the global total of estimated malaria deaths and 34% of cases in 2013. 
International targets for reducing cases and deaths will not be attained 
unless considerable progress can be made in these two countries.

Figure 8.6 Malaria deaths per 100 000 population, 2013  

Source: WHO estimates
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2014) (Figura 1.1.2). A região Amazônica (estados do Acre, Amapá, Amazonas, 

Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins) concentra 99 % dos 

casos no país. ���Em 2014, foram registrados 143.552 casos de malária na Região 

Amazônica, sendo 4.593 casos importados de países que fazem fronteira com o Brasil e 

32 de outros países. O estado do Amazonas contribuiu com o maior número de casos 

(47%), afetando mais de 67.000 pessoas, seguido pelo Acre (22%) (Figura 1.1.3) (SVS-

MS, 2015). 

 
Figura 1.1.2: Número de casos de malária registrados na Amazônia Brasileira entre 

1960 e 2009 de acordo com as espécies de Plasmódio. Fonte: Modificado de Oliveira-

Ferreira et al, 2010. 

 

Oliveira-Ferreira et al. Malaria Journal 2010, 9:115
http://www.malariajournal.com/content/9/1/115

Page 2 of 15

zil - based on DDT spraying on the walls inside the
houses and the use of chloroquine to treat febrile cases -
succeeded in freeing the majority of the country from
malaria transmission by the late 1960s/beginning of the
1970s, it was, however, unable to contain the rapid spread
of the disease in the Amazon Basin, where malaria still
remains a serious health problem [4] (Figure 1).

From the mid-1960's onwards, Brazil underwent a
rapid and disorganized settlement process in the Ama-
zon, which witnessed a huge transformation. Coloniza-
tion programmes, sponsored by the government, resulted
in massive and uncontrolled migration and brought a
new reality for which the area was not prepared. This
migratory movement led to a progressive increase in the
number of reported cases in the country that rose from
52 000 in 1970 to 578 000 in 1989 [3,5-7]. In 1992, the
WHO sponsored a meeting on malaria control at
Amsterdam (Netherlands), pushing Ministries of Health
of countries where malaria was still endemic to adopt
integrated malaria control measures focusing the
decrease of malaria morbidity and fatality rather than its
eradication [8].

The Brazilian National Programme for Malaria Control
(Plano Nacional de Controle da Malária, PNCM), which
had so far been based on DDT spraying in the intra-

domicile of all houses of the endemic region (goal never
achieved) and the diagnosis and treatment of present and
recent febrile cases, reoriented its actions focusing them
on early diagnosis and adequate treatment of cases. The
policy of increasing the number of health posts able to
perform these tasks started at that time and resulted, for
the first time, in a decrease of the proportion of falci-
parum malaria cases (Figure 1). The highest figures were
recorded in 1999 (637,470 cases), when the government
decided to implement a plan to intensify the actions of
the PIACM (Plano de Intensificação das Ações de Con-
trole da Malária). The new plan had the main goals of
reducing malaria incidence, morbidity (including the
severe forms of the disease) and fatality; to eliminate
malaria transmission in urban areas of the capitals of the
Amazon States and to maintain the interruption of the
disease transmission in places where this has been
achieved. The Brazilian authorities also followed the rec-
ommendation of focusing the control strategies in the
individuals rather than in the environment [9]. For this,
the Secretary of Health Surveillance (SVS) of the Ministry
of Health targeted an important expansion of the network
of diagnosis/treatment stations in the Amazon. The fig-
ures were 1 182 diagnostic laboratories, 2,656 malaria
control agents and around 2,4 × 106 blood examinations

Figure 1 Number of malaria cases registered yearly from 1960 to 2009 in the Brazilian Amazon according to the Plasmodium species re-
sponsible. The great increase of malaria cases during late 70's and 80's was due to massive and uncontrolled migration to the Amazon region of peo-
ple attracted by colonization programmes, sponsored by the government. The highest figures were recorded in 1999 (637 470 cases) when the 
government decided to implement the Plan for Intensification of Actions for Malaria Control (PIACM) in high-risk areas focusing on the early diagnosis 
and treatment of the cases. The circle with the intersection lines shows that the present number of malaria cases corresponds to the figures recorded 
in 1983. Notice also the progressively decreasing proportion of cases due to P. falciparum after 1988. In 1990 44.3% of cases were due to P. falciparum 
and the situation of the most prominent predominance of P. vivax transmission was reached in 1999 (only 18.6% of cases being due to P. falciparum).
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Figura 1.1.3: Casos notificados de malária e participação percentual por estado da 

Região Amazônica nos anos de 2013 e 2014. Fonte: SIVEP-Malária 

  
Com relação as internações por malária, em 2014, foram registradas 1.650 

internações na região Amazônica, sendo a maioria causada por P. vivax (65%), o que 

gera um grande custo econômico para a região. Neste mesmo ano, 23 pessoas morreram 

por malária na região, sendo 11 óbitos por malária vivax (SVS-MS, 2015).  

 

1.2) Agentes etiológicos, vetores e ciclo biológico 
A malária é transmitida por fêmeas do mosquito de gênero Anopheles, da família 

Culicidae e da ordem Diptera.  Existem em torno de 430 espécies de Anopheles, no 

entanto, somente cerca de 40 transmitem a doença em condições naturais.  O principal 

vetor no Brasil é o A. darlingi, mas outras espécies de vetores também podem ser 

encontradas, tais como A. aquasalis, A. albitarsis, A. deaneorum, A. braziliensis, A. 

cruzii e A. nuneztovari. Na África, os principais vetores são A. gambiae e A. funestus. 

O P. falciparum é responsável pela febre terçã maligna, com acessos febris em 

intervalos de 36 a 48 horas. Foi descrito por Welch em 1897, é a espécie mais 

prevalente no mundo e no continente Africano, sendo responsável pela maior parte das 

mortes por malária.  
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O P. vivax é o agente da febre terçã benigna, com ciclos a cada 48 horas. Foi 

descrito por Grassi e Feletti em 1890. Possui uma distribuição geográfica mais ampla do 

que o P. falciparum, sendo responsável por quase metade dos casos de malária fora do 

continente Africano, principalmente na Asia e América Latina. Na África, o risco de 

infecção pelo P.vivax é bem baixo, pois uma grande parte da população Africana não 

possui o antígeno Duffy em suas hemácias, proteína que é necessária para que o P. 

vivax invada os eritrócitos (Langui e Bordin, 2006; Rey, 2001).  

O P. ovale possui distribuição limitada ao Continente Africano, foi descoberto 

em 1922 por John Stephens e é responsável por outra forma de febre terçã benigna, com 

ciclo de 48 horas (Rey, 2001; White, 2008). 

O P. malariae é causador da febre quartã, que se caracteriza pela ocorrência de 

acessos febris a cada 72 horas. Foi descrito por Laveran em 1881. Sua distribuição é 

similar a do P. falciparum, estando presente no continente Africano, e grande parte do 

sudeste Asiático (Collins e Jeffery, 2007). 

O P. knowlesi, descrito por Sinton e Mulligan em 1932, é uma espécie causadora 

de malária em macacos no sudeste Asiático, mas que recentemente foi descrita como 

capaz de infecctar humanos (Singh et al, 2004; Singh e Daneshvar, 2013). 

A malária é causada por parasitos do filo Apicomplexa, ordem Coccidiida, sub-

ordem Haemosporidiidea, família Plasmodiidae e gênero Plasmodium. Cinco espécies 

de Plasmodium são capazes de infectar o homem, são elas: P. falciparum, P. vivax, P. 

malariae, P. ovale e P. knowlesi (Rey, 2001, Singh et al, 2004). 

 

- Ciclo no hospedeiro vertebrado: 
O ciclo biológico do plasmódio ocorre em hospedeiros vertebrados e nos vetores 

anofelinos. No hospedeiro vertebrado (homem) podem ser distinguidas duas fases, o 

ciclo hepático ou pré-eritrocítico e o ciclo eritrocítico. O ciclo parasitário no hospedeiro 

vertebrado se inicia quando, ao picar uma pessoa, o mosquito infectado inocula na 

derme, juntamente com sua saliva, as formas infectantes do parasito que haviam se 

acumulado nas glândulas salivares do inseto, ou seja, os esporozoítas (cerca de 10 a 

100). Estima-se que os esporozoítas possam levar até uma hora para penetrarem nos 

vasos sanguíneos e/ou linfáticos. Em modelo murino de malária observou-se que cerca 

de 10% dos esporozoítas incoculados permanecem na derme 24 horas após a picada do 

mosquito. Esses esporozoítas podem se desenvolver na derme em merozoítos 
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infectantes e são liberados através de merossomos (estrutura vesicular), como ocorre 

tipicamente no fígado (Gueirard et al, 2010).  

Os esporozoítas alcançam o fígado e invadem os hepatócitos, transformando-se 

em estruturas denominadas criptozoítas. Além de crescer, os criptozoítas iniciam uma 

fase de reprodução assexuada, conhecida como estágio pré-eritrocítico ou esquizogonia 

pré-eritrocítica. Os esquizontes que se formam no fígado formam milhares de elementos 

filhos, os merozoítas (Figura 1.4). Os merozoítas são liberados na circulação sanguínea 

por meio de merossomos, que são estruturas formadas a partir da membrana plasmática 

do hepatócito e que podem conter milhares de merozoítas em seu interior (Sturm et al, 

2006; Gueirard et al, 2010). A esquizogonia pré-eritrocítica dura 6 dias, no caso de P. 

falciparum, 8 dias no de P. vivax, 9 dias no de P. ovale e 12 a 16 dias na evolução de P. 

malariae. Muitos dos merozoítas liberados são fagocitados e destruídos pelas células de 

Kupffer, outros sobrevivem e invadem as hemácias dando origem ao segundo estágio de 

reprodução assexuada dos plasmódios: o ciclo eritrocítico. 

As recaídas observadas nas infecções por P. vivax e P. ovale ocorrem devido a 

esporozoítas que permanecem quiescentes no fígado por até meses após o primeiro 

ataque de malária. Nesse estado o parasito é chamado de hipnozoíta (do grego hypnos, 

sono) (Robinson et al, 2015; Rey, 2001). 

O primeiro estágio da fase eritrocítica que ocorre dentro do eritrócito é o 

desenvolvimento do merozoíta em uma forma trofozoíta jovem ou anel. Em seguida, o 

parasito se transforma em trofozoíta maduro e depois em esquizonte. Cada esquizonte 

maduro dá origem à uma nova geração de merozoítas, em uma esquizogonia 

eritrocítica, que após a ruptura do eritrócito, são liberados na circulação para que 

possam invadir outros eritrócitos e continuar o ciclo eritrocítico (Figura 1.4). Nesta fase 

é que a parasitemia pode ser observada e as manifestações clínicas ocorrem. O ciclo 

hepático ocorre somente uma vez, já a fase eritrocítica pode ocorrer por vários ciclos. A 

liberação dos merozoítas na corrente sanguínea ao final de cada ciclo gera os acessos 

febris observados nos pacientes (Rey, 2001).  

No sangue, o ciclo esquizogônico se repete em intervalos regulares e 

característicos de cada espécie de plasmódio: 36 a 48 horas para P. falciparum, 48 horas 

para P. vivax e P. ovale, 72 horas para P. malariae e 24 horas para P. knowlesi. 

Alguns trofozoítas se desenvolvem ainda, em formas que não possuem mais a 

capacidade de divisão celular, os gametócitos, porém, ainda não se sabe o estímulo ou 
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mecanismo pelo qual essa diferenciação ocorre. Os gametócitos crescem no sangue dos 

capilares profundos e logo aparecem na circulação geral. Podem ser encontrados no 

sangue poucos dias depois de iniciado o ciclo eritrocítico e vivem cerca de 60 dias. 

Asseguram a continuidade da espécie quando são retirados da circulação sanguínea do 

hospedeiro vertebrado pela fêmea do mosquito de gênero Anopheles que venha 

alimentar-se de sangue. Os gametócitos de P. vivax aparecem no sangue quase ao 

mesmo tempo que a parasitemia, enquanto que os de P. falciparum tardam ainda 12 a 

15 dias e requerem mais 2 a 4 para se tornarem infectantes (Rey, 2001; Galinski et al, 

2013) (Figura 1.2.1).  

 

- Ciclo no hospedeiro invertebrado 
As fêmeas dos anofelinos precisam alimentar-se de sangue para poder realizar o 

amadurecimento de seus ovos e para possibilitar a ovoposição. Após sugar o sangue de 

um indivíduo que contenha as formas sexuadas do parasito, incia-se a fase sexuada 

dentro de seu trato digestivo. Existem dois tipos de gametócitos: 1) gametócito 

feminino ou macrogametócito, que no estômago do mosquito passará a macrogameta ou 

gameta feminino e; 2) gametócito masculino ou microgametócito, que formará, também 

no estômago do mosquito, oito microgametas ou gametas masculinos. O processo de 

formação dos microgametas, chamado de exflagelação, é bastante rápido, durando cerca 

de 5 a 20 minutos. Os flagelos se mantêm bastante ativos de forma que os microgametas 

possam buscar um gameta feminino para fecundar e formar um zigoto diplóide. Em 

seguida, o zigoto começa a deslocar-se, razão pela qual é chamado de oocineto (do 

grego oo, ovo, e kinetos, móvel). O oocineto penetra a parede intestinal do inseto e se 

aloja entre o epitélio e a membrana basal, ou no próprio epitélio, e se transforma em 

oocisto. O oocineto se transforma em oocisto ao se envolver por uma grossa cápsula, 

através da qual passam facilmente os aminoácidos e outros nutrientes necessários à 

nutrição do parasito. Inicia-se então o processo de multiplicação esporogônica, 

mediante o qual se produz, no interior do oocisto, milhares de esporozoítas (5 a 10 mil 

espozoítas).  O oocisto maduro se rompe e libera os esporozoítas que invadem a 

hemolinfa do inseto e migram para as glândulas salivares onde podem ser injetados 

quando o mosquito se alimenta de um novo hospedeiro (Rey, 2001; Galinski et al, 

2013) (Figura 1.2.1).  
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Figura 1.2.1: Ciclo de vida do Plasmódio. O parasito infecta o hospedeiro 

vertebrado, o homem, e fêmeas do mosquito de gênero Anopheles. Durante a 

alimentação, a fêmea infectada do mosquito Anopheles inocula os esporozoítas no 

hospedeiro humano. Esses esporozoítas alcançam o fígado e podem infectar os 

hepatócitos. Em seguida, os esporozoítas se transformam em criptozoítas e após sofrer 

uma esquizogonia eles se transformam em esquizontes hepáticos. Os esquizontes 

hepáticos se rompem e os merozoítas são, então, liberados na corrente sanguínea. Uma 

particularidade do P. vivax e P. ovale é a formação de hipnozoítas, que são formas 

latentes responsáveis pelas recaídas da doença. Dando continuidade ao ciclo, os 

merozoítas liberados invadem os eritrócitos, dando início ao ciclo eritrocítico do 

parasito. Após essa invasão, os merozoítas passam para o estágio de anel, depois 

trofozoíta maduro e esquizonte, culminando com a ruptura da hemácia e a liberação de 

novos merozoítas na circulação. Esses merozoítas invadem novos eritrócitos dando 

continuidade ao ciclo eritrocítico. Alguns parasitos na forma anel se diferenciam em 

gametócitos, formando os gametócitos masculino e feminino. Ao serem ingurgitados 

pela fe ̂mea do mosquito durante a alimentação, os gametócitos masculino e feminino se 

diferenciam no estômago do inseto em microgameta e macrogameta, respectivamente. 

O macrogameta é fecundado pelo microgameta, gerando o oocineto, que depois se 
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transforma em oocisto na parede do intestino do mosquito. O oocisto sofre uma 

multiplicação esporogônica gerando milhares de esporozítas. Após a ruptura do 

oocisto, esses esporozoítas são liberados e migram para as glândulas salivares do 

mosquito, que podem iniciar uma nova infecção no homem ao parasitar os hepatócitos.  

Fonte: modificado de http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/. 

 

1.3) Toxinas maláricas e resposta inflamatória  
A inflamação sistêmica é um evento central em diversas síndromes associadas à 

malária, tais como a malária cerebral, febre e anemia. Desta forma,  entender o 

mecanismo pelo qual os componentes do parasito ativam as células imunes é crucial 

para entender a patofisiologia da malária.  

 As respostas imunológicas a insultos infecciosos são iniciadas principalmente 

pela interação de padrões moleculares associados a patógenos (do inglês, Pathogen-

associated molecular pattern ou PAMPs) com receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs) expressos nas células do hospedeiro. Com relação ao plasmódio, existem três 

principais PAMPs que foram estudados em maior detalhe, são eles a hemozoína, o 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) e motivos de ácido nucleico. 

 As âncoras GPI ligam muitas proteínas de superfície à membrana plasmática do 

parasito, sendo essenciais para a sobrevida deste. As âncoras GPI de P. falciparum 

podem ser reconhecidas por diversos receptores do tipo Toll (do inglês, Toll-like 

receptor ou TLR), tais como os heterodímeros TLR2-TLR6 ou TLR1-TLR2  e também 

pelo TLR4 (Krishnegowda et al, 2005; Durai et al, 2013). O GPI purificado de P. 

falciparum é capaz de aumentar a expressão da óxido nítrico síntase induzível e a 

liberação de óxido nítrico e também de diversas citocinas em macrófagos murinos, tais 

como interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF). (Schofield e Hackett, 

1993; Tachado et al, 1996; Tachado et al, 1997). Além disso, o GPI de Plasmodium é 

capaz de aumentar a expressão das moléculas de adesão ICAM-1 (do inglês, 

intercellular adhesion molecule 1), VCAM-1 (do inglês, vascular cell adhesion 

molecule 1) e E-selectina em células endoteliais vasculares umbilicais humanas 

(HUVECs do inglês, human umbilical vein endothelial cells), levando a um aumento da 

adesão de P. falciparum e de leucócitos a essas células (Schofield et al, 1996).  
 O DNA do parasito também é um importante ativador da resposta imunológica. 

Os motivos CpG (citosina e guanina separadas por um fosfato) de DNA plasmodial, 
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quando estão nos fagolisossomos, podem ativar o TLR9. A fagocitose de hemácias 

parasitadas leva a ativação do TLR9, provavelmente como resultado da degradação do 

parasito e a presença do DNA plasmodial no fagolisossomo (Parroche et al, 2007; 

Kalantari et al, 2014). A hemozoína pode funcionar como um veículo de transporte de 

forma a internalizar DNA plasmodial para um compartimento endossomal onde possa 

ser detectado pelo TLR9. 

Durante o desenvolvimento e proliferação nas hemácias, o parasito degrada 

hemoglobina principalmente como forma de obtenção de aminoácidos. A degradação da 

hemoglobina ocorre principalmente dentro do vacúolo digestivo do parasito e acontece 

em sua maior parte durante as fases trofozoíta adulto e esquizonte. Este processo é 

acompanhado da liberação de heme livre, que é uma molécula extremamente oxidante e 

tóxica tanto para as células do hospedeiro como para o parasito, podendo causar até a 

morte do plasmódio. De forma a se proteger, já que este não possui a enzima heme-

oxigenase (HO) que catalisa a degradação do heme, o parasito detoxifica o heme através 

da formação de cristais de hemozoína no vacúolo digestivo (Jani D et al, 2008; 

Coronado et al 2014). Inclusive, o bloqueio da formação de hemozoína é umas das 

estratégias mais utilizadas no controle da malária. Por exemplo, um dos mecanismos de 

ação da cloroquina é através da ligação ao heme livre, o que impede a sua detoxificação 

em hemozoína (Sullivan et al, 1996).   

 Durante a infecção malárica, hemácias parasitadas contendo hemozoína são 

fagocitadas por macrófagos, neutrófilos e células dendríticas presentes em vários 

órgãos. A hemozoína também pode ser liberada na circulação quando as hemácias 

parasitadas se rompem e são então fagocitados pelas células do sistema imunológico. 

Inclusive, a quantidade de hemozoína acumulada nesses fagócitos reflete a carga 

parasitária e coincide com os períodos de febre e de níveis elevados das citocinas 

piréticas IL-1β e TNF. O acúmulo de hemozoína em células fagocíticas e em vários 

órgãos (como fígado, baço e cérebro) correlaciona com a gravidade da doença. Por 

exemplo, pacientes que morreram de malária falciparum grave tem um número maior de 

neutrófilos e monócitos que contêm hemozoína do que os que sobreviveram. (Nguyen et 

al, 1995; Amodu et al, 1998; Frita et al, 2012 ).  

  Inicialmente, a hemozoína era considerada somente como um metabólito gerado 

na detoxificação do heme que era liberado durante a digestão da hemoglobina. No 

entanto, diversos trabalhos tem demonstrado que tanto a hemozoína natural (nHz), 
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extraída do plasmódio, como a hemozoína sintética (sHz) ou β-hematina induzem 

respostas inflamatórias tanto em modelos in vitro com in vivo. Monócitos humanos e 

macrófagos murinos, quando incubados na presenta de hemozoína liberam diversos 

mediadores tais como as citocinas IL-1β, TNF-α, as quimiocinas MIP-1α (do inglês, 

macrophage inflammatory protein 1α) e MIP-1β e também as moléculas de adesão 

CD11b/CD18 (Sherry et al, 1995; Prada et al, 1995; Pichyangkul et al, 1997; Jaramillo 

et al, 2005; Tiemi Shio et al, 2009). 

Ainda existem controvérsias sobre o quanto a hemozoína é capaz de regular o 

sistema imunológico. Parroche e colaboradores (2007) descreveram que a sHz é 

imunologicamente inerte e que a ativação do TLR9 previamente descrita por Coban e 

colaboradores (2005), na verdade é devido ao DNA do plasmódio agregado ao cristal. A 

hemozoína natural extraída de P. falciparum está ligada a proteínas, lipídios e ácidos 

nucleicos que podem ser de origem do parasito ou do hospedeiro, porém, seus 

componentes exatos ainda não estão bem estabelecidos. Essa discrepância de resultados 

pode ser explicada pelos diferentes métodos de preparação do cristal de sHz e/ou 

também de isolamento da nHz a partir da cultura do plasmódio.  

Uma citocina que está aumentada durante a infecção malárica é a IL- β (Park et 

al, 2003; Leoratti et al, 2012). Esta citocina é produzida na sua forma inativa e precisa 

sofrer maturação para se tornar ativa. O processo de maturação é controlado por 

inflamassomas. Os inflamassomas são complexos multimoleculares que são montados 

no citoplasma de células do sistema imune inato, em resposta a moléculas microbianas 

ou sinais de estresse. Os inflamassomas são, normalmente, compostos por um sensor, 

uma molécula adaptadora e uma caspase inflamatória. Após a montagem, os 

inflamassomas contribuem para a indução da resposta inflamatória através da indução 

da secreção de citocinas, como IL-1β e IL-18 (Schroder et al, 2010; Guo et al, 2015; 

Zamboni et al, 2015). A sHz é capaz de ativar o inflamassoma NLRP3 (do inglês, 

NOD-like receptors pyrin domain containing 3). Camundongos deficientes para a 

molécula adaptadora ASC (do inglês, apoptosis-associated speck-like protein 

containing C-terminal caspase recruitment domain) e para o NLP3 tem redução na 

migração de neutrófilos induzida pelo estímulo com hemozoína (Tiemi Shio et al, 2009; 

Griffith et al, 2009). A sHz tambem é capaz de induzir a produção dos mediadores 

inflamatórios MCP-1 (do inglês, monocyte chemoattractant protein-1), KC (do inglês, 

keratinocyte chemoattractant), IL-6, IL-1α e IL-1β quando injetada por via 
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intraperitoneal em camundongos (Griffith et al, 2009). A injeção intravenosa de nHz em 

camundongos leva ao aumento da transcrição de diversos mediadores inflamatórios no 

pulmão, tais como quimiocinas (IP-10- do inglês, IFNγ-inducible protein 10 e MCP-1), 

citocinas (IL-1β, IL-6, IL-10, TNF e TGF-β- do inglês, transforming growth factor β) e 

outras moléculas inflamatórias como a iNOS (do inglês, inducible nitric oxide sintase), 

heme oxigenasse-1 (HO-1) e ICAM-1 (Deroost et al, 2013). A ativação do fator de 

transcrição fator nuclear kappa-B (NF-κB), fosforilação de ERK1/2 (do inglês, 

extracellular signal–regulated kinases) e geração de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) também são observadas em cultura de macrófagos murinos após o estímulo com 

sHz (Jaramillo et al, 2005; Jaramillo et al, 2009). 

Padrões moleculares associados ao dano (do inglês, danger-associated 

molecular patterns ou DAMPs) são componentes endógenos liberados de células 

mortas, danificadas ou sofrendo algum tipo de estresse que podem ativar PRRs e 

inflamassomas, independente se a célula está infectada ou não. A molécula de heme é 

reconhecida como um importante DAMP, ligante de TLR4 e com importantes  

atividades pró-inflamatórias (Figueiredo et al, 2007). 

O heme (ferro protoporfirina IX) faz parte de várias proteínas, como 

hemoglobina e óxido nítrico sintase, além de ser importante para o transporte de 

elétrons, estando presente na citocromo c redutase e citocromo c oxidase. Desta forma, 

a molécula de heme é essencial para diversos processos biológicos (Tsukihara et al 

1995; Xia et al, 1997; Park et al, 2006).  

O endotélio vascular está continuamente sendo exposto à hemoglobina e ao 

heme, resultante do processo de hemólise, e esta exposição é bem tolerada pelo 

organismo. Desta forma, o homem adquiriu diversos mecanismos protetores que 

combatem os efeitos tóxicos do heme. Um desses mecanismos é a presença da proteína 

haptoglobina que está presente no soro, e em condições fisiológicas ou de hemólise leve 

a moderada, se liga à hemoglobina livre. Devido ao tamanho excessivo do complexo 

formado, este fica retido no espaço intravascular, impedindo a associação de 

hemoglobina livre com o óxido nítrico e a liberação de heme livre (Melamed-Frank et 

al, 2001). O complexo haptoglobina:hemoglobina se liga ao CD163 presente em 

macrófagos e hepatócitos, o que irá mediar a endocitose destes complexos e a sua 

degradação (Kristiansen et al, 2001; Philippidis et al, 2004).  
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Em condições hemolíticas, como na malária e sepse, ocorre um intenso processo 

de hemólise e liberação de grande quantidade de hemoglobina no espaço intravascular, 

o que satura as moléculas de haptoglobina, levando ao acúmulo de hemoglobina livre. A 

hemoglobina livre é oxidada a meta-hemoglobina (MetHb) na presença de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), porém, a MetHb é instável e libera rapidamente heme livre 

(Balla et al, 1993). O heme livre ainda pode ser capturado pela hemopexina, que inibe 

as propriedades oxidativas do heme e vai mediar o transporte de heme para 

compartimentos intracelulares através do receptor CD91 em macrófagos (Paoli et al, 

1999; Hvidberg et al, 2005). Uma vez dentro das células, o heme é catabolizado em 

biliverdina, monóxido de carbono (CO) e ferro (Fe) através da ação das enzimas heme-

oxigenase (HO) (Tenhunen et al, 1968). O Fe livre é altamente oxidativo e pode 

provomer a formação de radicais livres, que por sua vez causam o processo de 

peroxidação lipídica, sendo, então, uma molécula com efeitos citotóxicos. Por fim, o Fe 

ainda pode ser armazenado em uma forma não tóxica pela ferritina, um complexo 

proteico intracelular, protegendo as células do dano oxidativo do Fe livre (Arosio et al, 

2009).  

No entanto, caso a hemólise seja muito intensa, a capacidade do soro de 

remover/capturar o heme pode saturar, aumentando a quantidade de heme livre de 

maneira suficiente para causar dano tecidual em vários órgãos. Inclusive, já foi 

demonstrado um importante papel protetor na malária da HO-1, que é a isoforma 

induzível da enzima. Camundongos deficientes para HO-1 tem uma dimuição na 

sobrevida em modelos de malária experimental e também em modelos de sepse 

(Pamplona et al, 2007; Seixas et al, 2009; Larsen et al, 2010). 

A molécula de heme pode promover inflamação através da ativação de células 

endoteliais induzindo a expressão de moléculas de adesão, como ICAM-1, VCAM-1, E-

selectina, P-selectina e fator de von Willebrand (Wagener et al, 1997; Belcher et al, 

2014). Heme tambem é capaz de promover a migração de neutrófilos para a cavidade 

peritoneal através da indução da síntese de leucotrieno B4 por macrófagos (Monteiro et 

al, 2011). Além disso, o heme é capaz de ativar macrófagos e induzir a produção de 

diversas citocinas, tais como TNF, KC e IL-1β (Figueiredo et al, 2007; Fortes et al, 

2012; Dutra et al, 2014).  

A produção de IL-1β pelo heme em macrófagos previamente estimulados com 

LPS se deve pela ativação do inflamassoma NLPR3. Animais nocautes para o NLRP3, 
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para a sua molécula adaptadora ASC ou para caspase-1 foram mais resistentes a morte 

decorrente da hemólise induzida por fenilhidrazina, quando comparado a camundongos 

wild type (Dutra et al, 2014). Heme também é capaz de ativar o TLR4, induzindo a 

produção de citocinas como o TNF-α e outras moléculas importantes no processo 

inflamatório, como a E-selectina (Figueiredo et al, 2007; Belcher et al, 2014).  

Heme também é capaz de induzir morte celular programada em diversos tipos 

celulares, como astrócitos e células do endotélio vascular cerebral humanas (HBVEC do 

inglês, human brain vascular endothelial cells) (Laird et al, 2008; Liu et al, 2013). A 

indução de TNF em macrófagos pelo heme, por exemplo, é essencial para a indução 

nessas células de uma necrose programada, denominada necroptose (Fortes et al 2012). 

No entanto, para o nosso conhecimento, ainda não há nenhum dado na literatura que 

reporte o efeito do heme ou da hemozoína em plaquetas. 

  

1.4) Principais complicações da malária vivax 
A malária vivax está associada a calafrios, vômito, dor de cabeça, mal-estar, 

febre e dor muscular, que são sintomas não-específicos e comuns a outras malárias ou 

outras doenças febris. A malária vivax foi por muitos anos uma doença negligenciada e 

considerada benigna, principalmente quando comparada à malária falciparum. No 

entanto, recentemente diversos trabalhos tem demonstrado complicações graves 

causadas pelo P.vivax (Kochar et al, 2009; Alexandre et al, 2010; Lacerda et al, 2012).  

Uma complicação bastante comum causada pelo P.vivax é a anemia grave, que é 

definida como hemoglobina <5 g/dl ou hematócrito <15% em crianças (até 12 anos) e 

hemoglobina <7 g/dl ou hematócrito <20% em adultos (WHO, 2014). Em um trabalho 

do grupo de Ric Price (2009), a anemia grave foi a manifestação mais frequente em 

bebês (< 3 meses) infectados tanto com P. vivax como P. falciparum, mas teve maior 

prevalência em crianças com P. vivax do que P. falciparum. 

O P. vivax comumente afeta o pulmão, e muitos dos pacientes apresentam tosse 

(Anstey et al, 2002). Casos de injúria pulmonar e síndrome da angústia respiratória 

aguda (ARDS do inglês, acute respiratory distress syndrome) devido a malária vivax 

tem sido reportados na literatura. Muitos dos casos de injúria pulmonar se desenvolvem 

após o início do tratamento antimalárico (Lomar et al, 2005; Anstey et al, 2007; Tan et 

al, 2008). 
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Outras manifestações graves da malária vivax incluem malária associada a 

gravidez ou malária gestacional (na qual a mãe apresenta anemia e o bebê apresenta 

redução do peso ao nascer) (Nosten et al, 1999; Poespoprodjo et al, 2008), icterícia 

(Andrade et al 2010), dano renal agudo e coma (Vermehren et al, 2005; Kochar et al, 

2005; Kochar et al, 2009). 

 A plaquetopenia é uma complicação bastante frequente na malária causada por 

P. vivax, mas diferentemente da dengue, o paciente não apresenta sangramento (Kochar 

et al, 2010; Kwak et al, 2013; Sam et al, 2013). Não existem ainda muitos estudos que 

mostrem o real peso da plaquetopenia na malária. Não há um consenso em como 

proceder em casos de baixa de plaqueta em pacientes, ou seja, em saber em que 

momento é necessário internar o paciente ou fazer transfusão.  Em alguns casos aonde 

ocorre sangramento, não se sabe se este deve-se à queda de plaquetas ou a outras 

complicações presentes. Por exemplo, em um estudo feito em Manaus, 20,1 % dos 

casos de malária que precisaram de internação possuíam plaquetopenia como causa da 

admissão (Lacerda et al, 2011). Um estudo feito com crianças infectadas com P. 

falciparum demonstrou que a plaquetopenia está relacionada com aumento de risco de 

morte entre os casos graves. A contagem de plaquetas é mais baixa nos casos graves do 

que nos casos moderados, e também em crianças que morrem quando comparada as 

crianças que se recuperam (Gerardin et al, 2002). 

 

1.2) Plaquetas 

1.2.1) Formação  
As plaquetas foram descobertas em 1862, pelo patologista italiano Giulio 

Bizzozero, que observou a presença de plaquetas na circulação de animais vivos e 

também no sangue coletado (Semple et al, 2011). 

As plaquetas são células anucleadas com um formato discóide e que variam de 1 

a 3 μm de diâmetro. Após serem liberadas do citoplasma de megacariócitos, as 

plaquetas humanas circulam na corrente sanguínea por 8 a 10 dias (Schwertz et al, 

2010). Desta forma, 100 bilhões de novas plaquetas são produzidas diariamente a partir 

de megacariócitos, de forma a manter o seu número de 150 a 400x109 /l na circulação 

(Thon et al, 2012) 

Os megacariócitos, células precursoras das plaquetas são as maiores (50–100 
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μm) e também uma das mais raras células da medula óssea, compondo 0,01 % das 

células nucleadas da medula óssea (Machlus e Italiano Jr, 2013). A medula é o local 

tradicional da trombopoiese (processo de produção de plaquetas), no entanto, evidências 

recentes tem demonstrado que no pulmão também possa ocorrer esse fenômeno 

(Weyrich e Zimmerman, 2013). Entre essas evidências, está a presença de 

megacariócitos nos vasos pulmonares de humanos, como foi observado em biópsias 

pulmonares e necropsias, e de mamíferos não humanos, como camundongos (Davis et 

al, 1997; Mandal et al, 2007; Bozza et al, 2009; Weyrich e Zimmerman, 2013). A 

principal teoria para explicar a presença de megacariócitos no pulmão é a de que essas 

células se originam na medula óssea e depois são levadas até o pulmão, pelo sangue 

venoso, e ficam retidas na microvasculatura pulmonar devido ao seu tamanho. No 

entanto, o processo de biogênese de plaquetas ainda não foi claramente demonstrado no 

pulmão de humanos ou animais (Levine et al, 1993; Zucker-Franklin et al, 2000; Bozza 

et al, 2009; Weyrich e Zimmerman, 2013). 

A formação de plaquetas pode ser dividida em duas fases: na primeira fase 

ocorre a maturação dos megacariócitos e dura alguns dias e na segunda fase ocorre a 

formação das plaquetas pelos megacariócitos e é mais rapida, sendo completada em 

algumas horas.  

Os megacariócitos se originam de células-tronco hematopoiéticas que residem 

principamente na medula óssea, mas que também estão presentes no saco vitelino, baço 

e fígado fetal durante o desenvolvimento do feto. As células-tronco se diferenciam em 

megacariócitos principalmente pela ação do hormônio hematopoiético trombopoietina 

(TPO), que é produzido no fígado e nos rins, e que atua no seu repetor c-Mpl (do inglês, 

myeloproliferative leukemia protein) (Kaushansky et al 1994; Jelkmann, 2001; Machlus 

e Italiano Jr, 2013). 

Durante a maturação, os megacariócitos sofrem endomitose, processo no qual as 

células se tornam poliplóides através de ciclos de replicação do DNA sem divisão 

celular, principalmente pela ação do TPO. Essas células podem chegar a ter um 

conteúdo de DNA de até 128n em um único núcleo polilobulado (Zimmet e Ravid, 

2000). Além disso, os megacariócitos aumentam de tamanho, o seu citoplasma passa a 

conter grande quantidade de proteínas de citoesqueleto e de grânulos específicos de 

plaquetas, além de desenvolverem membranas altamente invaginadas por todo o seu 

citoplasma e que são contínuas com a membrane plasmática (Machlus e Italiano Jr, 
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2013). Essas membranas invaginadas darão origem as pró-plaquetas.  

Na segunda fase da formação de plaquetas ocorre a migração dos megacariócitos 

para o nicho vascular. Os megacariócitos maduros extendem longas ramificações 

chamadas de pró-plaquetas, que são liberadas nos sinusóides vasculares da medula 

óssea. Cada megacariócito pode extender de 10 a 20 pró-plaquetas, cada uma 

começando como uma protusão que vai se alongando e afinando ao longo do tempo 

(Machlus e Italiano Jr, 2013). As plaquetas serão formadas nas pontas das pró-

plaquetas. Ao longo do desenvolvimento das plaquetas, estas passam a receber suas 

organelas e grânulos essenciais para suas funções, e que são transportados a partir do 

megacariócito (Italiano et al, 1999; Richardson et al, 2005). Os microtúbulos presentes 

nas pró-plaquetas possuem um importante papel durante o processo de alogamento das 

pró-plaquetas, no transporte das organelas e grânulos para as pró-plaquetas, além de 

atuarem na própria formação das plaquetas que se dará nas pontas das pró-plaquetas 

(Machlus e Italiano Jr, 2013). 

Recentemente foi descoberto um novo intermediário, a pré-plaqueta, que é 

formada durante o processo de maturação. Pré-plaquetas são partículas anucleadas e 

discóides, que são maiores do que as plaquetas (medem de 3 a 10 μm de diâmetro) e 

que tem a capacidade de se transformar em pró-plaquetas quando caem na circulação. 

Desta forma, o novo modelo proposto é o de que megacariócitos liberam pré-plaquetas 

nos sinusóides, e estas por sua vez, são espontânea e rapidamente transformadas em 

pró-plaquetas. As pró-plaquetas sofrem um processo rápido de fissão que resulta na 

formação de plaquetas maduras na circulação (Thon et al, 2010; Thon et al, 2012; 

Machlus e Italiano Jr, 2013).  

Alternativamente, as pré-plaquetas também podem ficar retidas em capilares da 

medula óssea, pulmão ou baço, onde a força de cisalhamento (shear force) leva a 

formação de plaquetas a partir de pró-plaquetas. O período necessário para os 

megacariócitos se tornarem poliplóides, maturarem e liberarem plaquetas é em torno de 

5 dias em humanos e 2-3 dias em roedores. O núcleo e o corpo celular residual são 

fagocitados ao final do processo de maturação do megacariócito, que gera de 100 a 

1000 plaquetas (Bozza et al, 2009; Thon et al, 2010; Weyrich e Zimmerman, 2013; 

Machlus e Italiano Jr, 2013).  
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1.2.2) Funções e estrutura 
As plaquetas atuam na corrente sanguínea respondendo a danos nos vasos 

através de mudanças no seu formato, secretando conteúdo dos seus grânulos e 

agregando para formar coágulos. As plaquetas são células anucleadas que exercem 

importantes funções hemostáticas, porém, o que se tem visto atualmente é que essas 

células possuem funções importantes na resposta imunológica. Essas células estão 

repletas de grânulos secretórios, que são críticos para que as plaquetas possam exercer 

as sua funções. Uma plaqueta, em média, contém 60 grânulos, que estocam diversas 

moléculas, inclusive moléculas que atuam na inflamação e resposta imunológica 

(Tabela 1.1). Após a ativação plaquetária, por exemplo, pela ligação da trombina ao seu 

receptor PAR-1 (do inglês, protease-activated receptor-1), os grânulos sofrem uma 

exocitose controlada e liberam o seu conteúdo para o meio extracelular, ou as moléculas 

que se encontram na membrana interna do grânulo, passam a ser expressas na superfície 

da plaqueta. Existem 3 tipos de grânulos plaquetários: os grânulos alfa, os grânulos 

densos e os lisossomas (Morrel et al, 2014). Além disso, foi descrito recentemente um 

possível novo tipo de grânulo, chamado de grânulo T, onde foi descrita a presença do 

receptor do Tipo Toll 9 (Thon et al, 2012). Os grânulos alfa são os grânulos mais 

abundantes (50 a 60/plaqueta) e maiores (variam de 200 a 500 nm de tamanho), 

ocupando cerca de 10% do volume plaquetário (Blair e Flaumenhaft, 2009). Uma 

análise proteômica do conteúdo dos grânulos alfa encontrou 284 proteínas (Maynard et 

al, 2007).  Os grânulos densos são menores (cerca de 150 nm), menos numerosos (3 a 

8/plaqueta) e estocam moléculas menores, como ADP, ATP, GTP, magnésio, cálcio e 

histamina. Os grânulos lisossomais são mais raros e estocam enzimas degradativas, 

como colagenase e catepsina D (Jenne et al, 2013) 

Os grânulos alfa concentram moléculas grandes que são importantes para a 

hemostasia, como fibrinogênio e fator de von Willebrand (vWf). Nesses grânulos 

também estão presentes receptores de adesão plaquetária, como o receptor de 

fibrinogênio e de vWf, a integrina αIIbβ3 (ou glicoproteína IIb/IIIa- GPIIb/IIIa); o 

receptor de colágeno, glicoproteína VI (GPVI); e o complexo glicoproteico que liga ao 

vWf, GPIb-IX-V (ou glicoproteína Ib-IX-V) (Berger et al, 1996; Suzuki et al, 2003; 

Blair e Flaumenhaft, 2009). Os grânulos alfa contém diversos fatores de coagulação, 

como os fatores V, XI e XIII, que são secretados durante a ativação plaquetária (Rendu 

et al, 2001; Golebiewska e Poole, 2015).  
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As plaquetas também secretam diversas proteínas que limitam a progressão da 

coagulação. Nos grânulos alfa estão estocados antitrombina, que é uma inibidora da 

trombina, e inibidor de C1 (inibidor do primeiro componente do sistema complemento) 

que atua degradando o fator XI ativado, calicreína plasmática e o fator XII ativado 

(Cugno et al, 1997; Monroe et al, 2002; Blair e Flaumenhaft, 2009). Os grânulos alfa 

também estocam a proteínase plasmina, que degrada coágulos de fibrina, e o 

plasminogênio, o seu precursor inativo. Essas funções aparentemente conflitantes das 

plaquetas na sinalização da coagulação são essenciais para manter o balanço 

hemostático e prevenir tromboses patológicas em condições fisiológicas (Golebiewska e 

Poole, 2015). 

Diversas evidências vem demonstrando que plaquetas exercem papéis 

importantes na inflamação e na resposta imunológica (Vieira-de-Abreu et al, 2011). 

Neste contexto, os grânulos alfa contribuem para esses papéis, tanto através da liberação 

de diversas citocinas, como através da expressão de receptors que facilitam a adesão de 

plaquetas a outras células. A P-selectina (ou CD62P) é uma importante molécula de 

adesão que é armazenada nos grânulos alfa e que participa das interações de plaquetas 

com células endoteliais, monócitos, neutrófilos e linfócitos (Frenette et al, 1995; 

Diacovo et al, 1996; Blair e Flaumenhaft, 2009; Vieira-de-Abreu et al, 2011). Nos 

grânulos alfa também estão presentes diversas quimiocinas, tais como, IL-8, RANTES 

(do inglês regulated on activation, normal T cell expressed and secreted), fator 

plaquetário 4 (PF4), NAP-2 (do inglês, neutrophil-activating peptide-2), CXCL5 (ou 

ENA-78 do inglês, epithelial neutrophil activating protein- 78), CXCL1 (ou GRO-α do 

inglês, growth-regulated oncogene α), MIP-1α ou CCL3 e MCP-1. Por fim, os grânulos 

alfa também possuem proteínas com propriedades microbicidas, como as trombocidinas 

1 e 2 e a timosina-b4 (Tabela 1.1) (Tang et al, 2002; Weyrich e Zimmerman, 2004; 

Blair e Flaumenhaft, 2009; Vieira-de-Abreu et al, 2011). 
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Tabela 1.1: Mediadores inflamatórios, imunomodulatórios e peptídeos antimicrobianos 

liberados por plaquetas humanas e/ou translocadas para a membrana plasmática. 

Fonte: adaptado de Weyrich e Zimmerman, 2004 e Vieira-de-Abreu et al, 2011. ��� 

 

Classe de 
mediador 

Fator 
Armazenado ou 

sintetizado 

Lipídios inflamatórios 
imunomodulatórios 

PAF Sintetizado 

 TXA2 Sintetizado 

Fatores de crescimento com 
atividades imunológicas 

PDGF Armazenado 

 TGF-β Armazenado 

 
Quimiocinas 

 

NAP2 (CXCL7)  
Clivagem proteolítica de 

precursores armazenados 

 PF4 (CXCL4) Armazenado 

 GRO-α (CXCL1) Armazenado 

 ENA-78 (CXCL5) Armazenado 

 SDF-1 (CXCL12) Armazenado 

 RANTES (CCL5) Armazenado 

 MIP-1α (CCL3) Armazenado 

 MCP-3 (CCL7) Armazenado 

Citocinas CD40L (CD154)  Armazenado 

 IL-1β Sintetizada 

 IL-1α Armazenada 

 HMGB1 Armazenado 

 GM-CSF Armazenado 

 

Peptídeos antimicrobianos 

Proteínas microbicidas 

plaquetárias, tais 

como trombocidinas 1 

e 2 e timosina-b4 

Armazenados; e em 

alguns casos clivagem 

proteolítica 
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1.2.3) Plaquetas na inflamação e imunidade  
 Além de modularem a resposta imunológica e inflamatória do hospedeiro, as 

plaquetas são capazes de participar da captura e morte de patógenos.  Um exemplo seria 

a indução por plaquetas de redes extracelulares de neutrófilos (neutrophil extracellular 

traps-NETs) (Clark et al, 2007). As NETs são redes extracelulares de cromatina 

descondensada, histonas e proteínas com ação antimicrobiana, que são formadas por 

neutrófilos que estão sofrendo um processo de morte denominado NETose (Brinkmann 

et al, 2004; Fuchs et al, 2007; Wartha et al, 2008). O exato mecanismo pelo qual 

plaquetas induzem NETose ainda não está muito claro, mas diversos agonistas 

plaquetários são capazes de promover a formação de NET, como a trombina e o LPS. 

Alguns mecanimos descritos foram a ativação do receptor do tipo Toll 4 (TLR4) em 

plaquetas e também a ligação de P-selectina com o PSGL-1 (do inglês, P-selectin 

glycoprotein ligand 1) em neutrófilos (Clark et al, 2007; Etulain et al, 2015).  

As plaquetas podem interagir diretamente com bactérias além de serem as 

primeiras células e também as mais numerosas a acumularem em sítios de infecções 

vasculares. A interação direta de bactérias com as plaquetas pode levar à agregação 

plaquetária, à liberação de fatores antimicrobianos e moléculas proinflamatórias, e 

também à formação de agregados plaqueta-leucócito (Youssefian et al, 2002; Fitzgerald 

et al, 2006; Rondina et al, 2011; Jenne et al, 2013). Outra importante evidência de que 

as plaquetas são células importantes na resposta imunológica, é a presença de diversos 

receptores TLRs entre eles, o TLR2, TLR4 e TLR9 nessas células (Andonegui et al, 

2005; Cognasse et al, 2005; Thon et al, 2012). As plaquetas também possuem diversas 

moléculas co-estimulatórias de células T, como o CD86 e CD40, e são capazes de 

apresentar antígenos para células T via MHC de classe I. Chapman e colaboradores 

(2012) demonstraram que plaquetas são capazes de apresentar antígenos derivados de 

Plasmódio para células T, induzindo a ativação dessas células in vivo, atuando como 

uma vacina e protegendo camundongos contra o desenvolvimento de malária cerebral. 

Uma importante molécula expressa pelas plaquetas é a molécula co-

estimulatória ligante de CD40 (CD40L). As formas solúveis do CD40L (sCD40L) 

plasmático se originam principalmente de plaquetas, que quando ativadas liberam o 

sCD40L na circulação. O CD40L plasmático pode se ligar ao CD40 expresso tanto no 

endotélio como em leucócitos. Henn e colaboradores (1998) observaram que o CD40L 

expresso em plaquetas ativadas é capaz de induzir a secreção das quimiocinas IL-8 e 
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MCP-1 e também a expressão de moléculas de adesão, como E-selectina e ICAM-1 em 

células endoteliais de cordão umbilical. Demonstrando, assim, que o CD40L plaquetário 

é importante na ativação endotelial, levando a geração de sinais que induzem o 

recrutamento e extravasamento de leucócitos para o o local de injúria (Henn et al, 1998; 

Blumberg et al, 2009; Vieira de Abreu et al, 2011). Monócitos produzem IL-1β em 

resposta a ligação ao CD40L e plaquetas liberam espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio (Wagner et al, 2004; Chakrabarti et al, 2005).  

Outra importante molécula expressa na superfície de plaquetas ativadas é a P-

selectina. Através da ligação da P-selectina com o seu ligante glicoproteico (PSGL-1), 

as plaquetas são capazes de modular as resposta inflamatória de diversas células, tais 

como os monócitos. Os monócitos são as principais células produtoras de citocinas 

durante a malária vivax (Leoratti et al, 2012). Nosso grupo observou que plaquetas 

apoptóticas de voluntários sadios são capazes de induzir a liberação de IL-10 em 

monócitos de forma dependente da ligação de P-selectina e do reconhecimento de 

fosfatidilserina (Hottz & Medeiros-de-Moraes et al, 2014). Além disso, a co-cultura de 

plaquetas e monócitos levou a indução de um fenótipo pro-inflamatório nos monócitos 

(Scull et al, 2010; Passacquale et al, 2011). Também foi visto que plaquetas são capazes 

de induzir a translocação do fator de transcrição NFκB em monócitos e que a ligação da 

P-selectina ao PSGL-1 gera a liberação de RANTES pela plaqueta, levando por sua vez 

à secreção de MCP-1 pelos monócitos (Weyrich et al, 1996, Weyrich et al, 1995).  

A presença de agregados plaqueta-monócito, principalmente pela ligação P-

selectina com o PSGL-1, tem sido observada em diversas doenças, tais como dengue, 

HIV e influenza A (H1N1), o que sugere um importante papel em doenças inflamatórias 

(Hottz e Medeiros-de-Moraes et al, 2014; Singh et al, 2012; Rondina et al 2012), além 

de ser um bom marcador para a ativação plaquetária in vivo (Rondina et al, 2012). 

A expressão gênica em células nucleadas é regulada por diversas etapas. Uma 

etapa crítica é a remoção de íntrons não codificantes de RNAs mensageiros (mRNA) 

recém transcritos, por um complexo denominado spliceossomo. O spliceossomo contém 

ribonucleoproteínas nucleares pequenas e proteínas auxiliares que fornecem a 

arquitetura necessária para o correto reconhecimento e excisão do íntron (Maniatis e 

Reed, 2002). O splicing é um processo que garante que mRNAs maduros e possíveis de 

serem traduzidos, possam estar disponíveis para serem exportados para o citoplasma. O 
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spliceossomo funciona no núcleo, e até pouco tempo nao havia nenhuma indicação de 

que o splicing poderia ocorrer no espaço extranuclear de células de mamíferos.  

Estudos recentes demonstraram que as plaquetas, que são células anucleadas, 

possuem RNA pré-mensageiro e mRNA e que são capazes de realizar splicing e traduzir 

o mRNA, levando a produção de diversas moléculas como IL-1β,  fator tissular e 

ciclooxigenase-2 (Denis et al, 2005; Schwertz et al, 2006; Shashkin et al, 2008; 

Rondina et al, 2011).  O fato de que componentes essenciais do spliceossomo do 

megacariócito são distribuídos para as plaquetas durante a trombopoiese, fornece 

evidências de um mecanismo de regulação do gênica que vai além do estágio de 

formação da pró-plaqueta.  

Além de possuir mRNA e a capacidade de síntese proteica, as plaquetas 

apresentam um transcriptoma bem complexo, incluindo pré-mRNAs e microRNAs 

(Landry et al, 2009; Vieira-deAbreu et al, 2011; Plé et al, 2012). Esse transcriptoma é 

capaz de sofrer mudanças durante o desenvolvimento de doenças (Raghavachari et al, 

2007), tal como foi observado em pacientes com lúpus eritematoso sistêmico (Lood et 

al, 2010). 

 

1.2.4) Plaquetas na malária 
O papel da plaqueta durante a infecção malárica ainda não está estabelecido. 

Evidências na literatura demonstram um papel protetor dessas células na malária. 

McMorran e colaboradores (2009 e 2012) demonstraram que plaquetas humanas são 

capazes de matar P. falciparum através da liberação de PF4. As plaquetas se ligam as 

hemácias parasitadas através do receptor CD36 expresso nas plaquetas e liberam PF4, 

que é capaz de matar o diretamente o plasmódio, lisando o seu vacúolo digestivo. Essa 

ação do PF4 depende do receptor do antígeno Duffy presente nas hemácias, que se liga 

ao PF4. Além disso, foi observado que crianças com malária cerebral possuem níveis 

mais baixos de RANTES quando comparados com crianças com malária não-

complicada. Níveis baixos de RANTES estão associados com mortalidade em crianças 

com malária cerebral. Visto que as plaquetas são importantes fontes de RANTES, a 

causa da queda nos níveis desta quimiocina poderia ser a plaquetopenia observada 

durante a infecção malárica (John et al, 2006). 

Por outro lado, trabalhos demonstram que plaquetas podem contribuir para um 

quadro de malária cerebral. Plaquetas se acumulam em capilares cerebrais de crianças 
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que morreram de malária cerebral e co-localizam com leucócitos e pigmento malárico 

(Grau et al, 2003). Camundongos nocautes para PF4 são protegidos da malária cerebral 

após infecção com P. berghei ANKA. Os animais nocautes apresentam uma barreira 

hemato-encefálica íntegra, menos hemorragia cerebral e trombos microvasculares, 

quando comparados com camundongos selvagens, demonstrando um importante papel 

da quimiocina PF4 como importante mediador da malária cerebral (Srivastava et al, 

2008).  

As micropartículas plaquetárias também parecem ter um papel deletério durante 

a infecção malárica. Diversas células, como leucócitos e plaquetas, podem liberar 

pequenos fragmentos (0,1 a 1 µm) das suas membranas plasmáticas na circulação em 

resposta a diversos estímulos, tais como citocinas proinflamatórias (como TNF-α) ou 

durante processos apoptóticos. Estes fragmentos são denominados de micropartículas. 

As micropartículas plaquetárias são as micropartículas mais abundantes na circulação, 

representando cerca de 70 a 90 % de todas as micropartículas circulantes (Doeuvre et al, 

2009; Italiano Jr et al, 2010).  

Faille e colaboradores (2009) sugeriram que micropartículas plaquetárias 

participam da patogênese da malária cerebral induzida por P. falciparum. Eles 

observaram que as micropartículas plaquetárias são capazes de se ligar 

preferencialmente a hemácias parasitadas do que as não parasitadas. Essa ligação parece 

ocorrer via proteína de membrana do eritrócito 1 (PfEMP-1, proteínas de superfície 

celular codificadas pelo P. falciparum), expresso nas hemácias parasitadas que 

interagem com as moléculas CD36 e PECAM-1 expressas nas plaquetas. O grupo 

também observou que a presença de micropartículas plaquetárias aumenta a adesão de 

hemácias parasitadas a células endoteliais de cérebro. As micropartículas plaquetárias 

também parecem ter um papel importante na inflamação induzida pelo P. vivax. 

Pacientes com malária vivax apresentam aumento no número de micropartículas 

plaquetárias. Esse aumento foi relacionado com a presença de febre no momento da 

coleta de sangue e também conforme o aumento no número dos dias de sintomas. Além 

disso, os níveis de micropartículas plaquetárias no plasma diminuiu conforme o 

aumento do numero de episódios prévios de malária (Campos et al, 2010). 

A plaquetopenia, definida como contagem de plaqueta < 150,000/μL, é uma 

complicação comum tanto na malária vivax quanto na falciparum  (Yamaguchi et al, 

1997; Kakar et al, 1999; Lacerda et al, 2011; Bakhubaira, 2013), porém as suas causas 

ainda não foram totalmente elucidadas. Uma das hipóteses que tem sido propostas para 
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tentar explicar as causas da plaquetopenia, incluem sequestro de plaquetas no baço 

como resultado da ligação específica de IgG a antígenos maláricos ligados a plaquetas 

através da porção Fab da IgG e também a presença de auto anticorpos (Kelton et al, 

1983; Grau et al, 1988; Yamaguchi et al, 1997; Panasiuk, 2001).   

A ativação endotelial também é outra possível causa para a plaquetopenia 

observada na malária. Em voluntários infectados com P. falciparum houve um aumento 

nos níveis de vWF e uma correlação negativa entre os níveis de vWF e a contagem de 

plaquetas (Mast et al, 2007). O vWF é sintetizado principalmente pelas células 

endoteliais vasculares e atua como uma ponte para a ativação e agregação plaquetária, 

através da sua ligação nos receptores plaquetários (Berger et al, 1996; Huizinga  et al, 

2002). 

Evidências  na literatura indicam também que a plaquetopenia possa estar 

relacionada com a fagocitose de plaquetas (Jaff et al, 1985; Coelho et al, 2013). Coelho 

e colaboradores (2013) observaram que plaquetas oriundas de pacientes com malária 

vivax plaquetopênicos são mais fagocitadas, por uma linhagem monocítica, do que 

plaquetas oriundas de pacientes não-plaquetopênicos.  

Adicionalmente, trabalhos demonstram que durante a infecção malárica a 

plaquetopenia possa estar relacionada com a ativação e apoptose plaquetária. 

Camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA apresentaram plaquetopenia 

e ativação de caspases plaquetárias, no entanto, quando foram tratados com inibidor de 

caspases, tiveram um aumento na sobrevida (Piguet et al, 2002). Nosso grupo 

demonstrou que na dengue, doença também caracterizada pela baixa de plaquetas, as 

plaquetas estão ativadas, expressando P-selectina e agregadas a monócitos (Hottz & 

Medeiros-de-Moraes et al, 2014), bem como apresentam ativação das vias de apoptose 

como demonstrado pela ativação de caspases, expressão de fosfatidilserina e disfunção 

mitocondrial (Hottz et al, 2013).  

 

1.2.5) Apoptose plaquetária 
Apoptose, ou morte celular programada, é um mecanismo fisiológico, que 

demanda energia e que regula a vida útil das células, servindo como uma forma de 

controlar a presença de células danificadas não-desejadas, e foi por muito tempo 

atribuída somente a células nucleadas. Apesar de serem células anucleadas, não 
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possuírem DNA, recentemente foi descrito que as plaquetas são capazes de sofrerem 

apoptose (Mason et al, 2007; Vanags et al, 1997).  

Existem 2 vias que levam a apoptose na célula nucleada: a primeira via é a 

extrínseca,  que é iniciada pela interação entre ligantes de morte, que pertencem a 

superfamília do TNF, e os censores de superfície celular, os receptores morte, que são 

proteínas transmembrana da superfamília do receptor de TNF. Entre os receptores de 

morte estão os receptores 1 e 2 de TNF (TNFR 1 e TNFR2), Fas (também conhecido 

como CD95 ou Apo1), receptor de morte 3 (DR3, do inglês death receptor, ou Apo 3) e 

os receptores de morte DR4 e DR5, também chamados de receptores TRAIL 1 e 2 (do 

inglês TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor), respectivamente. Após 

ativação dos receptores pelos seus ligantes, tais como, TNF, FasL e TRAIL, os 

receptores se ligam, através do seus domínios de morte, as proteínas FADD (do inglês, 

Fas-associated death domain) e/ou TRADD (do inglês, TNF- receptor-associated death 

domain). Este processo leva ao recrutamento das caspases inicializadoras procaspase-8 

e/ou procaspase-10, formando o complexo DISC (do inglês, death-inducing signaling 

complex) no lado citoplasmático da membrana celular, Em seguida, as caspases 8 e 10 

ativadas irão, por sua vez, clivar/ativar as caspases efetoras 3, 6 e 7 que irão clivar 

proteínas celulares vitais e assim deslocar o processo de apoptose para a fase efetora, o 

ponto onde não há mais volta (Fulda et al, 2006; Hotchkiss  et al, 2009; Leytin, 2012).  

A segunda via de indução de apoptose é a intrínseca, que é iniciada por 

mudanças na integridade da mitocôndria. Essas mudanças incluem depolarização da 

membrana interna da mitocôndria, e liberação de proteínas apoptogênicas como 

citocromo c, AIF (do inglês, apoptosis- inducing factor) e Smac/DIABLO (Smac, do 

inglês, second mitochondria-derived activator of caspases e DIABLO, do inglês, direct 

IAP-binding protein with low PI) do espaço intermembranar mitocondrial para o citosol. 

Essas mudanças estão sob o controle das proteínas pró e antiapoptóticas da família Bcl-

2. As proteínas da familia Bcl-2 regulam a via mitocondrial de apoptose, através da 

interação com a membrana externa mitocondrial, desta forma afetando a formação do 

poro de transição de permeabilidade mitocrondrial (MPTP) e a liberação dos fatores 

apoptogênicos. Após ser liberado da mitocôndria para o citoplasma, o citocromo c se 

liga à proteína adaptadora Apaf-1 (do inglês, apoptotic protease-activating factor-1), 

formando o apoptossomo, que recruta e ativa a procaspase-9, que por sua vez, ativa as 

caspases efetoras 3, 6 e 7 (Danial e Korsmeyer, 2004; Hotchkiss et al, 2009; Leytin, 
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2012). O apoptossomo é regulado por uma proteína pertencente à família das proteínas 

inibidoras de apoptose (IAPs), a XIAP, que se liga as formas ativadas das caspases 3 e 

9, impedindo a ativação das caspases mediada pelo apoptossomo. A ação inibitória da 

XIAP pode ser superada pela ação de Smac/DIABLO, que interagem no citosol com as 

IAPs causando a liberação das capases 3 e 9 das IAPs (Martinez-Ruiz et al, 2008). A 

proteína apoptogênica AIF é capaz de provomer a degradação de DNA de forma 

independente de caspases. Após indução de apoptose, AIF é translocada para o citosol e 

para o núcleo de forma a exercer sua função (Candé et al, 2002).  

Para uma proteína ser incluída na família Bcl-2, é necessário que a proteína 

candidata possua ao menos um domínio conservado de homologia ao Bcl-2 (domínio 

BH, do inglês, Bcl-2 homology domain), que são regiões conservadas que ditam a 

estrutura e a função da proteína. A família de proteínas Bcl-2 pode ser dividida em 3 

grandes subclasses, que são definidas pela homologia compartilhada dentro dos 4 

domínios BH (domínios de 1 a 4) (Danial e Korsmeyer, 2004; Hotchkiss et al, 2009). 

Os membros anti-apoptóticos da família do Bcl-2 incluem as proteínas Bcl-2, Bcl-w, 

Mcl-1 e Bcl-xL e dividem até 4 dominios BH (Boise et al, 1993; Kozopas et al, 1993; 

Gibson et al, 1996). Existem 2 grupos de proteínas pró-apoptóticas da família do Bcl-2, 

que diferem na função e no número de domínios BH que elas possuem. No primeiro 

grupo estão as proteínas Bax e Bak, que possuem 3 domínios BH e são críticas para a 

permeabilização da mitocôndria e a liberação de fatores apoptogênicos, como o 

citocromo c e Smac/DIABLO, para o citoplasma que levam a ativação da caspase-9. No 

segundo grupo estão as proteínas “BH3-apenas”, tais como Bad e Bim, que possuem 

somente o domínio BH3, e que se ligam e inibem as proteínas Bcl-2 anti-apoptóticas, 

liberando as proteínas pró-apoptóticas Bax e Bak a induzirem a perda de 

permeabilidade de membrana da mitocôndria e a morte celular (Zong et al, 2001; 

Danial e Korsmeyer, 2004; Adams e Cory, 2007; Hotchkiss et al, 2009). 

Evidências demonstram que a proteína anti-apoptótica Bcl-xL é essencial para a 

sobrevida das plaquetas. Mutações no gene Bcl-x em camundongos levou a uma 

redução da meia-vida de plaquetas circulantes. A inibição farmacológica de Bcl-xL, pelo 

composto mimético de BH3, o ABT-737, induziu a apoptose plaquetária e a 

plaquetopenia em camundongos, cachorros e humanos (Mason et al, 2007; Zhang et al, 

2007; Vogler et al, 2011). Tais efeitos se devem, por exemplo, a propriedade de Bcl-xL 

e Mcl-1 de sequestrar a proteína pró-apoptotica Bak, prevenindo suas ações posteriores 



45	  

(como a permeabilização da membrana mitocondrial). Em camundongos, a deleção de 

Bak e Bax corrige/inibe os efeitos causados pela perda de Bcl-xL e aumenta a meia-vida 

plaquetária in vivo. (Willis et al, 2005; Mason et al, 2007). 

 Tanto na via intrínseca como na extrínseca, tem-se a ativação de caspases, que 

são proteases que irão clivar diversos tipos de substratos no citoplasma ou no núcleo, 

induzindo as diversas características da apoptose. Entre essas caraterísticas destacam-se 

a condensação da cromatina, a fragmentação nuclear, e a formação de blebs  

(bolhas/proeminências na membrana plasmática). Outras caraterísticas da apoptose são 

o encolhimento celular e nuclear, e a integridade da membrana plasmática, que é 

preservada até um momento mais tardio (Danial e Korsmeyer, 2004; Hotchkiss et al, 

2009). 

 A via intrínseca dependente de mitocôndria já foi bem documentada em 

plaquetas, por outro lado, ainda não está muito claro se as plaquetas podem sofrer 

apoptose através da via extrínsica. A apoptose plaquetária pela via intrínseca pode ser 

induzida por diversos estímulos, tais como os agonistas plaquetários (trombina, ADP, 

epinefrina e colágeno) (Tonon et al, 2002; Leytin et al, 2006 e 2007; Lopez et al, 2008), 

ionóforos de cálcio (ionomicina e A23187) (Kraemer et al, 2012; Leytin et al, 2006; 

Keuren et al, 2005), armazenamento a longo prazo (Li et al, 2000; Bertino et al, 2003; 

Leytin et al, 2008) e alta tensão de cisalhamento (do inglês, shear stress) (Leytin et al, 

2004). Diversos parâmetros de apoptose também já foram induzidos por esses 

estímulos, entre eles estão a depolarização do potencial de membrana mitocondrial 

interna (ΔΨm); formação do poro de transição de permeabilidade mitocrondrial 

(MPTP); liberação de citocromo c para o citosol; expressão, ativação e translocação das 

proteínas pró-apoptóticas Bax, Bak e Bid para a mitocôndria; exposição de 

fosfatidilserina; ativação de caspase-3 e caspase-9 e; encolhimento plaquetário (Leytin 

et al, 2004; Leytin et al, 2006; Leytin et al, 2008; Lopez et al, 2008; Gyulkhandanyan et 

al, 2012; Leytin et al, 2012). 

 

1.2.6) Plaquetas: proteassoma e calpaínas 
As células nucleadas removem proteínas do seu proteoma através de proteólise 

catalisada pelo proteassoma. A degradação de proteínas é feita de forma a eliminar 

proteínas antigas e com conformação errada, deformadas. A degradação de proteínas 

também gera aminoácidos livres que são reciclados em proteínas recém sintetizadas. O 
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proteassoma é um grande complexo proteico que consiste de um componente 19S 

regulatório e um componente 20S nuclear (Sorokin et al, 2009). 

As plaquetas possuem mRNA e proteínas de componentes críticos do 

proteassoma, além de exibirem atividade de proteassoma, no entanto, a exata função do 

proteassoma nessas células ainda não está bem estabelecida (Ostrowska et al, 2003; 

Brophy et al, 2008; Nayak et al, 2011; Rowley et al, 2011; Gupta et al, 2014). A 

inibição farmacológica do proteassoma inibe a formação de proplaquetas em 

megacariócitos humanos e murinos (Shi et al, 2014) e também regula algumas funções 

plaquetárias (Avcu et al, 2008; Gupta et al, 2014). Por exemplo, o inibidor de 

proteassoma, bortezomib (utilizado no tratamento de câncer) foi capaz de inibir a 

agregação plaquetária induzida por ADP no plasma rico em plaquetas (PRP) (Avcu et 

al, 2008). 

Outro sistema de degradação de proteínas que está presente em plaquetas são as 

calpaínas, que são proteases de cisteína dependents de cálcio. As calpaínas existem em 

2 isoformas: a calpaína-1 (μ-calpaína) e calpaina-2 (m-calpaína). As calpaínas estão 

presentes no citoplasma na forma de enzimas inativas e são translocadas para a 

membrana em resposta ao aumento do nível de cálcio intracelular (Suzuki et al, 2004). 

As calpaínas podem ser ativadas por diversos estímulos que induzem o influxo de cálcio 

intracelular, tais como ionóforos de cálcio e trombina (Ishii et al, 1992), e proteínas do 

citoesqueleto, como a vinculina e a kindlin-3 são substratos de calpaínas (Serrano et al, 

2004; Zhao et al, 2012). A inibição de calpaína em plaquetas levou a redução da 

agregação plaquetária induzida por trombina e também do espalhamento dessas células 

(Croce et al, 1999). A deleção genética de μ-calpaína em camundongos reduz a 

agregação plaquetária induzida por diversos estímulos, como colágeno, ADP e ionóforo 

de cálcio. As plaquetas dos animais mutantes também tiveram deficiência na retração de 

coágulo, etapa que é importante na consolidação de trombo (Azam et al, 2001). 

 

1.2.7) Racional 
As plaquetas foram por muitos anos vistas somente por suas ações na 

homeostase, porém, muitos trabalhos têm demonstrado a participação dessas células na 

na inflamação e no curso de infecções. Diversos mediadores inflamatórios são liberados 

por plaquetas ativadas, o que indica uma importante atuação dessas células na resposta 

imunológica de diversas doenças. 
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O papel das plaquetas na malária ainda não está bem estabelecido, porém, a 

plaquetopenia é uma complicação bastante comum da doença, o que nos sugere que as 

plaquetas possuem um papel importante na progressão da malária. Trabalhos 

demonstram um papel deletério dessas células,  principalmente na malária cerebral, na 

qual as plaquetas se acumulam na microvasculatura (Grau et al, 2003). Por outro lado, 

as plaquetas são capazes de matar o P. falciparum através da liberação de PF4 

(McMorran et al, 2009 e 2012). É possível que a influência das plaquetas na 

fisiopatologia da malária apresente diversas facetas dependendo do tipo de plasmódio 

envolvido e da resposta do hospedeiro. A compreensão dos mecanismos envolvidos na 

ativação e morte plaquetária e o seu papel na fisiopatologia da doença, bem como suas 

repercussões, é fundamental para a identificação de alvos farmacológicos e terapêuticos 

mais eficazes para o manejo clínico da doença. 

 

2) Objetivo 

2.1) Objetivo geral 
Estudar a ativação e apoptose plaquetária durante a infecção malárica por 

Plasmodium vivax. 

 

2.2) Objetivos específicos 
- Estudar o transcriptoma de plaquetas de pacientes infectados com P. vivax e controles 

sadios; 

- Caracterizar os mediadores inflamatórios no sangue de pacientes com malária vivax e 

controles sadios; 

- Investigar a ativação e apoptose plaquetária nos pacientes com malária vivax; 

- Investigar o efeito dos estímulos maláricos heme e hemozoína sintética em plaquetas 

de voluntários sadios. 
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3) Metodologia e desenho experimental 
 
3.1) Recrutamento de pacientes: Os pacientes infectados com P. vivax foram 

recrutados na Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, 

Amazonas, Manaus (FTM-HVD). Após o paciente ter recebido o diagnóstico de malária 

vivax, confirmado por análise de gota espessa, abordamos o paciente explicando-lhe 

que se trata de um estudo de pesquisa com seus benefícios à sociedade, os riscos 

relacionados à sua participação e as medidas para minimizá-los. Em seguida, o 

convidamos e o apresentamos o estudo. Apresentamos e explicamos o termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE). Caso tenha concordado em participar do 

estudo, o paciente assinava dois termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE), 

sendo que um ficava sob seu poder e outro, em poder da equipe condutora do estudo. O 

sangue foi coletado previamente ao começo do tratamento antimalárico. O sangue de 

voluntários sadios (funcionários e pesquisadores da FMT-HVD e acompanhantes de 

pacientes) que consentiram ao procedimento também foi coletado. O protocolo utilizado 

foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FMT-HVD (CAAE: 
04572612.4.0000.0005 e 47564715.9.0000.0005). 

Critérios de inclusão e exclusão para os pacientes:  Foram incluídos pacientes 

com malária vivax de ambos os sexos, com idade variando entre 18 e 65 anos. Foram 

excluídos pacientes infectados com dengue, pacientes infectados com outra espécie de 

plasmódio, pacientes que estavam sob tratamento antimalárico, gestantes e pacientes 

que fizeram uso de anti-inflamátorio não esteroidal até 6  h antes da coleta de sangue. 

Critérios de inclusão e exclusão para os voluntários sadios: Os voluntários 

sadios inclusos no estudos possuíam entre 18 e 65 anos de idade, não apresentavam 

quadro febril ou outros sintomas e não faziam uso prévio de anti-inflamatórios não 

esteroidáis. 

3.2) Detecção de P. vivax e P. falciparum: amostras de sangue total de 

pacientes e de voluntários sadios foram coletadas e armazenadas a -80°C para posterior 

extração do DNA. Para a extração de DNA total, foi utilizado o kit FavorPrep 96-well 

genomic DNA extraction kit (Favorgen Biotech Corp.) seguindo-se as orientações do 

fabricante.  
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Brevemente, o primeiro passo foi a realização da lise celular, para isso, 

adicionou-se 200 μL de tampão FATG2 e 20 μL de Proteinase k a cada poço da placa 

de 96 poços. Adicionou-se 200 μL de sangue aos poços da placa, misturando por 

pipetagem. A placa foi selada e incubada a 60°C por 20 minutos. O próximo passo foi a 

ligação do DNA à matriz de vidro da placa. Adicionou-se 200 μL de etanol 95 % à cada 

poço da placa contendo a amostra lisada. Colocou-se uma placa de ligação de DNA em 

cima de uma nova placa de 96 poços de 2 mL. Em seguida, as amostras que foram 

misturadas ao etanol, foram transferidas para a placa de ligação de DNA. Colocou-se as 

placas montadas (placa de ligação do DNA + placa 96 poços de 2mL) na centrifuga por 

5 minutos a 6000 x g. O líquido dos poços foi descartado e a placa de ligação de DNA 

retornada para cima da placa de 96 poços. O terceiro passo foi a lavagem e, para isso, 

adicionou-se 300 μL de tampão W1  (incluso no kit) a cada poço da placa de ligação de 

DNA. Em seguida, colocou-se as placas montadas (placa de ligação do DNA + placa 96 

poços  de 2 mL) na centrífuga a 6000 x g, por 5 minutos. Descartou-se o líquido e 

adicionou-se  600 μL de tampão de lavagem (contendo etanol) a cada poço da placa de 

ligação de DNA. Centrifugou-se novamente as placas montadas (placa de ligação do 

DNA + placa de 96 poços de 2 mL) a 6000 x g, por 5 minutos. O liquido foi descartado 

e as placas montadas foram novamente centrifugadas por 15 minutos adicionais a 6000 

x g de forma a remover o etanol residual. A última etapa foi a eluição do DNA. 

Colocou-se uma placa limpa de 96 poços para PCR em cima da placa de 96 poços de 2 

mL e, em seguida, colocou-se a placa de ligação de DNA em cima da placa limpa de 96 

poços para PCR (em cima; placa de ligação do DNA; no meio; placa de 96 poços para 

PCR; em baixo; placa de 96 poços de 2 mL). Adicionou-se 50-100μL de tampão de 

eluição na parte central da membrana da placa de ligação do DNA. Aguardou-se por 3 

minutos para que o tampão de eluição fosse completamente absorvido pela membrana. 

Em seguida, colocou-se as placas montadas (placa de ligação do DNA + placa de PCR 

+ placa 96 poços de 2 mL) na centrifuga por 5 minutos a 6000 x g, de forma a eluir o 

DNA purificado. 

Após a extração do DNA, este foi utilizado para a detecção de P. falciparum e 

de P. vivax por PCR em tempo real (qPCR). Foram feitas reações de qPCR baseadas na 

detecção do gene que codifica a fração 18S do rRNA para a identificação do 

Plasmodium vivax e do P. falciparum, confirmando a presença de P.  vivax nos 

pacientes e a ausência do parasita nos controles.  
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Abaixo estão apresentados os reagentes que foram utilizados para a reação de 

qPCR para a determinação de P. falciparum e P. vivax (Tabela 3.2.1). 

 

Tabela 3.2.1: Reagentes utilizados para a detecção de P. falciparum e P. vivax por 

qPCR 

Reagente Concentração Quantidade 

Gene Ex Buffer (Thermo Fisher Scientific)  2x 6 µl  

Primer forward + reverse 10 µM 1 µl 

Probe  10 µM 0,5 µl 

Áqua DEPC - 2,5 µl 

DNA/plasmídeos  2 µl 

 

Para o qPCR para P. vivax e para P. falciparum, utilizou-se os seguintes primers 

específicos para o gene que codifica a 18S rRNA:  

 

Plasmodium vivax 

Vivax-forward: GCT TTG TAA TTG GAA TGA TGG GAA T 

Vivax-reverse: ATG CGC ACA AAG TCG ATA CGA AG 

 

 

Plasmodium falciparum 

Falciparum-forward: TAT TGC TTT TGA GAG GTT TTG TTA CTT TG 

Falciparum reverse: ACC TCT GAC ATC TGA ATA CGA ATG C 

 

Tabela 3.2.2: Condição de amplificação para as 3 reações de qPCR: 

Etapa Temperatura Tempo 

(minutos) 

N° de 

Ciclos 

1 50°C 2:00 1 

2 95°C 10:00 1 

3 
95°C 0:15 

45 
58°C 1:00 
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3.3) Exames laboratoriais 

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

coradas pelo método de Walker e em seguida, analisadas por um mesmo microscopista 

da FMT-HVD, que contou o número de parasitos em 500 leucócitos. Em seguida, a 

parasitemia foi quantificada por mm3 (microlito), utilizando os valores da contagem de 

leucócitos de cada paciente que foram obtidos no hemograma. 

Para a realização do hemograma, uma alíquota de sangue foi aplicada no 

analisador hematológico (Sysmex). 

3.4) Teste para detecção de dengue 

Foram realizadas duas metodologias para a detecção de possíveis pacientes 

infectados com o vírus do dengue. Parte das amostras foi utilizada para a detecção via 

RT-PCR (detecção do antígeno do vírus) e a outra parte via ELISA (detecção de 

anticorpo contra o vírus).  

Para a detecção por RT-PCR, os testes foram realizados na Gerência de 

Virologia da FMT-HVD, em Manaus. Alíquotas de plasma foram coletadas e 

armazenadas a -80°C. Realizou-se a detecção do gene que codifica a proteína NS5, que 

é uma proteína não estrutural do vírus do Dengue e que está presente em todo o gênero 

dos flavivirus. Para a detecção de NS5 foi feita uma extração de RNA a partir da técnica 

de Trizol (Invitrogen), seguindo as orientações do fabricante. Os primers utilizados para 

detecção de NS5 foram: 

- Forward (TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT)  

- Reverse (GTGTCC CATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA)  

 A mistura para a transcriptase reversa continha 8 μL de RNA, 4 μL de tampão 

5x (250 mM Tris-HCl [pH 8.3], 375 mM KCl, 15 mM MgCl2), 1,5 μL de dithiothreitol 

(0,1M),   1 μL do primer reverse (15 μM), 1 μL de dNTP , 20 U de inibidor de RNase 

(RNase OUT- Invitrogen), 200 U de transcriptase reversa (Superscript- Invitrogen) e 

água para completar 20 μl. A mistura foi incubada a 42 °C por 50 minutos e a 95 °C por 

5 minutos para inativar a transcriptase reversa. Para o PCR foi feita uma mistura 

contendo 8 μl de cDNA, 5 μl de tampão 10x (200 mM Tris-HCl [pH 8.4], 500 mM 

KCl), 2 μl MgCl2 (50 mM), 1 μl do primer forward (15 μM), 1 μl de dNTP, 1 U de 

DNA polimerase (Platinum Taq DNA polymerase- Invitrogen) e água para completer 

um volume de 50 μl. A mistura foi submetida a 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 53 °C 
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por 1 minuto, e 72 °C for 2 minutos, seguida de uma etapa de extensão a 72 °C por 5 

minutos. Para a detecção das bandas, 10 μl do produto de PCR foi aplicado em gel de 

agarose 2 %, submetido a eletroforese, corado com brometo de etídio e visualizado com 

luz U.V. 

Para a detecção de IgM, os plasmas foram enviados para a FIOCRUZ, onde se 

realizou a técnica de ELISA (do inglês, Enzyme Linked Immunosorbent Assay). 

Primeiramente, incubou-se antígenos de Dengue, fornecidos no kit (Panbio), com 

anticorpo ligado a peroxidase, por 1 hora em temperatura ambiente. Os plasmas foram 

diluídos 100x antes de serem aplicados na placa fornecida pelo fabricante (Panbio). Em 

seguida, incubou-se os plasmas, por 1 hora à 37°C, na placa pré coberta com anticorpo 

anti-IgM. Também foram adicionados na placa os controles positivos e negativos, 

fornecidos pelo fabricante. Após ambos os períodos de incubação, a placa foi lavada 6x 

com tampão fornecido no kit. O próximo passo, foi a adição de 100 μL/poço do 

complexo antígeno-anticorpo com peroxidase à placa. Incubou-se por mais 1 hora à 

37°C. A placa foi lavada 6 vezes e depois foram adicionados 100 μL de TMB (3,3′,5,5′-

Tetrametilbenzidina) por poço. A placa ficou incubando por cerca de 5 minutos, em 

temperatura ambiente, e a reação foi interrompida com a adição de ácido fosfórico 1M 

(Panbio). A leitura foi feita no comprimento de onda de 450 nm em espectrofotômetro 

(Spectra Max). 

 

3.5) Coleta do sangue e obtenção do plasma e plaquetas lavadas 

Foram coletados 20 mL de sangue de cada doador usando seringas contendo 

ácido citrato dextrose- ACD (ácido cítrico 8 g/L, citrato de sódio 22,4 g/L, glicose 2 

g/L, pH 5,1) e com agulha de 21 G. Após a coleta o sangue foi transferido para um tubo 

cônico de 50 ml, que foi centrifugado a 900 rpm por 20 minutos, sem freio. O plasma 

rico em plaquetas (PRP) foi coletado e transferido para outro tubo cônico de 50 mL. Ao 

PRP adicionou-se prostaglandina E1 (PGE1, Cayman Chemical) e centrifugou-se a 1.500 

rpm, 20 minutos, sem freio. Após a centrifugação o plasma foi armazenado a -80°C em 

diferentes alíquotas e as células foram ressuspensas em tampão PSG (pipes 5mM, NaCl 

145 mM, glicose 5,5 mM, KCl 4 mM, Na2HPO4 50 μM, pH 6,8) e 300 nM de PGE1. Foi 

feita uma nova centrifugação de 1.500 rpm, 20 minutos, sem freio e o sobrenadante foi 

descartado. Novamente, adicionou-se PSG e 300 nM de PGE1 para ressuspender as 

plaquetas, que foram centrifugadas a 1.500 rpm, 20 minutos, sem freio. O sobrenadante 
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foi descartado e as plaquetas foram ressuspensas em meio 199 (L-glutamina, HEPES e 

NaHCO3) (Lonza). A contagem das plaquetas foi feita em micro hematócrito ou em 

analisador hematológico (Sysmex). A contagem de plaquetas utilizando o micro 

hematócrito é feita aplicando-se a solução de plaquetas no capilar de vidro e 

centrifugando no equipamento. Em seguida, o pellet de células é medido no cartão para 

leitura de microhematócrito, obtendo-se a concentração/mL de plaquetas. 

 

3.6) Obtenção de plaquetas purificadas:  
O sangue coletado foi centrifugado a 900 rpm, 20 minutos, sem freio. O PRP foi 

transferido para um tubo cônico de 50 ml e em seguida, adicionou-se PGE1. 

Centrifugou-se o PRP por 20 minutos a 1500 rpm, sem freio e coletou-se o plasma, que 

foi armazenado a -80°C. Adicionou-se solução contendo albumina humana (Sigma) a 

0,5 %, EDTA 2 mM em PBS (NaCl, KCl, Na2HPO4, KH2PO4, pH 7,4) ao pellet de 

células e também PGE1 para evitar a ativação plaquetária durante a purificação. Após 

ressuspender as células, estas foram transferidas para um tubo apropriado para a 

purificação magnética de células (BD). Em seguida, adicionou-se os anticorpos anti-

CD45 (Stemcell Technologies), de forma a eliminar os leucócitos e assim realizar uma 

seleção negativa de plaquetas. Deixou-se incubando por 10 minutos e, em seguida, 

adicionou-se as nanopartículas magnéticas (Stemcell Techonologies). Os anticorpos 

anti-CD45 são capazes de reconhecer as partículas de dextran, que envonvem as 

nanopartículas magnéticas, e o antígeno CD45. Após 10 minutos de incubação, 

introduziu-se o tubo com as células no magneto (Stemcell Techonologies) e incubou-se 

por mais 10 minutos. O próximo passo foi o de verter o tubo, estando acoplado no 

magneto, em um tubo cônico de 50 mL. Completou-se a solução de plaquetas 

purificadas para 25 mL com solução de PSG mais 300 nM de PGE1 e centrifugou-se a 

1500 rpm por 20 minutos, sem freio. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se as 

plaquetas purificadas em tampão Ripa (Tris-HCl 50 mM (Sigma), NaCl 150 mM 

(Merck), triton (Sigma), dodecil sulfato de sódio (SDS, Sigma), EDTA, pastilha 

Complete® (Roche) contendo inibidores de protease em água Mili-Q), caso as 

plaquetas fossem ser usadas para western blotting, ou em meio 199. As plaquetas que 

foram ressuspensas em meio 199, foram contadas em micro hematócrito (Benfer) ou em 

analisador hematológico (Sysmex). As plaquetas que foram ressuspensas em tampão 

Ripa, foram armazenadas a -20°C até o momento do uso. 
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3.7.2 Procedimento para western blotting 

As plaquetas purificadas que estavam armazenadas a -20°C foram utilizadas 

para posterior quantificação de proteína. Quantificaram-se as proteínas utilizando-se a 

técnica de BCA (bicinchoninic acid, Thermo Scientific). Resumidamente, as amostras 

foram aplicadas (10 μL/poço) em uma placa de 96 poços de fundo em U. Em seguida, 

diluiu-se a curva padrão (de 2 a 0,01562 mg/mL), que foi construída através de 

diluições seriadas a partir da albumina de soro bovino (BSA) fornecida pelo fabricante. 

Adicionou-se o reagente de trabalho (70 μL/poço), que foi preparado pela mistura de 50 

partes do reagente A com uma parte do reagente B, fornecido pelo fabricante. Após o 

término da reação, o resultado foi lido em espectrofotômetro a 562 nm.  

A partir da dosagem de proteínas, as plaquetas lisadas foram diluídas em tampão 

Laemmlli de forma que fossem adicionados 10 μg de proteínas totais/poço no gel. Em 

seguida, as proteínas foram desnaturadas através de aquecimento a 100°C por 10 

minutos e depois aplicadas no gel.   

Em alguns experimentos com plaquetas de voluntários sadios, as plaquetas 

foram lisadas diretamente em Laemlli 1x, e não em tampão Ripa. Desta forma, essas 

plaquetas que já se encontravam em tampão Laemmlli 1x foram aquecidas a 100°C por 

10 minutos.  Após o procedimento de desnaturação, aplicou-se 20 μL de cada amostra/ 

poço no gel. O tampão Laemmlli 4x consistiu de solução de Trizma Base (Sigma) 1 M 

pH 6,8, SDS 8%, glicerol 40 % (Invitrogen), β- mercaptoetanol 20 %(Sigma), azul de 

bromofenol (Sigma) para colorir e água Milli-Q. 

As amostras foram submetidas à eletroforese (em gel de acrilamida 12 %, 1,5 

mm, BioRad) com a aplicação de 125 V por uma hora e meia e em seguida, transferidas 

para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) utilizando tampão de transferência 

(Tris 25 mM (Merck), glicina 192 mM pH 8 (ICN Medicals) e 20 % de metanol 

(Merck) em água Milli-Q). A transferência foi realizada a 100 V por 50 minutos em 

sistema molhado (BioRad). A solução de salina tamponada por Tris 10 x (TBS) 

continha Tris-HCl 50 mM pH 7,4 (Merck), NaCl 150 mM (Merck), em água Mili-Q; e 

para fazer o TBS 1x bastou-se diluir o TBS 10x em água Milli-Q. Após a transferência, 

a membrana foi incubada por 2 horas com solução bloqueadora de leite a 5 % em 

TBS/T (adição de Tween 20 a 0,05 %, Sigma).  

 Posteriormente, a membrana foi lavada com TBS/T e incubada overnight com 
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um dos seguintes anticorpos: anticorpo policlonal anti-caspase 3 (Cell Signaling), anti-

caspase 9 (Cell Signaling) e anti-Bcl-xL (BD Pharmingen). Para a diluição dos 

anticorpos contra as caspases 3 e 9, utilizou-se a proporção 1:1000 em leite desnatado a 

5% em TBS/T e para o anti-Bcl-xL uma diluição de 1:500. Após este tempo, as 

membranas foram lavadas com TBS/T. As proteínas de interesse foram, então, 

identificadas pela incubação da membrana com anticorpos secundários conjugados a 

peroxidase (HRP) anti-coelho para as caspases (Vector) e anti-camundongo (Vector) 

para o Bcl-xL, ambos diluídos em leite a 5 % em TBS/T na concentração de 1:10.000. 

A detecção foi feita com o sistema de análise de “Western Blotting Supersignal 

Chemiluminescence” (Pierce) e a membrana exposta a filme de autoradiografia (GE 

Healthcare). Para o controle de carregamento, incubou-se a membrana por uma hora 

com anticorpo anti-β-actina (Abcam) diluído a 1:10.000 também em leite a 5 % em 

TBS/T, seguida pela incubação com anticorpo anti-camundongo (Vector) diluído em 

leite a 5% em TBS/T na concentração de 1:10.000.  

 

3.8) Quantificação de citocinas e quimiocinas:  
Os plasmas foram utilizados para a dosagem de diversos mediadores 

inflamatórios através da técnica de Luminex, utilizando kit Bio-Plex (Biorad) e 

seguindo as recomendações do fabricante.  Brevemente, a curva foi preparada e os 

plasmas foram diluídos (10x) em tampão fornecido pelo fabricante. As beads 

magnéticas, conjugadas a anticorpos para os mediadores de interesse, foram adicionadas 

à placa de 96 poços (50 μL/poço). O próximo passo foi a adição das amostras e da curva 

padrão (50 μL/poço). A placa contendo as amostras e a curva foi incubada por 1 hora, a 

temperatura ambiente, sob agitação.  Após 3 lavagens (100 μL/poço), adicionou-se o 

anticorpo de detecção biotinilado (25 μL/poço). A placa foi incubada por 30 minutos, 

protegida da luz, a temperatura ambiente, com agitação. Em seguida, a placa foi 

novamente lavada 3 vezes (100 μL/poço) e a solução de streptavidina conjugada à 

ficoeritrina (do inglês, phycoerythrin ou PE) foi adicionada (50 μL/poço). Incubou-se 

por 10 minutos, protegido da luz, com agitação e, depois, lavou-se 3 vezes (100 

μL/poço).  A última etapa consistiu em agitar a placa por 30 segundos e analisar no 

equipamento Multiplex (Milliplex-Millipore). 

As quimiocinas RANTES e PF4 (R&D, dual set) foram quantificadas no plasma 

dos pacientes e controles através da técnica de ELISA (do inglês, Enzyme Linked 
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Immunosorbent Assay). Placas de fundo chato foram cobertas com o anticorpo de 

captura (50 μL/poço) e incubadas overnight a 4°C. Após este período, as placas foram 

lavadas com solução de lavagem (PBS/Tween 0,05%, Sigma) e incubadas durante 1 

hora com a solução de bloqueio (PBS/BSA-Sigma 1%) a temperatura ambiente. A 

curva padrão foi diluída em solução de bloqueio adicionada de Tween 20 (Sigma) a 

0,05 %. A curva padrão e os plasmas foram aplicados nas placas (50 µL/poço), e 

incubados overnight a 4°C. No 3° dia, após a lavagem das placas com solução de 

lavagem, o anticorpo de detecção foi adicionado (50 µL/poço), também diluído em 

solução de bloqueio/Tween 20 a 0,05 %. Após 1 hora de incubação a temperatura 

ambiente, adicionou-se avidina-peroxidase (diluição 1:200 a temperatura ambiente, 

RD). Após 30 minutos, as placas foram lavadas com solução de lavagem e, em seguida, 

adicionou-se a solução de TMB (3,3′,5,5′-Tetrametilbenzidina, Sigma) e se esperou a 

reação acontecer. A reação foi interrompida com solução de ácido sulfúrico 

(Próquimios) 0,4 N (50 µL/poço) e a leitura foi feita no comprimento de onda de 450 

nm em espectrofotômetro (Spectra Max). 

 

3.9) Quantificação de hemopexina e haptoglobina no plasma 
Os plasmas  obtidos de pacientes com malaria vivax e controles sadios foram 

utilizados para a dosagem de hemopexina e haptoglobina, através da técnica de ELISA. 

Em ambos os kits (Immunology Consultants Laboratory- ICL) realizou-se os mesmos 

procedimentos, sendo as únicas diferenças os fatores de diluição das amostras e os 

períodos de incubação. Inicialmente, as curvas foram preparadas utilizando padrões de 

haptoglobina e hemopexina humanas (200 ng/mL). Em seguida, as amostras foram 

diluídas utilizando diluente fornecido pelo fabricante. Os plasmas utilizados na dosagem 

de hemopexina foram diluídos 40.000 vezes e para a dosagem de haptoglobina 50.0000 

vezes. Após as diluições, tanto os plasmas como as curvas (100 μL/poço) foram 

aplicadas nas placas já fornecidas no kit (cobertas com anticorpos anti-haptoglobina e 

anti-hemopexina). As placas foram, então, incubadas em temperatura ambiente, por 30 

minutos (para a hemopexina) ou por 15 minutos (para a haptoglobina). Após as 

incubações, as placas foram lavadas 4 vezes com solução de lavagem fornecida pelo kit 

e, em seguida, adicionou-se anticorpo conjugado à peroxidase (100 μL/poço). As placas 

foram incubadas por 30 minutos (para a hemopexina) ou por 15 minutos (para a 

haptoglobina) em temperatura ambiente. Em seguida, realizou-se uma nova etapa de 
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lavagem e, logo após, adicionou-se 100 μL/poço de TMB (3,3′,5,5′-

Tetrametilbenzidina).  Após um período de incubação de cerca de 5-10 minutos, a 

reação foi interrompida com a adição de ácido sulfúrico 0,3 M (100 µL/poço) e a leitura 

foi feita no comprimento de onda de 450 nm em espectrofotômetro (Spectra Max). 

 

3.10) Detecção de agregados plaqueta-monócito:  

Após a coleta de 20 mL de sangue, uma alíquota de 2,5 mL foi incubada com 12 

mL de Facs Lysis Buffer 1x (BD) por 10 minutos em temperatura ambiente, de forma a 

lisar as hemácias e fixar as células. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 15 

minutos a 1500 rpm, sem freio. O sobrenadante foi descartado e as células foram 

ressuspensas em HT buffer (Hepes 10 mM, NaCl 137 mM, KCl 2,8 mM, MgCl2 1 mM, 

NaHCO3 12 mM, Na2HPO4 0,4 mM, albumina de soro bovino 0,35 %, glicose 5,5 mM, 

pH 7,4). As plaquetas foram marcadas com anticorpos anti-CD41 (BD Pharmingen) e 

os monócitos com anti-CD14 (BD Pharmingen). Após 20 minutos de incubação com os 

anticorpos, foram adicionados 250 μL de Facs Lysis em cada tubo e as células foram 

armazenadas a 4°C até o momento da leitura em um citômetro de fluxo (FacsCalibur, 

BD). As análises foram realizadas utilizando o programa Cell Quest (BD). 

 

3.11) Citometria de fluxo:  
3.11.1) Análise da expressão de P-selectina 

Para a análise da expressão de P-selectina, 20 µL de sangue foram diluídos em 

180 μL de HT buffer. Como controle positivo, alguns tubos receberam ADP (Sigma) a 

uma concentração final de 1 µM por 15 minutos. Em seguida, adicionou-se os 

anticorpos anti-CD41 (BD Pharmingen), anti-CD62P (BD Pharmingen) ou os controles 

de isotipo (BD Pharmingen). Incubou-se por 20 minutos em temperatura ambiente e em 

seguida, adicionou-se 250 μL de paraformaldeído 4 %, pH 7,2 (Sigma). Deixou-se 

incubando por 10 minutos em temperatura ambiente e depois foi feita a análise no 

citômetro de fluxo (FacsCalibur, BD).  

 

3.11.2) Análise da ativação de caspases 
Para a detecção das caspases ativadas 9 e 3/7, plaquetas lavadas de pacientes e 

controles sadios foram incubadas por 1 hora a 37°C, 5 % CO2, com sondas específicas 

que detectam as caspases ativadas, FAM-DEVD-FMK, para as caspases 3 e 7, e FAM-
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LEHD-FMK, para a caspase 9 (Immunochemistry). Após o período de incubação, 

adicionou-se 200 μL de tampão de lavagem 1x (acompanha o kit, Immunochemistry) e 

as plaquetas foram centrifugadas a 6000 rpm por 5 minutos, a temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi descartado e se adicionou mais 200 μL de tampão de lavagem para 

ressuspender as células. Novamente, centrifugou-se a 6000 rpm por 5 minutos, sem 

freio, para em seguida, descartar o sobrenadante. As plaquetas foram ressuspensas em 

tampão PSG e os anticorpos foram adicionados: anti-CD41 PE (BD Pharmingen) e 

isotipo controle (BD Pharmingen). Alguns tubos receberam trombina (Sigma) a 1 u/mL 

por 15 minutos como controle positivo, antes da adição dos anticorpos. Após a adição 

dos anticorpos, incubou-se por 20 minutos, protegido da luz, temperatura ambiente. Em 

seguida, adicionou-se 3,5 μL do fixador que acompanha o kit, incubou-se por 15 

minutos em temperatura ambiente e depois foi feita a leitura no citômetro de fluxo 

(FacsCalibur, BD).  

 

3.11.3) Análise da exposição de fosfatidilserina  

Plaquetas de voluntários sadios foram incubadas com anexina V (BD 

Pharmingen) para a detecção da expressão de fosfatidilserina. Para isso, plaquetas 

lavadas foram incubadas com tampão de ligação que acompanha o kit (BD 

Pharmingen). Alguns tubos receberam trombina (Sigma) a 1 u/mL por 15 minutos como 

controle positivo, antes da adição do tampão de ligação. Em seguida, adicionou-se a 

anexina V (BD Pharmingen) e os anticorpos anti-CD41 PE (BD Pharmingen) ou isotipo 

controle (BD Pharmingen). Incubou-se por 20 minutos, temperatura ambiente. Após o 

período de incubação foram adicionados 300 μL de tampão de ligação e as amostras 

foram lidas no citômetro de fluxo (Facs Calibur, BD) em, no máximo, 1 hora. 

 

3.12) Preparo do heme e da hemozoína  
O heme foi preparado pela adição de 13,2 mg de hemina (Frontier Scientific)  

em 1 mL de DMSO, de forma que ficasse na concentração de 20 mM. Essa solução 

estoque foi mantida protegida da luz a -20°C até o momento do uso. No dia do 

experimento, a solução estoque foi descongelada, submetida ao ultra-som por 20 

minutos e diluída 10 vezes em NaOH 0,25N. Em seguida, a solução de heme foi diluída 

em meio 199 para ser usada nas plaquetas em diferentes concentrações.  
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A hemozoína sintética (sHz) foi preparada a partir de hemina (Frontier 

Scientific). Foram dissolvidos 39,2 mg de hemina em 8 mL de NaOH a 0,1M. O tubo 

contendo a solução ficou no vortex por 1 hora. Em seguida, adicionou-se 49 mmol de 

ácido acético e a solução foi incubada a 75°C overnight. No dia seguinte, centrifugou-se 

os tubos a 14.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi 

adicionado 1 mL de água Milli Q. Os tubos foram colocados no vortex por 1 minuto e 

depois novamente centrifugados a 14.000 rpm por 20 minutos. O processo de descarte 

de sobrenadante, adição de água Milli Q e centrifugação foi repetido 4 vezes. Após a 

última lavagem, adicionou-se solução contendo NaHCO3 0,1 N e SDS 2,5%. Os tubos 

foram colocados no vortex por 5 minutos e depois novamente centrifugados a 14.000 

rpm por 20 minutos. A adição de solução de NaHCO3 (pH 9,1) e SDS, centrifugação e 

descarte do sobrenadante foi repetida 4 vezes. Após a última centrifugação, descartou-se 

o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de água Milli Q em cada tubo para lavar os cristais. 

Homogeneizou-se o pellet com a pipeta e centrifugou-se a 14.000 rpm por 10 minutos, a 

temperatura ambiente. Repetiu-se esse processo de lavagem mais 3 vezes e na última 

lavagem, descartou-se o sobrenadante. Os tubos contendo a sHz foram secos dentro do 

fluxo laminar e, em seguida, armazenados em geladeira até o uso.  

Para a quantificação da sHz, inicialmente foi preparada uma curva padrão. Para 

isso, adicionou-se 13,2 mg de hemina (Frontier Scientific) em 1 mL de DMSO de forma 

que a concentração ficasse a 20 mM e levou-se o tubo ao vortex por 30 minutos. Em 

seguida, a solução foi diluída em NaOH 0,1M até que se alcançasse a concentração de 1 

mM, que foi utilizada como o primeiro ponto da curva. Em seguida, realizou-se uma 

diluição seriada em NaOH. Uma alíquota da sHz preparada foi diluída em NaOH 0,1 N 

e, juntamente com a curva padrão, lida em espectofotometro a 400 nm. 

 

3.13) Experimentos in vitro 
3.13.1) Estímulo de plaquetas com heme e hemozoína  

 Plaquetas de voluntários sadios foram ajustadas para uma concentração de 1 x 

108/mL em meio 199 (Lonza). As plaquetas foram transferidas para tubos eppendorfs e, 

em seguida, foram adicionados os estímulos heme, nas concentrações de 1 μM e 10 μM, 

e hemozoína sintética na concentração de 20 μM. As plaquetas foram transferidas para 

estufa a 37°C com 5% de CO2 e incubada por diferentes tempos.  

As amostras que foram processadas para western blotting, após o período de 



60	  

incubação, foram centrifugadas a 12.000 rpm por 2 minutos e o pellet de células lisado 

em 100 μL de tampão Laemmlli 1x. Em seguida, as amostras foram congeladas até o 

momento do uso.  

Nas plaquetas que foram analisadas por citometria foram feitos os protocolos 

descritos nos itens 3.11.2 e 3.11.3, para as análises de ativação de caspases e de 

exposição de fosfatidilserina, respectivamente.  

 

3.13.2) Estímulo de plaquetas com heme e inibidores 
Plaquetas purificadas de voluntários sadios foram ajustadas para uma 

concentração de 1 x 108/mL em meio 199 (Lonza). As plaquetas foram transferidas para 

tubos eppendorfs e, em seguida, foram adicionados diferentes inibidores, 15 minutos 

antes da adição do heme. Foram utilizados o quelante de cálcio EGTA a 5 mM, o 

inibidor de proteassoma Epoxomicina (Calbiochem) a 10 μM e os inibidores de 

calpaína MDL 28170 (Tocris Bioscience) a 50 μM e Calpeptina (Calbiochem) a 50 μM. 

Após a adição do heme, as plaquetas foram transferidas para estufa a 37°C com 5% de 

CO2 e foram incubadas por 5 horas. 

Alguns tubos receberam  ionóforo de cálcio A23187  (Sigma) a 1 μM, como 

controle positivo, também 15 minutos antes da adição dos inibidores de calpaína ou 

proteassoma e, em seguida, foram incubados por 1 hora na estufa a 37°C com 5% de 

CO2. 

Após o período de incubação, os tubos foram centrifugadas a 12.000 rpm por 2 

minutos e o pellet de células  foi lisado em 100 μL de tampão Laemmlli 1x. Em 

seguida, as amostras foram armazenadas a -20°C até o momento do uso. 

 

3.13.3) Estimulo de plaquetas com plasmas  

Plaquetas purificadas de voluntários sadios foram ajustadas para uma 

concentração de 1 x 108/mL em plasma de paciente infectado com P. vivax ou com 

plasma de outro doador sadio (o plasma do doador sadio nunca era da mesma pessoa 

que doou as plaquetas). Em seguida, incubou-se por 90 minutos ou por 5 horas a 37°C 

com 5% de CO2. Ao final da incubação, realizou-se o protocolo de marcação para a 

detecção de caspase 9 por citometria de fluxo (descrito no item 3.11.2). 
 



61	  

3.14) Sequenciamento e análise do transcriptoma de plaquetas: Plaquetas 

isoladas de pacientes e controles sadios foram lisadas em Trizol (Invitrogen) e o RNA 

foi extraído seguindo as orientações do fabricante. Brevemente, as amostras foram 

incubadas com 200 μL de clorofórmio (Sigma) por 5 minutos a temperatura ambiente, 

misturadas por 2 minutos e centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos e a 4°C. A fase 

aquosa foi transferida para um novo tubo e o RNA foi precipitado pela adição de 700 

μL de álcool isopropílico (Sigma). As amostras foram mantidas em temperatura 

ambiente por 15 minutos e depois centrifugadas a 14.000 g por 10 minutos a 4°C. O 

precipitado de RNA foi lavado com 1 mL de etanol a 75 % e, em seguida, centrifugado 

a 7.500 g por 5 minutos a 4°C, seco (ou seja, esperou-se a evaporação do álcool em 

capela) e dissolvido em água livre de RNase e depois tratado com TurboDNAse 

(Ambion). O RNA tratado com DNAse foi precipitado com etanol (3 vezes o volume) e 

acetato de sódio (um décimo do volume) e depois foi lavado novamente com etanol a 70 

%. A integridade do RNA foi analisada utilizando-se o equipamento Agilent 2200 

TapeStation (Agilent Techonologies). O mRNA de cauda poli(A) foi preparado pela 

Plataforma da Universidade de Utah e utilizado para criar bibliotecas para os estudos de 

sequenciamento. Para a criação das bibliotecas, o mRNA foi fragmentado 

quimicamente para, em seguida, sofrer transcrição reversa utilizando primers que 

possuem sequências aleatórias (random primers). A fragmentação gera bibliotecas de 

RNA com insertos que variam de 100 a 400 pares de base. O sequenciamento, a leitura 

das sequências e a análise dos dados foram feitos no  Illumina, com a ajuda da 

Plataforma da Universidade de Utah e dos integrantes do laboratório do Dr. Guy 

Zimmerman e Dr. Andrew Weyrich. 

 

3.15) Análise estatística: 

  Os dados foram analisados com o software GraphPad Prism versão 5.0. 

A análise da normalidade foi feita com o teste Kolmogorov-Smirnov.  Os dados não 

paramétricos foram analisados utilizando-se o teste Mann-Whitney e os dados normais 

com o teste t. As correlações foram analisadas com o teste de Spearman. Foram 

considerados significativos valores inferiores a 0,05 (p<0,05). Os dados apresentados na 

seção a seguir estão representados como média ± erro padrão da media (E.P.M) ou com 

os valores de mediana, mínimo e máximo. 

 A tabela com a função dos genes obtidos no RNAseq foi feita com a ajuda do 



62	  

programa Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID ) 

versão 6.7.  

 

4) Resultados 

4.1) Dados clínicos e laboratoriais   
Foram inclusos 82 pacientes com malária vivax no estudo e 44 controles sadios 

(Tabela 4.1.1). Previamente a coleta de sangue, realizou-se uma entrevista com os 

doadores (pacientes e controles) e mediu-se a temperatura corporal somente dos 

pacientes. O sangue dos pacientes foi coletado antes do início do tratamento anti-

malárico e foi utilizado para a realização do hemograma. Não encontramos nenhum 

paciente infectado com P. falciparum e nem com o vírus da Dengue (Dados n≠ão 

mostrados). 

 

Tabela 4.1.1: Características clínicas e laboraroriais dos pacientes com malária 

causada por Plasmodium vivax e dos voluntários sadios. Foi considerado 

estatisticamente significante diferenças com p < 0,05. Dados mostrados como mediana, 

mínimo e máximo. 

Dados clínicos e laboratoriais 
 

    

 
Controle Vivax p valor 

Idade (anos) 29 (24-45) 37 (18-52)  0,0633 

Gênero (%) M (48%) F(52% ) M(78%) F(22% )   

Leucócitos totais (x103/uL) 5,6 (4,3-7,9) 4,3 (1,5-10,10) 0,0015 

Neutrófilos (x103/uL) 2,70 (2,3-5,0) 2,80 (1,2-8,6) 0,4249 

Linfócitos (x103/uL) 1,90 (1,4-2,5) 0,90 (0,2-3,1) 0,0005 

Plaquetas (x103/uL) 223 (103-312,0) 72,5 (20-202) < 0,0001 

Volume médio plaquetário 8,4 (7,7-10,50) 9,4 (6,9-12,30) 0,0014 

Hemácias (x106/mL) 4,530 (3,8-5,930) 4,325 (2,490-8,250) 0,9064 

N° de malárias x 3,9 x 

Parasitemia (mm3 ) x 3051,38 x 

Hemoglobina (g/dL) 12,70 (9,9-16,6) 12,70 (7-22,4) 0,5654 

Temperatura corporal (°C) x 37 (36-40,5) x 

* M: masculino; F: feminino 

Os pacientes apresentaram uma queda no número de leucócitos totais que se 

caracterizou por uma redução no número de linfócitos, quando comparado aos 
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voluntários sadios. Não houve diferença nos níveis de hemoglobina e nem de hemácias 

em relação aos controles sadios (Tabela 4.1.1).  

Dos 82 pacientes incluídos no estudo, 71 (87 %) se encontravam 

plaquetopênicos, ou seja, com contagem de plaquetas abaixo de 150.000/uL.  Ao 

verificar a presença de pacientes com plaquetopenia grave, observamos que 12 (15 %) 

se encontravam com contagem de plaquetas abaixo de 50.000/uL.  

Observamos um aumento do volume plaquetário médio (MPV) em relação ao 

controles (Tabela 4.1.1). Além disso, houve uma correlação negativa (p 0,0021 e 

Sperman r -0,5402) entre o MPV e a contagem de plaquetas nos pacientes. Não 

observamos correlação entre a contagem de plaquetas e a parasitemia e também entre a 

contagem de plaquetas e o número de vezes que os pacientes tiveram malária (dados 

não mostrados).  

4.2) Estudo do transcriptoma de plaquetas de pacientes 

infectados com P. vivax e voluntários sadios 
Realizamos o sequenciamento do transcriptoma de plaquetas de 7 pacientes com 

malária vivax e de 7 controles sadios. Dos 7 pacientes que tiveram o transcriptoma 

analisado, um não se encontrava plaquetopênico, com número de plaquetas de 

177x103/uL; cinco pacientes possuiam plaquetopenia branda, com contagens de 120, 

116, 79, 69 e 60 (x103/uL); e um paciente se encontrava com plaquetopenia grave, com 

contagem de 36 x103/uL.  

Após análise do transcriptoma, observamos 215 genes que tinham sua expressão 

aumentada, pelo menos 2 vezes, nos pacientes em relação aos controles; 189 genes que 

possuiam sua expressão dimuída, pelo menos pela metade, nos pacientes e 11.139 genes 

que não se alteraram entre os dois grupos (Figura 4.2.1). 
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Figura 4.2.1: Diagrama de Venn demonstrando o número de genes que 

sofreram ou não alterações na expressão em plaquetas de pacientes com malária 

vivax em relação aos de controles sadios.  Foram coletados 20 mL de sangue de 7 

pacientes e 7 doadores sadios. Em seguida, as plaquetas foram purificadas utilizando-

se kit com anticorpo anti-CD45 para depleção de leucócitos contaminantes. O próximo 

passo foi a extração do RNA e a realização da técnica de RNAseq para a obtenção do 

transcriptoma plaquetário. No diagrama estão representados em lilás os genes que 

tiverem um aumento na expressão de pelo menos 2 vezes, em verde os que sofreram 

uma redução de pelo menos metade, e em cinza os que não tiveram alteração nos 

pacientes em relação aos controles. 

 

Outra forma de expressar os dados do transcriptoma plaquetário é através do 

heat map (Figura 4.2.2). Nesta caso, representamos somente os genes que sofreram 

alterações nos pacientes em relação aos controles, ou seja, os 189 genes que sofreram 

redução e os 215 que sofreram um aumento. 

Genes que tiveram uma 
redução de pelo menos 2 
vezes nos pacientes: 189 

genes

Genes que tiveram um 
aumento de pelo menos 2 
vezes nos pacientes: 215 

genes

Genes que 
não se 

alteraram: 
11139 
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Figura 4.2.2: Heat map do transcriptoma plaquetário de voluntários sadios e 

pacientes com malária vivax. Foram coletados 20 mL de sangue de pacientes e 

doadores sadios. Em seguida, as plaquetas foram purificadas utilizando-se kit com 

anticorpo anti-CD45 para depleção de leucócitos contaminantes. O próximo passo foi a 

extração do RNA e a realização da técnica de RNAseq para a obtenção do 

transcriptoma plaquetário. No heat map estão representados os 215 genes que tiveram 

sua expressão aumentada e os 189 genes que tiveram sua expressão diminuída em 

plaquetas de pacientes em relação aos controles. Os sete controles sadios se encontram 

nas sete primeiras colunas do lado esquerdo, seguidos de sete pacientes com malária 

vivax. 

 

Ao realizar uma análise preliminar dos dados, utilizando o programa DAVID,  

observamos a presença de 53 genes relacionados à regulação de apoptose que se 

encontravam diferencialmente expressos nas plaquetas de pacientes em relação as 

plaquetas de voluntários sadios (dados não mostrados). Dentre esses genes, destacamos 

três que tiveram aumento de expressão nos pacientes, que são os genes para as caspases 

3 e 7 e o FAS (Figura 4.2.3). Também observamos uma diminuição de expressão do 

gene para a proteína Bcl-2, uma proteína anti-apoptótica, nas plaquetas de pacientes 

com malária vivax (Figura 4.2.3). 

Observamos também um aumento na expressão em plaquetas de pacientes, de 

um importante gene relacionado a ativação plaquetaria, o da P-selectina (Figura 4.2.4). 

Também observamos aumento na expressão, em plaquetas de pacientes, para os genes 

das caspases inflamatórias 4 e 5 (Figura 4.2.4), que são caspases que possuem como 

principal função a regulação de processos inflamatórios e parecem não estar 

relacionadas com apoptose (Martinon e Tschopp, 2004). 

O gene na qual houve o maior aumento de expressão nos pacientes foi o da 

heme-oxigenase-1 (Figura 4.2.5). Também observamos o aumento de expressão da 

biliverdina-redutase, enzima que faz parte do catabolismo do heme, transformando 

biliverdina em bilirrubina (Figura 4.2.5).  
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Figura 4.2.3: Análise da expressão de genes para a caspase 3, caspase 7, Fas 

e Bcl-2 de plaquetas isoladas de voluntários saudáveis e pacientes com malária 
vivax. Foram coletados 20 mL de sangue de pacientes e doadores sadios. Em seguida, 

as plaquetas foram purificadas utilizando-se kit para depleção de leucócitos 

contaminantes usando anticorpo anti-CD45. O próximo passo foi a extração do RNA e 

a realização da técnica de RNAseq para a obtenção do transcriptoma plaquetário. No 

gráfico estão representados as leituras para os genes da caspase 3 (A), caspase 7 (B), 

Fas (C) e Bcl-2 (D). Os asterísticos  representam a diferença entre os 2 grupos sendo 

(**) p < 0,005 e (***) p < 0,0005. A quantidade de mRNA foi representada em leituras 

por kilobase de éxons por milhões de leituras mapeadas (RPKM – do inglês, fragments 

per kilobase of exon model per million mapped reads) como anteriormente descrito 

(Rowley et al, 2011). O gene para CD45 foi usado como controle da contaminação por 

leucócitos. 
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Figura 4.2.4: Expressão de genes para P-selectina, caspase 4 e caspase 5 de 

plaquetas isoladas de voluntários saudáveis e pacientes com malária vivax. Foram 

coletados 20 mL de sangue de pacientes e doadores sadios. Em seguida, as plaquetas 

foram purificadas utilizando-se kit para depleção de leucócitos contaminantes usando 

anticorpo anti-CD45. O próximo passo foi a extração do RNA e a realização da técnica 

de RNAseq para a obtenção do transcriptoma plaquetário. No gráfico estão 

representados as leituras para os genes da P-selectina (A), caspase 4 (B) e caspase 5 

(C). Os asterísticos  representam a diferença entre os 2 grupos, sendo (***) p 0,0002 e 

(****) p <0,0001. A quantidade de mRNA foi representada em leituras por kilobase de 

éxons por milhões de leituras mapeadas (FPKM – do inglês, fragments per kilobase of 

exon model per million mapped reads) como anteriormente descrito (Rowley et al, 

2011). O gene para CD45 foi usado como controle da contaminação por leucócitos. 
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Figura 4.2.5: Expressão de genes para heme oxigenase-1 e biliverdina 

redutase de plaquetas isoladas de voluntários saudáveis e pacientes com malária 

vivax. Foram coletados 20 mL de sangue de pacientes e doadores sadios. Em seguida, 

as plaquetas foram purificadas utilizando-se kit com anticorpo anti-CD45 para 

depleção de leucócitos contaminantes. O próximo passo foi a extração do RNA e a 

realização da técnica de RNAseq para a obtenção do transcriptoma plaquetário. No 

gráfico estão representados as leituras para os genes da heme-oxigenase-1 (A) e 

biliverdina redutase (B). Os asterísticos representam a diferença entre os 2 grupos, 

sendo (*) p < 0,05 e (**) p <0,001. A quantidade de mRNA foi representada em 

leituras por kilobase de éxons por milhões de leituras mapeadas (FPKM – do inglês 

fragments per kilobase of exon model per million mapped reads) como anteriormente 

descrito (Rowley et al, 2011). O gene para CD45 foi usado como controle da 

contaminação por leucócitos. 

 

4.3) Caracterização dos mediadores inflamatórios 
Citocinas liberadas durante uma resposta inflamatória aguda podem contribuir 

para a plaquetopenia. Trabalhos já demonstraram que pacientes com malária vivax 

plaquetopênicos possuem níveis elevados de diversas citcocinas, como IL-1, IL-6 e IL-

10, quando comparados com os não-plaquetopênicos (Park et al, 2003; Coelho et al, 

2013). Desta forma, resolvemos investigar se os pacientes incluídos no estudo 

apresentavam alterações no padrão de produção de citocinas e quimiocinas importantes 

na malária. Após a coleta de sangue, o plasma foi separado por centrifugação e utilizado 

para a dosagem de mediadores.  
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Os pacientes com malária vivax apresentaram um aumento na quimiocina MCP-

1 e nas citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e INF-γ quando comparados aos controles sadios. 

Não foi observada nenhuma diferença nos níveis de IL-12 e TNF-α em relação aos 

controles (Figura 4.3.1).  

No entanto, não observamos correlações entre a contagem de plaquetas dos 

pacientes e os níveis das citocinas analisadas no Luminex. De forma similar, não 

observamos diferenças entre os níveis desses mediadores quando estratificamos os 

pacientes, entre plaquetopênicos grave (plaquetas < 50 x 103/μL) e não grave (plaquetas  

> 50 x 103/μL), e comparamos esses dois grupos (dados não mostrados). 
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Figura 4..3.1: Mediadores inflamatórios plasmáticos nos pacientes com 

malária vivax e nos voluntários sadios. Foram coletados 20 mL de sangue em seringa 

contendo anticoagulante ACD. O sangue de pacientes foi coletado antes do início do 

tratamento anti-malárico e o plasma foi obtido por centrifugação e armazenado a -

80°C até a sua utilização. Para a dosagem dos mediadores foi feita a técnica de 

Luminex. Os seguintes mediadores foram analisados: IL-1β (A), IL-6 (B), IL-10 (C), 

MCP-1 (D), IL-12 (E), TNF-α (F) e INF-γ (G). Foi considerado estatisticamente 
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significante diferenças com p < 0,05. A barra representa a mediana dos dados. * p < 

0,05 e ** p < 0,01. 

 

Também foram observados aumentos significativos das quimiocinas RANTES e 

PF4 nos plasmas do pacientes em relação aos controles (Figura 4.3.2 A e B). Quando 

estratificamos os valores de RANTES entre pacientes com plaquetopenia grave 

(plaquetas < 50 x 103/μL) e os pacientes com plaquetas > 50 x 103/μL, observamos que 

os pacientes com plaquetopenia grave possuem níveis de RANTES menores do que os 

pacientes que possuem plaquetas com valores maiores do que 50 x 103/μL (Figura 4.3.2 

C). Quando comparamos os valores de RANTES de controles sadios com os valores de 

pacientes com plaquetas acima de 50 x 103/μL, observamos um aumento dos níveis 

desta quimiocina nos pacientes em relação aos controles (Figura 4.3.2 C). Houve uma 

correlação positiva entre os níveis de RANTES e a contagem de plaquetas nos pacientes 

(Figura 4.3.2 D). Realizamos a mesma estratificação entre pacientes com plaquetas 

acima e abaixo 50 x 103/μL com os valores de PF4, porém, não houve diferença entre 

esses dois grupos (Figura 4.3.2 E). Pacientes tanto com plaquetopenia grave como com 

plaquetas acima de 50 x 103/μL tiveram níveis de PF4 acima dos valores dos controles 

sadios (Figura 4.3.2 E). 
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Figura 4.3.2: Níveis de RANTES e PF4 plasmáticos nos pacientes com 

malária vivax e nos voluntários sadios. Foram coletados 20 mL de sangue em seringa 

contendo anticoagulante ACD. O sangue dos pacientes foi coletado antes do início do 

tratamento anti-malárico. Após a coleta de sangue, o plasma foi obtido por 

centrifugação e armazenado a -80°C até a sua utilização. Para a dosagem de RANTES 

(A, C, D) e PF4 (B, E) foi feita a técnica de ELISA. Em C e E estão representados os 

níveis de RANTES e PF4, respectivamente, estratificados pela contagem de plaquetas 

nos pacientes (valores acima ou abaixo de 50 x 103/μL). Em D está um gráfico de 

correlação entre os níveis de RANTES nos pacientes com malária vivax e a contagem 

de plaquetas. A barra representa a mediana dos dados. Os asterísticos representam a 

diferença entre os 2 grupos, sendo (*) p < 0,05, (***)  p < 0,0002 e (****) p<0,0001. 
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4.4) Níveis de hemopexina e haptoglobina 
Sendo a hemopexina e a haptoglobina importantes moléculas que impedem a 

ação tóxica do heme durante processos de hemólise, como a malária, resolvemos 

investigar como estariam os níveis dessas duas proteínas nos plasmas dos pacientes com 

malária vivax e controles sadios. Como pode ser observado na Figura 4.4.1 A, os 

pacientes apresentaram níveis elevados de hemopexina em relação aos controles sadios. 

Porém, não observamos correlação entre os níveis de hemopexina e a contagem de 

plaquetas (dado não mostrado). Com relação aos níveis de haptoglobina, inicialmente 

não encontramos diferenças quando comparamos doadores sadios e pacientes (Figura 

4.4.1 B). No entanto, ao estratificar os pacientes naqueles com plaquetas abaixo de 50 x 

103/μL (plaquetopenia grave) ou acima, observamos que os níveis de haptoglobina 

estavam diminuídos nos pacientes com plaquetopenia grave (Figura 4.4.1 C). Os níveis 

de haptoglobina também estão mais baixos nos pacientes com plaquetopenia grave em 

relação aos controles sadios (Figura 4.4.1 C). Há uma correlação positiva entre a 

contagem de plaquetas e os níveis de haptoglobina nos pacientes, ou seja, pacientes com 

níveis de plaquetas mais altos possuem também níveis mais elevados de haptoglobina 

(Figura 4.4.1 D). Não observamos correlações entre os níveis de hemopexina ou 

haptoglobina e a parasitemia ou os dias de sintomas (dados não mostrados). 
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  Figura 4.4.1: Níveis de hemopexina e haptoglobina plasmáticos nos pacientes 

com malária vivax e nos voluntários sadios. Foram coletados 20 mL de sangue de 8 

controles sadios e 72 pacientes em seringa contendo anticoagulante ACD. O sangue 

dos pacientes foi coletado antes do início do tratamento anti-malárico. Após a coleta de 

sangue, o plasma foi obtido por centrifugação e armazenado a -80°C até a sua 

utilização. Para a dosagem de hemopexina (A) e haptoglobina  (B) foi feita a técnica de 

ELISA. Em C estão representados os níveis de haptoglobina nos pacientes 

estratificados pela contagem de plaquetas nos pacientes (acima ou abaixo de 50 x 

103/μL). Em D está representada a correlação entre os níveis de haptoglobina nos 

pacientes com malária vivax e a contagem de plaquetas. A barra representa a média ± 

E.P.M. Os asterísticos representam a diferença entre os 2 grupos, sendo (*) p < 0,05 e  

(**) p 0,0053. 
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4.5) Estudo da ativação e apoptose plaquetária nos pacientes com 

malária vivax 
 A ativação plaquetária pode contribuir com a queda de plaquetas (Pate et al, 

2013), desta forma, resolvemos investigar se as plaquetas dos pacientes infectados com 

P. vivax se encontravam ativadas. Para isso, utilizamos dois importantes marcadores de 

ativação plaquetária, a expressão de P-selectina ou CD62P e também a formação de 

agregados plaqueta-monócito.  

Nossos resultados mostram que os pacientes com malária vivax possuem um 

aumento da expressão de P-selectina nas plaquetas (Figura 4.5.1) e também um maior 

número de agregados plaqueta-monócito (Figura 4.5.2) quando comparados aos 

controles sadios. 
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Figura 4.5.1: Expressão de P-selectina (CD62P) no sangue de pacientes com 

malária vivax e controles sadios. Foram recolhidos 20 mL de sangue de pacientes com 

malária vivax e voluntários sadios. Sangue total de 26 pacientes e 11 doadores sadios 

foi diluído em tampão, marcado com anticorpos anti-CD41 e anti-CD62P (P-selectina), 

e em seguida, foi fixado e analisado no citômetro de fluxo (A, B e C). Em A e B estão 

dot plots representativos da análise da expressão de P-selectina em plaquetas de 

controles e pacientes, respectivamente. Em C está representado o percentual de 

plaquetas expressando P-selectina. Gráfico com as medianas, mínimo e máximo. O 

asterístico (*) representa a diferença entre os 2 grupos, com p < 0,05. 

 

Con
tro

le 

Viva
x

0

5

10

15

20 *

 

P-
se

le
ct

in
a 

(%
)

 (C
D

41
+ /

C
D

62
-P

+ )

C)

1,39% 

Controle 

14,48

Vivax 

A) 

B) 



78	  

 

	  	  

Figura 4.5.2: Formação de agregados plaqueta-monócito no sangue de 

pacientes com malária vivax e controles sadios. Foram recolhidos 20 mL de sangue de 

pacientes com malária vivax e voluntários sadios. Para a detecção de agregados 

plaqueta-monócito, sangue total lisado e fixado de 24 controles e 28 pacientes recebeu 

os anticorpos anti-CD41 (marcador de plaqueta) e anti-CD14 (marcador de monócito). 

A análise foi feita no citômetro de fluxo (A, B, C e D).  Em A está um dot plot 

representativo de um paciente com os controles de isotipo (IgG PE e IgG FITC). Em B 

e C estão dot plots representativos da análise da expressão de plaquetas agregadas a 

monócitos em pacientes e controles. Em D está representado o percentual de agregados 
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plaqueta-monócito. Gráfico com as medianas, mínimo e máximo. O asterístico (***) 

representa a diferença entre os 2 grupos, com p < 0,0001. 

 

A apoptose plaquetária é um dos fatores responsáveis pela plaquetopenia 

observada em diversas doenças, tais como a dengue (Hottz et al, 2013). De forma a 

tentar compreender as causas da plaquetopenia observada nos pacientes infectados com 

P. vivax, resolvemos verificar se as  plaquetas dos pacientes se encontravam com sinais 

de apoptose.  

Inicialmente, analisamos a expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-xL em 

plaquetas de pacientes infectados com P. vivax e de controles sadios. Os pacientes e 

controles incluídos para a análise da expressão de Bcl-xL foram os mesmos que tiveram 

o transcriptoma analisado, ou seja, um paciente não se encontrava plaquetopênico, com 

número de plaquetas de 177x103/uL; cinco pacientes possuiam plaquetopenia branda, 

com contagens de 120, 116, 79, 69 e 60 (x103/uL); e um paciente se encontrava com 

plaquetopenia grave, com contagem de 36 x103/uL.  A proteína Bcl-xL está presente nas 

plaquetas tanto de controles sadios como de pacientes com malária vivax, e de maneira 

surpreendente, não observamos diferença na  expressão de Bcl-xL entre pacientes e 

controles (Figura 4.5.3).  
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Figura 4.5.3: Expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-xL em plaquetas de 

doadores sadios e de pacientes com malária vivax. Foram recolhidos 20 mL de 

sangue de 7 voluntários sadios e de 7 pacientes infectados com P. vivax. Em seguida, 

as plaquetas foram purificadas usando o sistema de depleção de leucócitos com 

anticorpo anti-CD45. A detecção de Bcl-xL foi feita através da técnica de western 

blott. O controle de carregamento consistiu na detecção de β-actina.  

 

O próximo passo foi a análise da ativação de caspases nas plaquetas obtidas de 

pacientes e doadores sadios. Em um primeiro momento, foi feita uma marcação para 

caspase 9 ativada utilizando citometria de fluxo. As plaquetas dos pacientes com 

malária vivax apresentaram um aumento da ativação da caspase 9 quando comparados 

com controles sadios (Figura 4.5.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Controles sadios (1 a 7) P. vivax (1 a 7) 

Bcl-xL 

β-actina 



81	  

	  

	  	  

Figura 4.5.4: Efeito da infecção com P. vivax sobre a ativação de caspase 9 

plaquetária. Foram recolhidos 20 mL de sangue de pacientes com malária vivax e 

voluntários sadios. Após a obtenção de plaquetas lavadas por processo de 

centrifugação, estas foram incubadas por 1 hora com sonda que detecta a caspase-9 

ativada (FAM-LEHD-FMK). Em seguida, incubou-se com anti-CD41 e após fixação, as 

plaquetas foram analisadas no citômetro de fluxo. Em A está dot plot representado o 

controle de isotipo. Em B e C estão dot plots representativos da análise da ativação de 

caspase 9 em plaquetas de controles e pacientes. D) Percentual de plaquetas com 

caspase 9 ativada em 6 pacientes e 5 controles sadios. Dados representados como 

média ± E.P.M. O asterístico (*) representa a diferença entre os 2 grupos, com p < 

0,05.  

 

 Realizamos a detecção da ativação das caspases 3 e 9 em plaquetas através da 

técnica de western blott. Neste caso, também observamos que as plaquetas de quatro 

pacientes com malária vivax apresentavam a forma ativada das caspases, que é a forma 

clivada. Já os três doadores sadios não apresentaram a forma clivada das proteínas, ou 

seja, não tinham as caspases 3 e 9 ativadas (Figura 4.5.5). 
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Figura 4.5.5: Efeito da infecção com P. vivax sobre a ativação das caspases 3 

e 9 plaquetárias. Foram recolhidos 20 mL de sangue de 4 pacientes com malária vivax 

e 3 voluntários sadios. Em seguida, as plaquetas foram purificadas usando o sistema de 

depleção de leucócitos com anti-CD45 e depois armazenadas em tampão Ripa até o 

momento do uso. A expressão das caspases 3 e 9, tanto na sua forma inativa (pro-

caspase), como na sua forma ativada (clivada), foi determinada por western blott. O 

controle de carregamento consistiu na detecção de β-actina.  
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4.6)  Investigação da apoptose induzida por plasma de pacientes 

infectados com P. vivax 
 Após verificar que os pacientes se encontravam plaquetopênicos e que suas 

plaquetas estavam com sinais de ativação e apoptose, resolvemos investigar quais 

mecanismos estariam por trás desses eventos. Para isso, incubamos plaquetas de 

voluntários sadios com plasmas de pacientes infectados com P. vivax ou com plasmas 

de outros controles sadios (plasmas heterólogos) e verificamos a ativação de caspase 9, 

utilizando plaquetas tratadas com trombina como controle de indução de apoptose. 

Como pode ser observado nas Figura 4.6.1 e 4.6.2, plasmas de pacientes com P. vivax 

foram capazes de induzir a ativação de caspase 9 em plaquetas de controles no tempo de 

90 minutos, o que não aconteceu com plaquetas que foram incubadas com plasmas de 

voluntários sadios. No tempo de 5 horas, observamos o mesmo fenômeno, ou seja, a 

ativação de caspase 9 em plaquetas que receberam plasmas de pacientes infectados com 

P. vivax,  o que não foi observado com plaquetas que receberam plasmas de controles 

sadios (Figuras 4.6.1 e 4.6.2). 

 

 

 

 



84	  

 
Figura 4.6.1: Efeito do plasma de pacientes com malária vivax na ativação de 

caspase 9 em plaquetas de voluntários sadios. Foram coletados 20 mL de sangue de 

doadores sadios. Em seguida, as plaquetas foram purificadas utilizando-se kit com 

anticorpo anti-CD45 para depleção de leucócitos contaminantes. As plaquetas 

purificadas foram incubadas com plasmas de outros doadores sadios ou com plasmas 

de pacientes infectados com P. vivax. Em seguida, as plaquetas foram incubadas em 

estufa a 37° por 90 minutos ou 5 horas e depois foram marcadas com sonda que detecta 

caspase 9 ativada (FAM-LEHD-FMK) e com anti-CD41. As análises foram feitas no 

citômetro de fluxo. Como controle positivo, incubou-se plaquetas de voluntários sadios 

com trombina 1 U/mL por 15 minutos. Como controle negativo, plaquetas foram 

incubadas por 5 horas em meio de cultura a 37°C. De A-F estão dot plots 

representativos da análise da ativação de caspase 9 em plaquetas que foram incubadas 

com trombina (B), plasmas de doadores sadios (C e E) ou plasmas de pacientes (D e 

F). 
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Figura 4.6.2: Efeito do plasma de pacientes com malária vivax na ativação de 

caspase 9 em plaquetas de voluntários sadios. Foram coletados 20 mL de sangue de 

doadores sadios. Em seguida, as plaquetas foram purificadas utilizando-se kit com 

anticorpo anti-CD45 para depleção de leucócitos contaminantes. As plaquetas 

purificadas foram incubadas com plasmas de outros doadores sadios ou com plasmas 

de pacientes infectados com P. vivax. Em seguida, as plaquetas foram incubadas em 

estufa a 37° por 90 minutos ou 5 horas e depois foram marcadas com sonda que detecta 

caspase 9 ativada (FAM-LEHD-FMK) e com anti-CD41. As análises foram feitas no 

citômetro de fluxo. Como controle positivo, incubou-se plaquetas de voluntários sadios 

com trombina 1 U/mL por 15 minutos. Como controle negativo, plaquetas foram 

incubadas por 5 horas em meio de cultura a 37°C. No gráfico são apresentados as 

médias ± E.P.M do percentual de plaquetas positivas para caspase 9. O asterístico (*) 

representa a diferença em relação a plaquetas incubadas com plasma de controles (CT) 

sadios com p < 0,05 e o símbolo (#) representa a diferença com p < 0,05 em relação ao 

grupo “plaq” (somente plaquetas em meio de cultura).  
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4.7) Investigação da apoptose induzida por heme e pelo estímulo 

malárico hemozoína sintética em plaquetas de voluntários sadios 
Heme e hemozoína são duas toxinas maláricas importantes na patogênese da 

malária (Seixas et al, 2009; Griffith et al, 2009; Frita et al, 2012). Dados não publicados 

do nosso grupo demonstram que heme e hemozoína são capazes de levar à ativação 

plaquetária, com aumento da expressão de P-selectina, formação de agregados plaqueta-

monócito e de liberação das quimiocinas RANTES e PF4 (Vieira-de-Abreu, manuscrito 

em preparação). Além disso, observamos que pacientes com malária vivax com 

plaquetopenia grave apresentavam níveis reduzidos de haptoglobina, uma importante 

proteína que atua na redução da liberação de heme livre durante a malária. Desta forma, 

levantamos a hipótese de que as toxinas maláricas presentes no plasmas de pacientes 

poderiam ser as responsáveis pela indução da ativação de caspase 9 que observamos 

quando incubamos os plasmas de pacientes com as plaquetas de controles sadios.  

Plaquetas de voluntários sadios foram incubadas por 5 horas com os estímulos 

maláricos heme e hemozoína sintética (sHz) e analisadas para a expressão das caspases 

ativadas 9 e 3/7 por citometria de fluxo. Heme nas duas concentrações testadas (1 e 10 

μM) e sHz na concentração de 20 μM foram capazes de levar a ativação tanto da 

caspase 9 (Figura 4.7.1) como das caspases 3/7 (Figura 4.7.2). 
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Figura 4.7.1: Efeito das toxinas maláricas heme e hemozoína sintética (sHz) 

na expressão de caspase 9 ativada em plaquetas de doadores sadios. Foram coletados 

20 mL de sangue de 7 doadores sadios para a obtenção de plaquetas, que  foram 

incubadas com heme (1 e 10 μM) ou sHz (20 μM) por 5 horas em estufa a 37°C. Após o 

período de incubação, as plaquetas foram marcadas com sonda que detecta caspase 9 

(FAM-LEHD-FMK) ativada e também com anti-CD41. As análises foram feitas no 

citômetro de fluxo. Como controle positivo, incubou-se plaquetas de voluntários sadios 

com ionóforo de cálcio A23187 1 μM por 1 hora. Como controle negativo, plaquetas 

foram incubadas por 5 horas em estufa a 37°C somente na presença de meio de cultura. 

De A-C estão dot plots representativos da análise da ativação de caspase 9 em 

plaquetas de controles que foram incubadas com heme (B) ou sHz (C). No gráfico (D) 

são apresentados as médias ± E.P.M do percentual de plaquetas positivas para caspase 

9. Dados representados como média ± E.P.M. Os asterísticos  representam a diferença 

em relação ao grupo controle não tratado (NT), sendo (*) p < 0,05; e (**) p < 0,01. 
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Figura 4.7.2: Efeito do heme a da toxina malárica hemozoína sintética (sHz) 

na expressão das caspases ativadas 3 e 7 em plaquetas de doadores sadios. Foram 

coletados 20 mL de sangue de 4 doadores sadios para a obtenção de plaquetas, que  

foram incubadas com heme (1 e 10 μM) ou sHz (20 μM) por 5 horas em estufa a 37°C. 

Após o período de incubação, as plaquetas foram marcadas com sonda (FAM-DEVD-

FMK)  que detecta as caspases 3 e 7 ativadas e também com anti-CD41. As análises 

foram feitas no citômetro de fluxo. Como controle positivo, incubou-se plaquetas de 

voluntários sadios com ionóforo de cálcio A23187 1 μM por 1 hora. Como controle 

negativo, plaquetas foram incubadas por 5 horas em estufa a 37°C somente na 

presença de meio de cultura. De A-E estão dot plots representativos da análise da 

ativação das caspases 3/7 em plaquetas de controles, sendo que em A estão as 

plaquetas não estimuladas, em B as que receberam A23187, em C e D as que foram 

incubadas com heme e em E as que receberam sHz. No gráfico (F) são apresentados as 

médias ± E.P.M do percentual de plaquetas positivas para as caspases 3/7. Os 

asterísticos  representam a diferença em relação ao grupo controle não tratado (NT), 

sendo (**) p < 0,01; (***) p igual a 0,0004 e; (****) p < 0,0001. 
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Realizamos o western blott para caspase 3 de plaquetas incubadas com os 

estímulos maláricos heme e sHz por 5 horas. Como pode ser observado na Figura 4.7.3, 

plaquetas estimuladas com heme a 10 μM e sHz a 20 μM tiveram a clivagem total da 

caspase 3, apresentando a forma clivada de 17 KDa. De maneira interessante, não foi 

vista a banda de 17 KDa com o controle positivo A23187, somente um aumento da 

forma clivada intermediária, quando comparado com plaquetas sem estímulo (não-

tratadas ou NT). As colunas de plaquetas puras (NT) e de plaquetas com heme a 1 μM 

estão com o mesmo perfil, onde não observamos a presença da forma de 17 KDa e nem 

de um aumento da forma clivada intermediária (Figura 4.7.3). 
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Figura 4.7.3: Efeito do heme a da toxina malárica hemozoína sintética (sHz) 

na ativação de caspase 3.  Foram recolhidos 20 mL de sangue de voluntários sadios. 

Em seguida, as plaquetas foram purificadas, usando o sistema de depleção de 

leucócitos com anticorpo anti-CD45, e depois incubadas com heme (1 e 10 μM) ou sHz 

(20 μM) por 5 horas.  Foi detectada a expressão de caspase 3, tanto na sua forma 

inativa não clivada (pro-casapase) como na sua forma ativada (clivada) por western 

blott  nas plaquetas lisadas. Como controle positivo, incubou-se plaquetas de 

voluntários sadios com ionóforo de cálcio A23187 1 μM por 5 horas.  O controle de 

carregamento consistiu na detecção de β-actina. Resultado representativo de 2 

doadores diferentes. 

 

Além da ativação de caspases, a exposição de fosfatidilserina na membrana 

também é uma característica do processo de apoptose em plaquetas (Leytin et al, 2006). 

A incubação por 5 horas com heme a 10 μM e sHz a 20 μM levaram ao aumento da 
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marcação com anexina V. O estímulo com heme a 1 μM não foi capaz de levar ao 

aumento da marcação de anexina V nas plaquetas de voluntários sadios (Figura 4.7.4). 

 

 
Figura 4.7.4: Efeito do heme e da toxina malárica hemozoína sintética (sHz) 

na exposição de fosfatidilserina em plaquetas de doadores sadios.  Foram coletados 

20 mL de sangue de doadores sadios para a obtenção de plaquetas, que  foram 

incubadas com heme (1 e 10 μM) ou sHz (20 μM) por 5 horas em estufa a 37°C. Em 

seguida, as plaquetas foram incubadas com anexina V e marcadas com anti-CD41. As 

análises foram feitas no citômetro de fluxo. De A-C estão dot plots representativos da 

análise da expressão de anexina V em plaquetas que foram incubadas com heme (B) ou 

sHz (C). No gráfico (D) são apresentados as médias ± E.P.M do percentual de 

plaquetas positivas para anexina V. O asterístico (*) representa a diferença em relação 

ao grupo controle não tratado (NT) com p < 0,05 (n=3/grupo). 
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Como também ocorre em célula nucleadas, as plaquetas possuem as proteínas da 

família Bcl-2, que são reguladoras essenciais da apoptose de via intrínseca ou 

mitocondrial. Fazem parte da família Bcl-2 as proteínas pró-apoptóticas (Bax e Bak) e 

as anti-apoptóticas (Bcl-2 e Bcl-xL) (Mason et al, 2007). Assim, resolvemos investigar 

se heme e sHz eram capazes de induzir a degradação da proteína anti-apoptótica Bcl-

xL.  

Inicialmente observamos que sHz a 20 μM não foi capaz de induzir a 

degradação de Bcl-xL em 5 horas de incubação (dados não mostrados). No entanto, 

heme a 10 μM foi capaz de induzir a degradação de Bcl-xL em plaquetas de doadores 

sadios nos diferentes tempos de incubação (1 h 30, 3 horas e 5 horas), sendo o tempo de 

5 horas onde observamos o maior grau de degradação (Figura 4.7.5).  

Em seguida, analisamos se essa degradação induzida pelo heme era 

concentração-dependente. Para isso, realizamos uma curva de concentração, utilizando 

heme a 1 μM, 10 μM e 50 μM para estimular as plaquetas de doadores sadios por 5 

horas.  Como podemos observar na Figura 4.7.6, heme leva à degradação de Bcl-xL de 

forma concentração-dependente. A concentração de 1 μM parece não exercer efeito na 

degradação de Bcl-xL. A concentração de 10 μM reduz pela metade a quantidade de 

proteína quando comparado com plaquetas não estimuladas. Por fim, a concentração de 

heme a 50 μM levou ao desaparecimento completo da proteína, similar ao controle 

positivo A23187, apesar de haver uma redução no controle de carregamento (β-actina) 

(Figura 4.7.6).  
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     Figura 4.7.5: Efeito do heme na degradação da proteína anti-apoptótica 

Bcl-xL em plaqueta de doadores sadios. Foram recolhidos 20 mL de sangue de 

voluntários sadios. Em seguida, as plaquetas foram purificadas, usando o sistema de 

depleção de leucócitos com anticorpo anti-CD45, e depois incubadas com heme (10 

μM) por 1h30, 3 horas ou 5 horas, em estufa a 37°C com 5% de CO2.  Foi detectada a 

expressão de Bcl-xL por western blott nas plaquetas lisadas. O controle de 

carregamento consistiu na detecção de β-actina. Em A tem-se as médias ± E.P.M (n= 

6/grupo) das densitometrias e em B um filme representativo. O asterístico (*) 

representa a diferença em relação ao grupo controle não tratado (NT) com p < 0,05. 
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Figura 4.7.6: Efeito de diferentes concentrações de heme na degradação da 

proteína anti-apoptótica Bcl-xL em plaquetas de doadores sadios. Foram recolhidos 

20 mL de sangue de voluntário sadio. Em seguida, as plaquetas foram purificadas 

usando o sistema de depleção de leucócitos com anticorpo anti-CD45. As plaquetas 

foram, então, incubadas com heme a 1 μM,  10 μM ou 50 μM por 5 horas, em estufa a 

37°C com 5% de CO2.  Foi detectada a expressão de Bcl-xL por western blott nas 

plaquetas lisadas. Como controle positivo, incubou-se plaquetas de voluntários sadios 

com ionóforo de cálcio A23187, 1 μM, por 5 horas. Em A tem-se a densitometria (n= 

1/grupo) e em B um filme representativo. O controle de carregamento consistiu na 

detecção de β-actina.  
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Sabe-se que as plaquetas possuem sistemas de degradação de proteínas, como as 

calpaínas e o proteassoma (Kraemer et al, 2013). Desta forma, resolvemos investigar se 

a degradação de Bcl-xL induzida pelo heme estaria ocorrendo por alguma dessas duas 

vias. Dados não publicados do grupo (Vieira-de-Abreu, manuscrito em preparação) 

mostram que heme é capaz de induzir o influxo de cálcio intracelular em plaquetas de 

controles sadios. Visto que as calpaínas são proteases dependentes de cálcio, 

resolvemos analisar se o quelante  de cálcio EGTA seria capaz de impedir a degradação 

do Bcl-xL induzida pelo heme.  

Como pode ser observado na Figura 4.7.7, heme e o controle positivo A23187 

induziram a degradação de Bcl-xL em plaquetas de controles sadios após 5 horas de 

incubação. Por outro lado, a adição do quelante de cálcio EGTA inibiu a degradação do 

Bcl-xL induzida pelo ionóforo de cálcio A23187, possivelmente através da inibição da 

ativação de calpaínas. Com o heme, observamos o mesmo fenômeno, ou seja, a adição 

do quelante de cálcio impediu a degradação do Bcl-xL induzida pelo heme. O quelante 

de cálcio sozinho não teve nenhum efeito na degradação do Bcl-xL em plaquetas de 

voluntários saudáveis (Figura 4.7.7).  
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Figura 4.7.7: Efeito do quelante de cálcio EGTA na degradação da proteína 

anti-apoptótica Bcl-xL induzida pelo heme, em plaquetas de doadores sadios. Foram 

recolhidos 20 mL de sangue de voluntários sadios. Em seguida, as plaquetas foram 

purificadas usando o sistema de depleção de leucócitos com anticorpo anti-CD45. O 

EGTA 5 mM foi adicionado 15 minutos antes da adição de heme 10 μM ou A23187 1 

μM. Após a adição dos estímulos, as plaquetas ficaram incubando por 5 horas, em 

estufa a 37°C com 5% de CO2.  Foi detectada a expressão de Bcl-xL por western blott 
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nas plaquetas lisadas. O controle de carregamento consistiu na detecção de β-actina. 

Em A tem-se as médias ± E.P.M das densitometrias e em B um filme representativo (n= 

3/grupo). O asterístico (*) representa a diferença em relação ao grupo controle não 

tratado (NT) com p < 0,05. 

 

Após a confirmação de que o EGTA impedia a degradação do Bcl-xL induzida 

pelo heme, resolvemos confirmar que essa degradação ocorria pela ação de calpaínas, 

utilizando inibidores específicos. As plaquetas foram pré-incubadas com os inibidores 

de calpaínas (calpeptina e MDL 28170) e com o inibidor de proteassoma (epoxomicina-

EPO), por 15 minutos antes da adição de heme ou do ionóforo de cálcio A23187. Em 

seguida, detectamos a expressão de Bcl-xL nas plaquetas através de western blott. 

Como esperado, o A23187 induziu a degradação de Bcl-xL e ambos os inibidores de 

calpaínas impediram essa degradação. Já o inibidor de proteassoma não foi capaz de 

inibir a degradação do Bcl-xL induzida pelo ionóforo de cálcio (Figura 4.7.8).  

A adição de heme foi capaz de induzir a degradação do Bcl-xL em plaquetas de 

doadores sadios, como pode ser observado na Figura 4.7.8. A adição do inibidor de 

proteassoma não impediu a degradação do Bcl-xL, mostrando que essa via não está 

envolvida neste processo. Por outro lado, quando utilizamos os inibidores de calpaínas, 

a degradação do Bcl-xL não ocorre, confirmando que a degradação do Bcl-xL induzida 

pelo heme é dependente da ativação de calpaínas (Figura 4.7.8).  
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Figura 4.7.8: Efeito dos inibidores de proteassoma e de calpaína na 

degradação da proteína anti-apoptótica Bcl-xL induzida pelo heme, em plaquetas de 

doadores sadios. Foram recolhidos 20 mL de sangue de voluntários sadios. Em 

seguida, as plaquetas foram purificadas usando o sistema de depleção de leucócitos 

com anticorpo anti-CD45. Os inibidores foram adicionados 15 minutos antes da adição 

de heme 10 μM ou A23187 1 μM. Após a adição dos estímulos, as plaquetas ficaram 
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incubando por 5 horas, em estufa a 37°C com 5% de CO2.  Foi detectada a expressão 

de Bcl-xL por western blott nas plaquetas lisadas. Inibidores de calpaína: calpeptina a 

50 μM e MDL 28170 a 50 μM. Inibidor de proteassoma: epoxomicina a 10 μM. O 

controle de carregamento consistiu na detecção de β-actina. Em A tem-se as médias ± 

E.P.M das densitometrias e em B um filme representativo (n= 4/grupo). O asterístico 

(*) representa a diferença em relação ao grupo controle não tratado (NT) com p < 0,05 

e (#) em relação ao A23187. 

 

5) Discussão 
A malária vivax foi por muitos anos considerada uma doença benigna. No 

entanto, a descrição de formas graves da doença vem surgindo na literatura, tais como 

anemia grave, ARDS e coma (Price et al, 2007; Anstey et al, 2009; Poespoprodjo et al, 

2009). No Brasil, a região da Amazônia Legal é a mais afetada pela doença, que por sua 

vez gera um grande problema econômico e social na região (Tauil, 2011). Somente no 

ano de 2014 foram registrados 1650 casos de internação por malária no país (SVS-MS, 

2015). Estima-se que o custo global da malária vivax varie entre 1,4 e 4 bilhões de 

dólares por ano (Price et al, 2007). 

A malária vivax é uma doença difícil de ser estudada, pois ao contrário do P. 

falciparum, ainda não existe um cultivo contínuo in vitro de P. vivax. Isso ocorre, pois o 

P. vivax infecta somente reticulócitos, ao contrário do P. falciparum, que infecta 

preferencialmente hemácias maduras (Borlon et al, 2012). Assim, para se estudar a 

malária vivax muitas vezes é necessário se utilizar uma abordagem clínica, com o uso 

de pacientes.  

Uma alteração comum na malária vivax e que nós também observamos em 

nosso estudo foi a queda de linfócitos. A apoptose e o sequestro de células T podem ser 

causas da linfopenia observada na malária (Hviid et al, 1996; Hviid et al, 1997; Toure-

Balde et al, 1996 Kemp et al, 2002). Outra complicação bastante comum na malária 

vivax é a plaquetopenia (Makkar et al, 2002; Lacerda et al, 2011; Lacerda et al, 2012; 

Kwak et al, 2013), o que corrobora nosso estudo onde observamos que quase 90 % dos 

pacientes possuía contagem de plaquetas abaixo de 150.000/µL. Além de termos 

observado a queda do numero de plaquetas, observamos também um aumento do 

volume plaquetário médio (VPM) nos pacientes com malária vivax. O aumento do 

tamanho da plaqueta (VMP) está associado com aumento da agregação plaquetária, 



100	  

aumento da expressão de moléculas de adesão e também aumento do risco de doenças 

cardiovasculares (Karpatkin et al, 1969; Chu et al, 2010; Slavka et al, 2011). Assim, o 

aumento do VMP pode ser um indicativo de que as plaquetas estão mais ativadas nos 

pacientes em relação aos controles sadios. 

Os principais sintomas da malária vivax são calafrios, vômito, dor de cabeça, 

febre e dor no corpo, ou seja, sintomas inespecíficos e difíceis de serem distinguidos de 

outras doenças febris, como dengue, ou de outras malárias (Kwak et al, 2013). A 

dengue é uma doença que apresenta alteração na contagem de plaquetas. Assim, é 

importante que, em nossos estudos, seja descartada a infecção pelo vírus da dengue. 

Não observamos nenhum caso de dengue entre os pacientes incluídos no estudo. 

Em nossos estudos, observamos o aumento de diversas citocinas e quimiocinas 

nos pacientes infectados com P. vivax. Nosso grupo observou que plaquetas apoptóticas 

induzem a produção de IL-10 nos monócitos de forma dependente de P-selectina (Hottz 

& Medeiros-de-Moraes et al, 2014). Já se sabe que monócitos CD14high CD16+  são os 

subtipos que mais produzem IL-10 (Skrzeczynska-Moncznik et al, 2008) e que 

plaquetas quando interagem com monócitos levam a formação desse fenótipo 

CD14highCD16+ (Passacquale et al, 2011). Park e colaboradores (2003) demonstraram 

que pacientes com malária vivax plaquetopênicos possuem níveis elevados de IL-10 em 

relação aos não-plaquetopênicos. Além disso, altos níveis de IL-10 estão relacionados 

com casos graves de malária vivax (Raza et al, 2013). Em nossos resultados 

observamos que plaquetas de indivíduos sadios que foram incubadas com plasmas de 

pacientes infectados com P. vivax, com heme ou com o estímulo malárico hemozoína, 

demonstraram sinais de apoptose, como a ativação de caspases e exposição de 

fosfatidiserina (no caso de heme e sHz). Além disso, observamos que plaquetas de 

pacientes apresentaram ativação de caspases, um marcador de apoptose, bem como 

expressavam mais P-selectina e estavam mais agregadas a monócitos. Assim, uma 

possível fonte para o aumento de IL-10 observado em nosso estudo seria a sinalização 

via P-selectina de plaquetas apoptóticas em monócitos. 

Na malária vivax ocorrem alterações na produção de diversas citocinas, que são 

importantes no controle da parasitemia e subsequente eliminação da infecção. Porém, o 

excesso desses mediadores, tais como RANTES, TNF e IFN-γ, podem levar à uma 

resposta inflamatória exacerbada, causando um aumento da gravidade da malária em 

indivíduos infectados. Desta forma, o desfecho da infecção parece depender de um 
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balanço entre os mediadores inflamatórios produzidos (Day et al, 1999; Andrade et al, 

2010). Por exemplo, níveis elevados de TNF-α, IL-1α e IL-6 já foram associados com 

quadros de malária grave, principalmente malária cerebral (Kern et al, 1989; 

Kwiatkowski et al, 1990). Crianças que morreram devido à malária cerebral possuíam 

níveis mais altos de TNF-α do que as sobreviventes (Kwiatkowski et al, 1990). Níveis 

elevados da citocina imunomodulatória IL-10 também já foram descritos em pacientes 

com malária falciparum grave e malária cerebral (Peyron et al, 1994). 

Citocinas proinflamatórias causam efeitos sistêmicos deletérios durante a 

malária. O TNF-α e a IL-1β são importantes pirógenos endógenos (Dinarello et al, 

1986). Ambas citocinas também podem ativar o endotélio, levando ao aumento da 

expressão de moléculas de adesão, como a ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-

1). As quimiocinas RANTES e MCP-1 são importantes moléculas quimioatraentes de 

monócitos (Uguccioni et al, 1995; Gerszten et al, 1999) e contribuem para o acúmulo 

de leucócitos em diversos órgãos, como no cérebro.  

As plaquetas também podem contribuir para a adesão de leucócitos e hemácias 

no endotélio (Grau et al, 2003; Sun et al, 2003). Por exemplo, a liberação de IL-1 pelas 

plaquetas ativadas pode levar ao aumento da expressão de ICAM-1 e IL-6 por células 

endoteliais (Hawrylowicz et al, 1991). As plaquetas podem fazer pontes entre o 

endotélio e leucócitos: as plaquetas podem se ligar ao endótelio através da ligação 

CD40 (expresso nas plaquetas) e o seu ligante o CD40L (expresso nas células 

endoteiais) (Piguet et al, 2001). Em seguida, através da ligação P-selectina e PSGL-1, 

as plaquetas podem mediar a ligação com leucócitos. Por fim, as plaquetas podem 

contribuir para o sequestro de hemácias parasitadas e não parasitadas, através da ligação 

do CD36 (expresso nas plaquetas) e as proteínas de membrana do eritrócito 1 de P. 

falciparum (do inglês, P. falciparum erythrocyte membrane protein 1 - PfEMP1) 

(Wassmer et al, 2004). O fenômeno de citoadesão não é exclusivo de P. falciparum 

pois, já foi observado que hemácias parasitadas de P. vivax também são capazes de 

aderir a células endoteliais cerebrais e pulmonares e também a criocortes de placenta 

(Carvalho et al, 2010). 

Observamos também o aumento de IL-6, IL-1β, IFN-γ e da quimiocina MCP-1 

nos plasmas dos pacientes infectados. Esses resultados estão de acordo com diversos 

trabalhos publicados que demonstram um aumento na produção de diversos mediadores 
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inflamatórios em pacientes com malária vivax (Andrade et al, 2010; Leoratti et al, 

2012; Ribeiro et al, 2016).  

Citocinas como IL-1 β, IL-6 e MCP-1 podem estar sendo produzidas por 

monócitos. A P-selectina não induz somente a agregação ao monócito, pois além de 

adesão, essa ligação P-selectina/PSGL-1 induz mudanças funcionais nos monócitos. 

Esses monócitos passam a ter uma maior capacidade de adesão ao endotélio, a ter um 

perfil proinflamatório, que é o perfil CD14highCD16+, com aumento da expressão de 

COX-2 e da produção de citocinas e espécies reativas de oxigênio (Weyrich et al, 1995; 

Dixon et al, 2006; Passacquale et al, 2011; Suzuki et al, 2013).  

A adição de plaquetas ativadas a monócitos, leva a ativação de um importante 

fator de transcrição, o NF-κB (Weyich et al, 1995). A sinalização via P-selectina nos 

monócitos leva a secreção de MCP-1 e TNF-α, IL-6, IL-8, IL-12, IL-10 e IL-1β 

(Weyich et al, 1995; Weyrich et al, 1996; Suzuki et al, 2013). Uma das causas do 

aumento de MCP-1, IL-6, IL-10 e IL-1β observados nos pacientes seria a interação de 

plaquetas e monócitos através da P-selectina, visto que observamos um aumento desses 

agregados e da expressão de P-selectina nos pacientes.  

Monócitos e macrófagos também podem ser ativados e contribuir para o 

aumento das citocinas através da interação com a molécula de heme. Macrófagos 

murinos e humanos liberam TNF-α em resposta ao heme, que é reconhecido pelo TLR4 

(Figueiredo et al, 2007; Fortes et al, 2012). Macrófagos murinos produzem IL-1β após 

incubação com heme, devido à ativação inflamassoma NLRP3 (Li et al, 2014). 

O pigmento malárico, hemozoína, liberado na circulação após a ruptura dos 

eritrócitos devido à esquizogonia, é fagocitado por monócitos e macrófagos. Diversos 

efeitos da fagocitose da hemozoína, tanto natural quanto sintética (sHz), já foram 

descobertos nessas células, tais como a ativação do NF-κB e de MAPKs, como ERK e 

p38, e a liberação de citocinas (Jaramillo et al, 2003; Jaramillo et al, 2005; Polimeni et 

al, 2012). Macrófagos murinos que são incubados com sHz tem aumento da expressão 

de mRNA para diversas quimiocinas, como MCP-1 e MIP-1α e MIP-1β (Jaramillo et 

al, 2005). Já a injeção de sHz em camundongos leva ao aumento da migração de 

leucócitos e de diversas citocinas, como IL-6 e IL-1β e MCP-1 (Jaramillo et al, 2004).  

As plaquetas são importantes reservatórios da quimiocina RANTES e são 

capazes de liberá-la quando estão ativadas (Kameyoshi et al, 1992). As plaquetas dos 

pacientes incluídos no estudo se encontravam ativadas, pois expressavam P-selectina e 
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agregaram aos monócitos, logo, o aumento de RANTES observado poderia ter sido 

causado pelo aumento da ativação dessas células. Por outro lado, observamos que 

pacientes com plaquetopenia grave (plaquetas < 50.000/μL) possuíam níveis de 

RANTES menores do que os pacientes com plaquetas acima de < 50.000/μL, e ainda 

observamos uma correlação positiva entre os níveis de RANTES e a contagem de 

plaquetas. Estes dados são mais um indicativo de que o aumento de RANTES 

observado era proveniente das plaquetas, visto que pacientes com menor número de 

plaquetas possuíam níveis reduzidos de RANTES. Um estudo com crianças infectadas 

com P. falciparum demonstra que níveis reduzidos de RANTES estão associados com  

mortalidade entre crianças com malária cerebral. Neste trabalho, também foi observada 

uma forte correlação positiva entre a contagem de plaquetas e os níveis de RANTES 

(John et al, 2006).  

Em um trabalho de Machlus e colaboradores (2016), foi observado que o 

RANTES liberado por plaquetas ativadas é capaz de induzir a produção de plaquetas 

pelos megacariócitos. Em nosso estudo, observamos aumento do MPV nos pacientes, o 

que é um indicativo de síntese de novas plaquetas, e um aumento nos níveis plasmáticos 

de RANTES. Além disso, pacientes com plaquetopenia grave apresentaram menores 

níveis de RANTES em relação aos não-grave. É possível que nos pacientes com 

plaquetopenia grave, o menor nível de RANTES leve a um menor estímulo de produção 

de plaquetas pelo megacariócito, contribuindo para o aumento plaquetopenia. 

A quimiocina mais abundante nas plaquetas é o PF4 que fica armazenado nos 

grânulos α plaquetários. Pacientes com P. falciparum possuem níveis elevados de PF4 

(Essien et al, 1983), o que corrobora nossos resultados, onde também observamos um 

aumento de PF4 nos pacientes infectados com P. vivax. O PF4 é uma quimiocina com 

importantes funções na malária. As plaquetas são capazes de matar o plasmódio através 

da liberação desta quimiocina (McMorran et al, 2012). Por outro lado, o PF4 contribui 

para a formação do quadro de malária cerebral, visto que camundongos nocautes para 

PF4 possuem um aumento da sobrevida após infecção com P. berghei (Srivastava et al, 

2008). Pacientes com dengue, doença também caracterizada pela ativação plaquetária, 

possuem níveis elevados de PF4 (Srichaikul et al, 1989; Conroy et al, 2014). O 

aumento de PF4 observado em nossos resultados é mais um indicador da ativação 

plaquetária presente nos pacientes com P. vivax. 
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Apesar de não possuírem DNA genômico, as plaquetas possuem um 

transcriptoma complexo, com diversos tipos de RNA, entre eles, mRNAs e microRNAs 

(Denis et al, 2005; Landry et al, 2009; Rowley et al 2011, Plé et al, 2012). Na presente 

tese, realizamos o estudo do transcriptoma de plaquetas de pacientes com malária vivax 

e sujeitos sadios e observamos uma padrão de expressão bastante diferente entre ambos 

os grupos. Corroborando nossos dados, já foi observado que o transcriptoma plaquetário 

sofre alterações em algumas doenças, como é o caso de pacientes com lúpus 

eritematoso sistêmico, infarto agudo do miocárdio e com doença falciforme 

(Raghavachari et al, 2007; Lood et al, 2010; Eicher et al, 2015). Além disso, ao 

analisarmos as funções nas quais os genes que se encontravam diferentemente expressos 

entre os dois grupos se encaixavam, observamos que muitos destes genes participavam 

de processos de morte celular. Esse resultado é mais um indicativo de que a apoptose 

plaquetária deve ter um importante papel na plaquetopenia observada nos pacientes 

infectados com P. vivax.  

O gene em que observamos um maior aumento de expressão nos pacientes foi o 

da heme-oxigenase-1 (HO-1), uma enzima que atua na degradação do heme e possui um 

importante papel na malária (Seixa et al, 2009). A expressão de HO em plaquetas 

humanas, para o meu conhecimento, ainda não foi demonstrada. Encontramos somente 

um trabalho que detectou HO-1 e HO-2 em plaquetas de ratos e camundongos (Zhuang 

et al, 2005). Mais estudos serão necessários para determinar o padrão de expressão de 

ambas as isoformas da HO em plaquetas humanas e qual a função desta enzima tanto na 

malária como em outras doenças hemolíticas.  

Outros dois genes encontrados na análise do transcriptoma e que observamos 

grande aumento nos pacientes infectados com P. vivax foram os das caspases 

inflamatórias 4 e 5. Ambas as caspases são capazes de ativar o inflamassoma NLRP3 

por uma via não-canônica, ou seja, que requer somente uma etapa para ativar o 

inflamassoma. A ativação do inflamassoma NLPR3 requer dois sinais: um estímulo 

inicial, como o LPS, que leva a ativação do fator de transcrição NF-kB, o que leva ao 

aumento da transcrição de NLRP3 e de pró-IL-1β, e um segundo sinal que induz a 

montagem do complexo inflamassoma através do recrutamento da pro-caspase-1 e da 

molécula adaptadora ASC. Somente após esses 2 eventos é que ocorre a clivagem de 

caspase-1 e a maturação da pró-IL-1β. Na via não-canônica não há necessidade de um 

segundo sinal para ocorrer a liberação de IL-1β, as caspases 4 e 5 podem levar a 

montagem e ativação do inflamassoma NLRP3 após um sinal inicial (Kajiwara  et al, 
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2014; Casson et al, 2015; Vigano et al, 2015). Em nossos resultados, observamos os 

níveis de diversas citocinas aumentadas nos plasmas pacientes, entre elas a IL-1β. Na 

dengue, doença também caracterizada por ativação e morte plaquetária, é observada a 

presença e ativação do inflamassoma NLRP3 em plaquetas (Hottz et al, 2013). Não 

existem dados na literatura a respeitos das caspases inflamatórias em plaquetas, porém, 

é possível supor que na malária haja aumento  das proteínas e/ou da ativação de 

inflamassomas, o que poderia contribuir para o aumento de IL-1 β observado nos 

pacientes. 

O estudo do transcriptoma também será importante para definir melhor como 

plaquetas podem contribuir para a patogênese da malária, além de detectar possíveis 

marcadores de gravidade. Inclusive, já temos a intenção de realizar o transcriptoma de 

plaquetas de pacientes com P. falciparum de forma a comparar a expressão de genes 

entre os dois plasmódios. 

Visto que a malária é uma doença onde ocorre a lise de hemácias, resolvemos 

investigar como estariam os níveis de duas importantes proteínas que atuam prevenindo 

os efeitos do heme livre, a hemopexina e haptoglobina. Em nossos resultados, 

observamos um aumento de hemopexina nos pacientes com malária vivax. Hemopexina 

é uma proteína de fase aguda, que são proteínas que tem a sua concentração plasmática 

aumentada (proteínas positivas, como a hemopexina) ou diminuída (proteínas 

negativas) em, pelo menos, 25 % durante processos inflamatórios (Gabay et al, 1999). 

A hemopexina é uma proteína positiva de fase aguda, sendo produzida pelos hepatócitos 

em resposta a diversos estímulos, tais como as citocinas IL-6, IL-1β e TNF-α. Os 

pacientes com malária vivax apresentaram um aumento tanto de IL-6 como de IL-1β, o 

que poderia explicar o aumento de hemopexina observado nos pacientes infectados com 

P. vivax. 

Outro marcador de hemólise que utilizamos, além da hemopexina, foi a dosagem 

de haptoglobina no plasma dos pacientes e controles. Inicialmente, ao compararmos os 

níveis de haptoglobina entre doadores sadios e sujeitos infectados com P. vivax, não 

observamos diferença estatística entre os dois grupos. No trabalho de Cunnington e 

colaboradores (2012), também não foi observada diferença estatística nos níveis de 

haptoglobina entre controles e pacientes infectados com P. falciparum. Os autores 

observaram uma distribuição bimodal dos níveis de haptoglobina, o que corrobora os 

nossos dados onde também encontramos esse mesmo padrão de distribuição. Essa 
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distribuição bimodal pode ser explicada pelo fato de que os níveis de haptoglobina 

reduzem durante a malária, devido a hemólise (Gyan et al, 2002; O’Donnell et al, 

2009), em alguns pacientes, mas também podem aumentar, devido a indução da 

produção como parte de uma resposta de fase aguda, em outros pacientes (Gabay et al, 

1999). A haptoglobina, como a hemopexina, é uma proteína de fase aguda, logo há um 

aumento da produção desta em reposta a mediadores inflamatórios, como a citocina IL-

6. Por outro lado, durante processos de hemólise os níveis de haptoglobina decaem pois 

esta proteína se liga a hemoglobina liberada, formando um complexo hemoglobina-

haptoglobina, que é removido da circulação. Esse complexo é internalizado por células 

que expressam a integrina Mac-1 (CD11b/CD18), tais como monócitos, macrófagos, 

neutrófilos e células natural killer (El Ghmati et al, 1996). 

A malária vivax é uma doença hemolítica, porém, o grau de hemólise é menor 

do que pacientes sépticos ou com anemia hemolítica. Em um estudo feito com crianças 

infectadas com P. falciparum, somente 22% estavam anêmicas, porém os níveis de 

heme plasmáticos eram muito maiores no dia 0 (dia de chegada ao hospital) do que 28 

dias após a ida ao hospital  (Cunnington et al, 2012). Em nossos estudos não 

observamos diferenças nos níveis de hemoglobina entre os pacientes com malária vivax 

e controles. Ao contrário da haptoglobina, os níveis de hemopexina nos pacientes 

infectados com P. vivax estavam relativamente bem distribuídos, ou seja, não 

observamos o padrão bimodal de distribuição que ocorreu com a haptoglobina. Isso nos 

sugere que, nos pacientes incluídos no estudos, o processo de hemólise que ocorreu não 

liberou quantidade suficiente de heme livre a ponto de reduzir/depletar os níveis 

plasmáticos de hemopexina. Pretendemos realizar a quantificação de heme nos plasmas 

dos pacientes incluídos no nosso estudo de forma a caracterizar melhor o processo de 

hemólise nesses pacientes incluídos no estudo.   

Em nossos resultados, observamos que os níveis de haptoglobina se encontram 

reduzidos nos pacientes com plaquetopenia grave e que os níveis de haptoglobina estão 

correlacionados positivamente com a contagem de plaquetas. Visto que o heme é uma 

molécula com diversos efeitos tóxicos, é possível que uma das causas para a queda do 

numero de plaquetas seja o aumento de heme livre atuando sobre as plaquetas, 

induzindo ativação e morte destas células. Corroborando essa hipótese, Larsen e 

colaboradores (2010) observaram que o heme sensibiliza hepatócitos a sofrerem morte 
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celular causada por adição de TNF ou peróxido de hidrogênio e que a adição de anti-

oxidantes previne esse efeito.  

As causas para a plaquetopenia na malária ainda não estão totalmente 

elucidadas. Diversos mecanismos tem sido sugeridos para tentar explicar a queda na 

contagem de plaquetas, tais como a redução na produção de plaquetas ou aumento da 

destruição mediada por anticorpos, estresse oxidativo, apoptose e fagocitose, bem como 

ativação endotelial. (Grau et al, 1988; Piguet et al, 2002; Mast et al, 2007; Araujo et al, 

2008; Metcalf Pate et al, 2011; Coelho et al, 2013).  

A ativação plaquetária também pode levar a redução da contagem de plaquetas, 

isso porque as plaquetas ativadas são sequestradas em interações com células 

inflamatórias, como monócitos e neutrófilos, e com o endotélio (Peters et al, 1997; Mast 

et al, 2007; Metcalf Pate et al, 2011; Rondina et al, 2015). 

Doenças que tem como característica a queda do número de plaquetas, tais como 

a dengue e HIV, possuem a ativação plaquetária como um importante fator que 

contribui para a plaquetopenia (Hottz et al, 2013; Metcalf Pate et al, 2013). Em nossos 

estudos, observamos um aumento da expressão de P-selectina e de agregados plaqueta-

monócito nos pacientes com malária vivax quando comparados com os controles sadios, 

demonstrando que as plaquetas estão ativadas durante a infecção, o que poderia 

contribuir para a plaquetopenia observada nos pacientes. 

 Trabalhos demonstraram diversos marcadores de ativação plaquetária, como o 

aumento da expressão de P-selectina, a formação de agregados plaqueta-monócito e a 

liberação de mediadores solúveis como RANTES e IL-1β em pacientes com HIV, 

dengue e em modelo símios com SIV (Pate et al, 2013; Hottz et al, 2013; Hottz et al 

2014, Holme et al, 1998). A formação de agregados plaqueta-monócito é um marcador 

sensível para a determinação da ativação plaquetária in vivo, e é principalmente 

mediada via P-selectina, que é translocada para a superfície da plaqueta ativada 

(Michelson et al, 2001). Após a formação desses agregados, há um aumento da 

liberação de citocinas (Weyrich et al, 1996), contribuindo para uma resposta 

inflamatória sistêmica inapropriada e exacerbada. O aumento da P-selectina e a 

formação de agregados plaqueta-monócito poderiam contribuir para a patogênese da 

malária através das interações com leucócitos e endotélio e também da liberação de 

mediadores imunomodulatórios liberados a partir destas interações. Por exemplo, o 

aumento de agregados plaqueta-monócito em pacientes idosos sépticos estão associados 
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com maior risco de morte. Além disso, os níveis plasmáticos de IL-6 e IL-8 eram 

significativamente maiores nos pacientes que morreram quando comparados aos que 

sobreviveram (Rondina et al, 2015). 

Outra possível causa para a plaquetopenia observada na malária seria a apoptose 

de plaquetas. Na presente tese, demonstramos que as plaquetas dos pacientes infectados 

com P. vivax possuíam sinais de apoptose, i.e., a ativação das caspases 9 e 3. 

Corroborando nossos dados, pacientes infectados com o vírus do Dengue e 

plaquetopênicos apresentam ativação e apoptose plaquetária (Hottz et al, 2013), e em 

um modelo de malária experimental, a plaquetopenia estava relacionada com ativação 

de caspases plaquetárias (Piguet et al, 2002).  

Já se sabe que micropartículas (fragmentos entre 0.1-1 micrometros) oriundas de 

eritrócitos de pacientes com doença falciforme, são capazes de carrear heme e que essas 

micropartículas podem aderir a células endoteliais e transferir o heme para essas células, 

causando estresse oxidativo e apoptose (Camus et al, 2015). Sendo a malária uma 

doença hemolítica, é possível que haja geração de micropartículas carreadoras de heme, 

que possam aderir não somente as células endoteliais como possivelmente as plaquetas 

e transferir heme, levando à apoptose plaquetária.  
Coelho (2013) e colaboradores observaram que a plaquetopenia na malária vivax 

está relacionada com a fagocitose de plaquetas. Em pacientes com dengue,  há um 

aumento de plaquetas apoptóticas e também correlações positivas entre a ativação de 

caspase 3 ou exposição de fosfatidilserina e a fagocitose de plaquetas (Alonzo et al, 

2012). Neste mesmo trabalho, o uso de uma proteína que mascara a fosfatidilserina em 

células apoptóticas (Asano et al, 2004), levou a redução da fagocitose de plaquetas de 

pacientes por células THP-1 diferenciadas em macrófagos (Alonzo et al, 2012). É 

possível que na malária vivax esteja ocorrendo o mesmo fenômeno, ou seja, as 

plaquetas apoptóticas poderiam sinalizar para serem fagocitadas, via reconhecimento de 

fosfatidilserina, o que levaria ao aumento da fagocitose observado nos pacientes e a 

plaquetopenia. 

Além da expressão das caspases clivadas 3 e 9,  durante a análise do 

transcriptoma, observamos o aumento do RNA para as caspases 3, 7 e FAS. Ainda não 

há evidências na literatura que demonstrem se as plaquetas são capazes ou não de 

sintetizar essas proteínas a partir do RNA. Porém, de forma bastante interessante, os 

pacientes com malária vivax apresentaram um aumento da expressão de pro-caspase 3, 
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visto através do western blott. Algumas hipóteses podem ser feitas para explicar esse 

aumento de pro-caspase 3. A primeira seria que a pro-caspase 3 estaria sendo 

transferida para as plaquetas no momento da sua formação a partir de megacariócitos. 

Proteínas com diversas funções, tais como moléculas de adesão e citocinas, são 

sintetizadas e organizadas em grânulos, membranas e outros locais, de forma que as 

plaquetas sejam carregadas com estes componentes antes de serem liberadas na 

circulação sanguínea. Inclusive, já foram identificadas mais 300 proteínas que são 

liberadas por plaquetas humanas após a ativação por trombina (Coppinger et al, 2004).  

Outra hipótese para o aumento de caspase 3 observado nos pacientes, é a que as 

plaquetas estariam internalizando proteínas do meio externo, nesse caso caspase 3, a 

partir de vesículas liberadas por outros tipos celulares (Youssefian et al, 2002; Del 

Conde et al, 2005; Boing et al, 2013).  

Por fim, uma terceira hipótese seria que plaquetas sintetizariam caspase 3 a 

partir do mRNA. Até o momento ainda não existem trabalhos que demonstrem a 

tradução de mRNA para a síntese de caspase 3 por plaquetas. No entanto, trabalhos tem 

demonstrado que as plaquetas são capazes de realizar a tradução de diversas proteínas, 

como IL-1β, fator tissular, COX-2, integrina αIIbβ3 (ou GPIIb/IIIa) entre outras, em 

resposta a diversos estímulos, como trombina, bactérias como E. coli e S. aureus e 

também LPS (Thon et al, 2007; Shashkin et al, 2008; Rondina et al, 2011; Vieira-de-

Abreu et al, 2011). Já existem algumas evidências indicando que o padrão de expressão 

de mRNA nas plaquetas não é uma cópia exata do padrão de expressão nos 

megacariócitos e que a transferência de mRNA do megacariócito para as plaquetas é um 

evento controlado (Cecchetti et al, 2011). As plaquetas também são capazes de 

transferir RNA funcional para monócitos, o que levanta a hipótese de que plaquetas 

também possam ser recipientes de transferência de mRNA de outras células (Risitano et 

al, 2012). É possível que durante a infecção malárica haja um aumento do mRNA para 

a caspase 3, proveniente dos megacariócitos ou de outras células, e ainda, que haja um 

aumento da síntese desta proteína. 

A via intrínsica de apoptose em plaquetas ainda precisa ser melhor estudada; 

ainda não está muito claro se essa via ocorre nas nessas células. A proteína Fas e o seu 

respectivo mRNA ainda não foram detectados em plaquetas frescas/recém colhidas ou 

armazenadas (4 a 11 dias) (Leytin et al, 2003; Leytin et al, 2012). Já o FasL tem a sua 

expressão detectada em plaquetas não-ativadas e após a ativação com ADP ou 
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trombina, havendo nesse último caso um aumento significativo da  sua expressão na 

superfície dessas células (Ahmad et al, 2001).  

 A ativação de caspase 9 em plaquetas que foram incubadas com plasma de 

pacientes com malária vivax nos fez levantar a questão de que as toxinas maláricas 

heme e hemozoína teriam uma participação na plaquetopenia observada nos pacientes. 

As concentrações de heme e hemozoína sintética (sHz) utilizadas para estimular as 

plaquetas são compatíveis com valores quantificados no plasma de pacientes e 

camundongos infectados por plasmódio (Jaramillo et al, 2005; Seixas et al, 2009) e 

também, no caso do heme, de camundongos sépticos (Larsen et al, 2010). 

Observamos que plaquetas incubadas com sHz se apresentaram apoptóticas, com 

a ativação das caspases 3/7 e 9, e a exposição de fosfatidilserina, observadas por 

citometria, e com clivagem da caspase 3, detectada por western blotting. A indução de 

apoptose por Hz é observada em precursores eritróides, que é caracterizada pela redução 

do potencial de membrana da mitocôndria e ativação das caspases 3, 8 e 9 (Lamikanra 

et al, 2009). Astrócitos que são incubados com Hz também sofrem apoptose (Martiney 

et al, 2007).  

Quando incubamos plaquetas de voluntários sadios com heme a 10 μM, 

observamos os mesmos eventos descritos no parágrafo acima para a sHz. O heme a 1 

μM não foi capaz de induzir a exposição de fosfatidilserina e a ativação de caspase 9 

após 5 horas de incubação, no entanto, na presente tese não foram avaliados tempos de 

incubação mais longos para confirmar este dado. Heme é conhecidamente uma 

molécula com efeitos tóxicos, e causa morte em diversos tipos celulares (Seixas et al, 

2009; Larsen et al, 2010; Fortes et al, 2012). Em uma cultura de hepatócitos, a 

incubação de heme a 5 μM por 1 hora não é capaz de induzir morte. Porém, a 

combinação de heme e TNF na cultura causa estresse oxidativo o que leva à apoptose 

dessas células, observado pela condensação de cromatina, encolhimento do núcleo e 

ativação de caspase 3 (Seixas et al, 2009). Em pacientes com malária vivax, a 

plaquetopenia está relacionada com estresse oxidativo. Pacientes plaquetopênicos 

apresentam níveis elevados de malondialdeído no plasma, um marcador de peroxidação 

lipídica causado por estresse oxidativo, quando comparados com pacientes não 

plaquetopênicos (Araujo et al, 2008). Sendo o heme uma importante molécula pró-

oxidante, a liberação de heme livre durante a infecção pelo plasmódio pode induzir a 

formação de estresse oxidativo nas plaquetas e a sua consequente morte. 
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A proteína anti-apóptotica Bcl-xL, faz parte da família de proteínas Bcl-2 e é 

uma importante reguladora da apoptose dependente de mitocôndria. A presença desta 

proteína já foi descrita em plaquetas por diversos autores (Li et al, 2000; Zhang et al, 

2007; Qiao et al, 2016). Ao analisar a expressão de Bcl-xL em plaquetas de pacientes 

com malária vivax e controles sadios, de forma surpreendente, não observamos 

diferenças significativas na sua expressão quando comparamos controles e pacientes. 

Visto o importante papel que o Bcl-xL exerce no controle da meia-vida plaquetária, 

uma possível explicação para o fenômeno observado é o fato de que as plaquetas que 

estão com o Bcl-xL em baixas concentrações são removidas da circulação e assim, ao 

coletarmos o sangue do pacientes para a purificação das plaquetas, estamos extraindo 

somente as plaquetas com expressão normal de Bcl-xL.  

A adição de sHz em plaquetas não foi capaz de induzir a degradação do Bcl-xL. 

Para o nosso conhecimento, não existem trabalhos que demonstrem o efeito da Hz na 

expressão desta proteína. Corroborando nosso resultado, agonistas clássicos 

plaquetários como a trombina e o PAF (do inglês, platelet-activating factor) também 

não são capazes de induzir a degradação de Bcl-xL (Kraemer et al, 2012). Inclusive, 

altas concentrações de trombina (1 U/mL), que induzem a apoptose plaquetária, também 

não foram capazes de levar a degradação de proteínas da família Bcl-2, como a própria 

Bcl-xL (Lopez et al, 2007; Leytin et al, 2006; Kraemer et al, 2012).  

Por outro lado, a incubação de plaquetas de doadores sadios com heme, em 

diferentes tempos e concentrações, levou à degradação do Bcl-xL. O Bcl-xL é uma das 

principais moléculas que regula a meia-vida plaquetária in vivo. Em um importante 

trabalho de Mason e colaboradores (2007), foi visto que camundongos com mutações 

no gene Bcl-x são plaquetopênicos. Os autores propõem que a quantidade de Bcl-xL 

delimita a meia-vida da plaqueta. Como o Bcl-xL é degradado ao longo do tempo, 

chega um ponto em que a proteína pró-apoptótica Bak é liberada e a apoptose 

plaquetária é induzida. Desta forma, degradação do Bcl-xL induzida pelo heme pode ser 

um importante mecanismo de indução de apoptose plaquetária durante a malária.  

O aumento do nível de Ca2+ intracelular, seja através do influxo por canais de 

membrana plasmáticos ou liberação pelo retículo endoplasmático, pode induzir 

apoptose (Scorrano et al, 2003; Mattson et al, 2003; Orrenius et al, 2003). A adição de 

ionóforos de cálcio, tal como o A23187, leva a ativação de calpaínas, que são proteases 

intracelulares dependentes de cálcio. Além disso, a proteína Bcl-xL é um substrato para 
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calpaínas in vitro (Gil-Parrado et al, 2002). Assim, após termos observado que heme 

levou a degradação de Bcl-xL em plaquetas, resolvemos investigar se essa degradação 

não estaria ocorrendo pela ativação de calpaínas. Inicialmente utilizamos um quelante 

de cálcio previamente à adição dos estímulos e pudemos observar que a adição de 

EGTA impediu a degradação induzida pelo heme e pelo inóforo de cálcio A23187. As 

calpaínas possuem importantes papéis na apoptose: além de clivarem a proteína BclxL, 

as calpaínas também são capazes de clivar as pro-caspases 7 e 12 para as suas formas 

ativas (Nakagawa et al, 2000; Gafni et al, 2009). Calpeptina, um inibidor de calpaínas, 

previne diversos eventos apoptóticos em plaquetas estimuladas com ionóforo de cálcio, 

tais como processamento de caspases 3 e 9, encolhimento celular e liberação de 

micropartículas (Fox et al, 1991; Vanags et al, 1997; Wolf et al, 1999). O aumento da 

clivagem das caspases 9, 3/7 observado após o estímulo com heme também pode ter 

ocorrido devido a ativação de calpaínas. Já a diferença que observamos entre heme e 

sHz com relação a degradação do Bcl-xL pode ser explicada pelo fato do heme induzir 

nas plaquetas um maior fluxo de cálcio do que a sHz. Experimentos para detectar o 

fluxo de cálcio em plaquetas estimuladas com heme e sHz irão contribuir para o 

esclarecimento desta questão.  

Para confirmar que a degradação do Bcl-xL ocorre via ativação de calpaínas e 

não de proteassoma, utilizamos inibidores específicos de ambos e observamos que 

apenas os inibidores de calpaínas foram capazes de inibir a degradação do Bcl-xL.  Em 

um trabalho de Kraemer e colaboradores (2012) a degradação de Bcl-xL em plaquetas 

foi induzida por uma cepa patogênica de E. coli. Neste caso, a degradação do Bcl-xL 

também é dependente da ativação de calpaínas e independente da ativação de 

proteassoma. De forma interessante, heme parece exercer efeitos contrários de acordo 

com o tipo celular analisado. Em neutrófilos humanos, heme é capaz de retardar a 

apoptose destas células, aumentando a síntese de Bcl-xL e a degradação de Bad (Arruda 

et al, 2004). Pudemos então, concluir que a degradação de Bcl-xL por calpaínas 

ativadas pelo heme pode ser um importante fator que contribui para a plaquetopenia 

observada em pacientes com malária. 

Durante a infecção pelo P. vivax tem-se a liberação de heme e hemozoína na 

circulação e essas duas toxinas podem causar a ativação plaquetaria, com o aumento de 

expressão de P-selectina, liberação das quimicinas RANTES e PF4, o que leva a adesão 

de plaquetas ao endotélio e a outras células, como monócitos. Heme e hemozoina 
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podem ainda causar a apoptose plaquetária durante a infecção, visto através da 

exposição de fosfatidilserina e ativação de caspases. Heme, possivelmente pela indução 

de influxo de cálcio, é capaz de induzir a degradação de uma importante proteína anti-

apoptótica, a Bcl-xL, através da ativação de calpaínas. Em suma, nossos dados 

mostraram que durante a malária vivax há ativação e apoptose plaquetária e que ambos 

os fenômenos devem contribuir para a plaquetopenia observada na malária causada pelo 

P. vivax (Figura 5.1). 

 

 
 

Figura 5.1: Mecanismos propostos de plaquetopenia na malária. 
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6) Conclusões: 
A plaquetopenia é uma complicação frequente na malária vivax e a apoptose e a 

ativação plaquetária contribuem para esse processo. Heme e hemozoína são duas 

moléculas que estão presentes durantes a infecção e que induzem a apoptose 

plaquetária, sendo possíveis causadores da plaquetopenia observada nos pacientes. O 

mecanismo de indução de apoptose plaquetária induzida pelo heme envolve degradação 

de Bcl-xL e a ativação de calpaínas.  

 

7) Perspectivas 
• Dosagem de heme nos plasmas de pacientes com malária vivax e doadores 

sadios; 

• Avaliação de outros marcadores de apoptose em plaquetas isoladas de pacientes 

e controles e também em plaquetas incubadas com heme e sHz;  

• Avaliação da expressão de marcadores de apoptose de plaquetas de pacientes 

antes e após o tratamento antimalárico; 

• Avaliação do influxo de cálcio de plaquetas de sujeitos sadios incubadas com 

heme; 

• Avaliação do efeito da adição de ligantes de heme, como a haptoglobina, em 

plaquetas que serão incubadas com plasma de pacientes para verificar se haverá 

ou não a reversão do processo de apoptose; 

• Realização do transcriptoma de plaquetas de pacientes infectados com P. 

falciparum. 
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Tabela 9.1: Genes aumentados em plaquetas de pacientes com malária vivax em 

relação aos voluntários sadios. Dados apresentados como FPKM (FPKM – do inglês, 

fragments per kilobase of exon model per million mapped reads). 

Símbolo Nome do gene  

Média de RPKM 

controles 

Média RPKM 

vivax 

HMOX1 “heme-oxygenase 1” 20,230 124,132 

CASP5 caspase 5 1,540 9,061 

MYOF “myoferlin” 1,652 6,839 

PIM2 “Pim-2 proto-oncogene, serine/threonine kinase” 4,507 15,392 

GBP1 “guanylate binding protein 1, interferon-inducible” 6,836 24,660 

TAP1 “transporter 1, ATP-binding cassette” 5,556 24,343 

CTSB “cathepsin B” 5,773 24,101 

KYNU “kynureninase” 3,034 9,292 

CALR “calreticulin” 10,302 25,286 

ANXA5 “annexin A5” 49,952 110,890 

JAK3 “Janus kinase 3” 3,584 8,924 

CASP4 caspase 4 71,452 144,957 

HSP90B1 “heat shock protein 90 kDa beta” 8,216 20,501 

PIM1 “pim-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase” 7,336 21,816 

SLC39A8 “solute carrier family 39 (zinc transporter)” 1,268 5,428 

MS4A7 “membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 7” 6,048 13,238 

GNS “glucosamine (N-acetyl)-6-sulfatase” 2,089 8,649 

SLC25A37 “solute carrier family 25 (mitochondrial iron transporter)” 6,356 28,644 

BLVRB “biliverdin reductase B” 14,681 58,272 

CASP7 caspase 7 2,027 4,903 

NLRC4 “NLR family, CARD domain containing 4” 1,993 4,195 

CLCN4 “chloride channel, voltage-sensitive 4” 2,578 6,065 

CMAS  “cytidine monophosphate N-acetylneuraminic 9,066 24,034 
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 acid synthetase” 

HSPA4 “heat shock 70 kDa protein 4” 6,458 17,841 

ARL2 “ADP-ribosylation factor-like 2” 23,010 51,971 

SERPINE1 

 

 “serpin peptidase inhibitor, clade E  

(nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), member 1” 6,607 19,735 

CASP3 caspase 3 13,177 33,760 

 

 

Tabela 9.2: Genes aumentados em plaquetas de pacientes com malária vivax em 

relação aos voluntários sadios. Dados apresentados como FPKM (FPKM – do inglês, 

fragments per kilobase of exon model per million mapped reads). 

Símbolo Nome do gene  

Média de RPKM  

controles 

Média RPKM 

 vivax 

RP11-392P7.6 “pre-mRNA processing factor 31” 16,088 1,279 

SERPINF1 

 

“serpin peptidase inhibitor, clade F  

(alpha-2 antiplasmin, pigment epithelium derived factor), 

member 1” 3,870 0,902 

FLNB “filamin B” 1,329 0,315 

APBB1 

 

“amyloid beta precursor protein binding family B  

member 1” 2,658 0,573 

CABP5 “calcium binding protein 5” 368,268 91,099 

PDZK1IP1 “PDZK1 interacting protein 1” 1438,451 321,618 

MAN1A2 “mannosidase alpha class 1A member 2” 2,371 0,894 

PLD4 “phospholipase D family member 4” 2,182 0,491 

HGD “homogentisate 1,2-dioxygenase” 430,247 146,469 

ALDH1A2 “aldehyde dehydrogenase 1 family member A2” 1,530 0,236 

AIF1L “allograft inflammatory factor 1 like” 1,912 0,456 

SH2D1B “SH2 domain containing 1B” 6,849 2,590 
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MEF2C-AS1 “MEF2C antisense RNA 1” 16,772 6,704 

CTNNAL1 “catenin alpha like 1” 81,551 47,478 

CHST8 

 

“carbohydrate (N-acetylgalactosamine 4-0) 

 sulfotransferase 8" 9,838 3,206 

EPAS1 “endothelial PAS domain protein 1” 4,307 1,350 

LEF1 “lymphoid enhancer binding factor 1” 4,382 1,567 

LEPR “leptin receptor” 62,133 31,543 

WDR11-AS1 “WDR11 antisense RNA 1” 91,333 43,253 

 

 


