
No Brasil a infecção pelo P. vivax é o principal causador da
malária, sendo responsável por cerca de 84% dos casos, 99%
deles concentrados na região norte do país. Diversos estudos
mostram que as infecções por P. vivax podem evoluir para
formas graves e até ao óbito, mudando o paradigma de que a
malária vivax é benigna. Nesse contexto, a ativação endotelial
tem papel central na progressão para quadros graves, o que
requer um melhor entendimento dos mecanismos
imunopatológicos envolvidos nas alterações do endotélio, a fim
de identificar potenciais alvos terapêuticos para os casos
graves. Neste estudo, utilizamos amostras de plasma de
indivíduos saudáveis e sintomáticos infectados pelo P. vivax,
com o objetivo de avaliar como componentes solúveis do
plasma, envolvidos com diferentes respostas do hospedeiro,
participam na ativação e disfunção endoteliais.

Introdução

HETEROGENEIDADE DA RESPOSTA ENDOTELIAL EM PACIENTES SINTOMÁTICOS COM MALÁRIA POR PLASMODIUM VIVAX 

Metodologia
Realizamos ensaio de multiplex para dosagem de três
grupos de moléculas no plasma: marcadores de
ativação/disfunção endotelial, resposta imune e
coagulação. Em seguida, análises rede e de bioinformática
foram usadas para verificar as relações entre as moléculas
dosadas e identificar padrões de resposta dos pacientes
frente à infecção pelo P. vivax.
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permitiu: 1) caracterização dos pacientes com malária; 2) discriminação de subgrupos 

de indivíduos para separação de pools de plasmas para ensaios funcionais 

(estimulação in vitro das células endoteliais - vide seção abaixo). Optamos pela 

utilização de plasma neste ensaio, no lugar de soro, uma vez que o processo de 

coagulação induz ativação plaquetária, alterando a concentração de diversos fatores 

circulantes, de modo que o plasma é mais representativo das concentrações reais in 

vivo. 

Para a análise dos fatores solúveis, foram incluídos 40 indivíduos (nove controles 

e 31 pacientes) no ensaio de multiplex – os dados de idade, gênero e hemograma estão 

apresentados na Tabela 1. Como é possível observar na tabela, não houve diferença 

significativa entre a faixa etária e a proporção de homens e mulheres entre os grupos 

de controles e pacientes. Também não foi observado diferença significativa entre os 

grupos quanto ao valor de hemoglobina (P=0.1912). Encontramos diferença 

significativa na contagem de linfócitos entre os grupos de controles e pacientes (média 

± SD=2.0±0.4, média ± SD=0.8±0.5, respectivamente, P<0,0001) e também 

trombocitopenia nos pacientes em relação aos controles (média ± SD=89.3±43.7, 

média ± SD=239±42.9, respectivamente, P<0,0001) (Tabela1).  

 

 
Tabela 1. Idade, gênero e hemograma completo de pacientes com malária vivax e 
controles. 
 

Para a análise dos fatores solúveis, foram incluídos 40
indivíduos (nove controles e 31 pacientes) no ensaio de
multiplex – os dados de idade, gênero e hemograma estão
apresentados na Tabela 1. Como é possível observar há
diferença significativa na contagem de linfócitos entre os
grupos de controles e pacientes e também trombocitopenia
nos pacientes em relação aos controles (Tabela1).
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associado a níveis aumentados de L-selectina, sugerem que há estimulo para o 

recrutamento e ativação de neutrófilos no plasma dos pacientes (66-68). 

 

 
Tabela 3. Citocinas dosadas no plasma de pacientes e controles. 
 

Dado que a plaquetopenia é comum na malária e que as plaquetas 

possivelmente desempenham um importante papel na patogênese da doença, citocinas 

solúveis associadas à trombopoese também foram incluídas na análise de multiplex. 

Como é possível verificar na Tabela 4, tanto IL-11 quanto a trombopoietina (TPO) 

encontram-se elevadas nos pacientes com malária por P. vivax. Outras citocinas, como 

IL-1α, IL-1β e IL-6 (Tabela 3) também já foram caracterizadas como importantes 

contribuintes no desenvolvimento de megacariócitos e produção de plaquetas. A 

elevação dessas citocinas em conjunto sugere, portanto, uma maior estimulação à 

produção de plaquetas, o que é compatível com o maior turnover dessas células 

durante a doença (69). IL-11 também tem efeitos nas células endoteliais promovendo 

sobrevida e citoproteção em relação ao dano induzido por citocinas pró-inflamatórias e 

moléculas com atividade citolítica (70, 71), portanto, a maior produção desta citocina 

durante a infecção pelo P.vivax pode ser uma resposta de contrabalanço ao dano 

endotelial observado nos pacientes infectados.   

         Fatores circulantes associados a ativação plaquetária também foram dosados 

como parte de ensaio multiplex. Os fatores selecionados foram o fator plaquetário 4 

(PF-4/CXCL4), CXCL7, o ligante do CD40 (CD40L/CD154), a P-selectina (CD62P) e 
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Angiopoietina-1 (Ang-1). CXCL4 é um marcador clássico de ativação plaquetária, 

enquanto que CD40L e P-selectina, embora associados com ativação plaquetária, 

também são produzidos por outros tipos celulares e, portanto, sua fonte plasmática não 

deriva apenas das plaquetas. A quantificação revelou que o único fator que está 

significativamente elevado nos pacientes foi o CD40L, enquanto os outros dois fatores 

encontravam-se elevados de modo não significativo (Tabela 4). No entanto, como 

essas proteínas são secretadas por plaquetas ativadas, o aumento na razão da 

produção da proteína por plaqueta também seria um indicativo de ativação plaquetária 

na malária (72) (Tabela 5). 

 

 
Tabela 4. Concentração plasmática de moléculas associadas a trombopoiese e 
ativação plaquetária em pacientes e controles. 
 

 
Tabela 5. Concentração em pg/mL dos marcadores de ativação plaquetária por 
plaqueta. 
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ativador do plasminogênio (PAI-1), que está aumentado em crianças com malária 

cerebral (76, 77). Em concordância com esses achados, verificamos que nos pacientes 

com malária por P. vivax há aumento dos níveis circulantes do VWF-A2, proteína que 

favorece um estado pró-coagulação e formação de microtrombos (77, 78). Para 

complementar essa análise, avaliamos também os níveis circulantes de ADAMTS13, 

metaloprotease responsável pela degradação dos multímeros de VWF, e PAI-1, 

molécula inibidora da degradação da rede de fibrina. (77-79). Como mostrado na 

Tabela 6, há uma tendência de diminuição de ADAMTS13 nos pacientes com malária 

por P. vivax, o que correlaciona com os maiores níveis de VWF nesses indivíduos, e 

maior produção de PAI-1, que também sugere um estado pró-coagulante nos 

pacientes.  

 

 
Tabela 6. Concentração plasmática de proteínas associadas a hemostasia em 
pacientes e controles. 
 

 Juntos, nossos dados mostram que os pacientes com malária por P. vivax 

apresentam um fenótipo de ativação/disfunção endoteliais, aumento da produção de 

citocinas pró-inflamatórias e um estado pró-coagulante. Outras moléculas serão 

dosadas em experimentos futuros para melhor caracterização desses fenótipos, e, com 

esses dados, planejarmos ensaios funcionais.  

 Ainda neste momento, em colaboração com a Profa. Dra. Lucia Helena Faccioli 

da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP-Ribeirão Preto (FCF-USP) estamos 

quantificando por espectrometria de massas os níveis dos mediadores lipídicos pró-

resolução, incluindo lipoxinas e resolvinas, no plasma destes indivíduos, o que também 

melhor suportará esses dados. Em um primeiro experimento, apenas ácidos graxos 

livres, e nenhum metabólito de eicosanoide específico, foram observados no plasma 
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A mensuração plasmática de moléculas como E-selectina, ICAM-1, VCAM-1, 

Syndecan-1, Angiopoietina-2 (Ang-2) e fator de Von Willebrand A2 (VWF-2) revelou 

significativa ativação/disfunção endotelial nos pacientes com malária por P. vivax 

(Tabela 2). Esses dados corroboram dados prévios sobre ativação endotelial (63, 64). 

Ainda, esta é a primeira mensuração de Syndecan-1 circulante em pacientes com 

malária vivax, demonstrando que a degradação do glicocálice endotelial, marcador de 

dano endotelial e um evento importante para a disfunção do endotélio (65), ocorre 

também na malária causada por esta espécie. 

 

 

Tabela 2. Marcadores de ativação endotelial no plasma de pacientes e controles. 

 

Também foi quantificada a concentração plasmática de citocinas pró-

inflamatórias e IL-10, com o objetivo de verificar a diversidade da intensidade da 

resposta dos pacientes frente a infecção pelo P. vivax e correlacionar com a 

ativação/disfunção endoteliais observadas. Os resultados mostram uma clara 

tendência à produção de citocinas pró-inflamatórias, e também maior produção de IL-

10, em pacientes com malária por P. vivax (Tabela 3). O aumento de IL-8 no plasma, 

A mensuração plasmática revelou significativa
ativação/disfunção endotelial, produção de citocinas pró-
inflamatórias e maior produção de IL10 nos pacientes com
malária por P. vivax (Tabelas 2 e 3). Esta é a primeira
mensuração de Syndecan-1 circulante em pacientes com
malária vivax, demonstrando que a degradação do glicocálice
endotelial, marcador de dano endotelial é um evento importante
para a disfunção do endotélio. O aumento de IL-8 no plasma,
associado a níveis aumentados de L-selectina, sugerem que há
estimulo para o recrutamento e ativação de neutrófilos no
plasma dos pacientes. Citocinas solúveis associadas à
trombopoese e fatores circulantes associados a ativação
plaquetária também encontram-se elevados nos pacientes com
malária por P. vivax (Tabela 5). Como mostrado na Tabela 6,
também há uma tendência de diminuição de ADAMTS13 nos
pacientes com malária por P. vivax, o que correlaciona com os
maiores níveis de VWF nesses indivíduos, e maior produção de
PAI-1, o que também sugere um estado pró-coagulante nos
pacientes (Tabela 6).

Embora os pacientes apresentem sintomatologia clínica semelhante, há diferenças
intrínsecas quanto à resposta frente ao parasita. Um subgrupo de pacientes, com
menor parasitemia, tem um fenótipo de resposta semelhante aos indivíduos
controle (Vivaxlow), com menor grau de trombocitopenia e linfopenia, menor
ativação/disfunção endoteliais, coagulação e citocinas pró-inflamatórias. No outro
subgrupo (Vivaxhigh) há predominância de indivíduos com parasitemias mais altas,
maior grau de trombocitopenia, linfopenia, ativação/disfunção endoteliais, produção
de citocinas pró-inflamatórias e um maior estado pró-coagulante, o que indica um
potencial de agravamento da doença nesses indivíduos.
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endoteliais, coagulação e citocinas pró-inflamatórias (Figura 12). Esse subgrupo de 

pacientes denominamos de grupo, ou pool, de pacientes Vivaxlow. Por outro lado, o 

segundo subgrupo de pacientes apresenta um perfil de resposta bastante diferente em 

relação aos indivíduos controle e claramente mais intenso em relação ao subgrupo de 

pacientes Vivaxlow. Esse subgrupo de pacientes denominamos de grupo, ou pool, de 

pacientes Vivaxhigh. Nesse subgrupo há predominância de indivíduos com parasitemias 

mais altas, maior grau de trombocitopenia, linfopenia, ativação/disfunção endoteliais, 

um maior estado pró-coagulante e produção de citocinas pró-inflamatórias (Figura 12).  

 

 
  

Figura 11. Análise dos componentes principais dos parâmetros analisados para os 
indivíduos controle endêmicos e pacientes com malária por P. vivax. 
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Análises ex vivo mostram
que o plasma desses
subgrupos de pacientes
induz, diferencialmente,
ativação e disfunção
endoteliais, alteração da
produção de diferentes
citocinas e um fenótipo pró-
coagulante. Em conjunto,
nossos dados mostram que
há uma heterogeneidade na
intensidade das alterações
endoteliais dentre os
pacientes vivax sintomáticos,
o que pode estar associado
ao agravamento da doença
em um determinado grupo de
indivíduos e não em outro.
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correspondentes aos processos de ativação e disfunção endotelial. Ambos os pools de 

plasma dos pacientes Vivaxlow e Vivaxhigh induzem aumento da expressão do RNAm de 

Ang-2 (angiopoietina-2), marcador de ativação e diminuição da integridade endotelial, 

e por outro lado diminuem a expressão do RNAm de ADAMTS13, indicativo de um 

fenótipo pró-coagulante nessas células (Figuras 18C-F). A expressão do RNAm de 

SYNDECAN-1 e VEGF, outros marcadores de integridade vascular, não é modulada 

pelo pool de plasma dos diferentes grupos de indivíduos (Figuras 19). 
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Figura 17. Níveis de expressão de RNAm de ICAM-1 e eNOS, quantificado por RT-
qPCR, de células endoteliais estimuladas com 30% PPP por (A, C) 3h e (B, D) 6h. A 
expressão de GAPDH e células na presença apenas de meio cultura (mock) foram 
usadas como referência para a quantificação relativa. Representativo de 5 réplicas de 
dois experimentos independentes (*p < 0.05 versus pool controle; &p<0.05 versus pool 
Vivaxlow – ANOVA test). 
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