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RESUMO 

 

Menezes, M. N. Papel da IL-1α na malária experimental causada pelo 
Plasmodium chabaudi. 2018. 72f. Tese (Doutorado em: Imunologia) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 
 

A malária causa complicações envolvendo diversos órgãos, inclusive o fígado, 

onde se sabe que ocorrem inflamação e dano hepáticos, os quais contribuem 

para a severidade da doença. A interleucina (IL)-1α é uma citocina pró-

inflamatória que pertence à família da IL-1 e que pode ser produzida e liberada 

tanto por células não-hematopoiéticas, como hematopoiéticas em contextos 

como dano tecidual, infecção e doenças autoimunes em diversos órgãos. O 

presente estudo tem como objetivo avaliar a produção e o papel da IL-1α na 

imunopatogênese e na proteção durante a malária experimental. A produção 

da IL-1α foi investigada durante a inflamação e necrose no fígado em 

camundongos C57BL/6 infectados com o estágio eritrocítico do Plasmodium 

chabaudi. A fonte de IL-1α no fígado dos camundongos infectados foi 

determinada por imunofluorescência e citometria de fluxo. Camundongos IL1A-/- 

foram utilizados para avaliar o papel da IL-1α neste contexto. Durante a 

infecção aguda com o P. chabaudi, a inflamação hepática e o desenvolvimento 

das lesões necróticas são acompanhados pelo aumento nos níveis de IL-1α no 

fígado, que ocorre de forma independente do inflamassoma NLRP3 (Nod-like 

receptor protein 3). Os neutrófilos foram identificados como sendo a fonte de 

IL-1α no fígado dos camundongos C57BL/6 infectados. De forma sistêmica, a 

deficiência em IL-1α resultou numa diminuição da perda de peso e da 

hipotermia causados pela malária, mas teve um efeito menos significativo no 

controle da parasitemia. No fígado, a ausência de IL-1α reduziu o número de 

células TUNEL+, atenuando a necrose induzida pela infecção. A melhora no 

dano hepático nos camundongos IL1A-/- infectados está associada com uma 

menor resposta inflamatória em comparação aos camundongos C57BL/6 

infectados, incluindo uma menor produção do TNF-α (Tumor necrosis factor 

alpha), citocina associada à apoptose de hepatócitos e, consequentemente, à 

necrose do tecido hepático durante a malária causada pelo P. chabaudi. 

Apesar de exercer um importante papel na imunopatogênese do dano e 



 
 

inflamação do fígado durante a fase eritrocítica da infecção pelo P. chabaudi, a 

ausência da IL-1α não impediu a proteção conferida pela presença das formas 

eritrocíticas contra a reinfecção com esporozoítos. Em conclusão, neutrófilos 

produzem IL-1α no fígado durante a fase aguda da malária causada pelo P. 

chabaudi. Esta citocina amplifica a resposta inflamatória à infecção e promove 

a necrose hepática, assim como exacerba a perda de peso e a hipotermia. 

 

Palavras-chave: Malária. IL-1alfa. Neutrófilos. Fígado. Inflamação. 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Menezes, M. N. Role of IL-1α in experimental P. chabaudi malaria. 2018. 

72p. Ph. D. thesis (Immunology) – Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

 

Malaria causes complications involving several organs, including the liver, 

where there are inflammation and damage that contribute to the disease 

severity. Interleukin (IL)-1α is a pro-inflammatory cytokine from the IL-1 family 

that can be released by non-hematopoietic or hematopoietic cells during tissue 

damage, infection and autoimmune diseases in different organs. The present 

study aims to evaluate the production and the role of IL-1α in the 

immunopathogenesis and in the protection during experimental malaria. IL-1α 

production was assessed during hepatic inflammation and necrosis in C57BL/6 

mice infected with blood stages of Plasmodium chabaudi. The source of IL-1α in 

the liver of infected mice was determined by immunofluorescence and flow 

cytometry analyses. IL1A-/- mice were used to assess the role of IL-1α in this 

context. During acute P. chabaudi infection, hepatic inflammation and 

development of necrotic lesions were accompanied by an increase in IL-1α 

levels in the liver, which occurred independently of the Nod-like receptor protein 

3 (NLRP3) inflammasome. Neutrophils were identified as the source of IL-1α in 

the liver of infected C57BL/6 mice. Systemically, IL-1α deficiency resulted in 

reduction of weight loss and hypothermia caused by P. chabaudi malaria, but 

had minor effect on parasitemia control. In the liver, the absence of IL-1α 

reduced the number of TUNEL+ cells and attenuated the necrotic process 

induced by infection. The amelioration of liver damage in infected IL1A-/- mice 

was associated with lower inflammatory response compared to infected 

C57BL/6 mice, in particular with a decrease in tumor necrosis factor alpha 

(TNF-α) production, which has been directly implicated in the apoptosis of 

hepatocytes and, in consequence, the necrosis of the liver tissue during P. 

chabaudi malaria. Despite the important role in liver damage and inflammation 

immunopathogenesis during the blood-stage P. chabaudi infection, the absence 

of IL-1α did not impair the protection conferred by blood stages against 

sporozoite reinfection. This study shows that neutrophils produce IL-1α in the 



 
 

liver during acute P. chabaudi malaria. This cytokine amplifies the inflammatory 

response to infection and promotes liver necrosis, as well as exacerbates the 

weight loss and hypothermia. 

Keywords: Malaria. IL-1alpha. Neutrophils. Liver. Inflammation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 As citocinas da família IL-1 

  A descoberta das citocinas da família IL-1 se inicia antes mesmo do 

termo interleucina existir. Entre os anos 1950 e 1970, muitos estudos 

buscavam identificar uma proteína produzida por leucócitos, capaz de 

promover a febre, que foi inicialmente chamada de pirógeno endógeno [1-3]. 

Apenas em 1984, as sequências de dois diferentes pirógenos foram 

determinadas e foram então identificadas como IL-1α e IL-1β [4, 5]. A síntese 

de proteínas recombinantes destas moléculas permitiu confirmar o papel delas 

na indução da febre e de diversas outras funções biológicas durante a resposta 

imune aguda. 

Atualmente, a família IL-1 abrange 11 citocinas, incluindo IL-18 e IL-33. 

A estrutura gênica dos membros desta família é altamente conservada, 

sugerindo que tenham sido originadas a partir da duplicação de um gene 

ancestral comum [6]. Apenas o gene que codifica o IL-1Ra (IL-1 receptor 

antagonist) apresenta uma sequência de peptídeo sinal para secreção pela via 

clássica do retículo endoplasmático e complexo de Golgi [7]. Os mecanismos 

de secreção das demais citocinas da família da IL-1 por células vivas ainda não 

são bem estabelecidos e são alvos de diversos estudos. Recentemente, foi 

descrito que uma proteína chamada gasdermina D forma um poro pelo qual a 

IL-1β é secretada após a ativação de macrófagos por agonistas do 

inflamassoma NLRP3 [8]. Os receptores das citocinas da família IL-1 

apresentam uma porção intracelular composta pelo domínio TIR (Toll/IL-1R), 

que recruta a molécula adaptadora MyD88 (Myeloid differentiation primary 

response 88), assim como as vias de sinalização dos TLRs (Toll-like receptors) 

[7, 9, 10]. O papel das citocinas da família da IL-1 na resposta imune torna-se 

então, claro, já que esta sinalização culmina na ativação das vias do NF-κB 

(Nuclear factor kappa B) e da MAPK (Mitogen-activated protein kinase) [11, 12]. 

IL-1α e IL-1β são as principais citocinas desta família e embora sejam 

reconhecidas pelo mesmo receptor, possuem diferenças quanto à sua 

produção, liberação e atividade. Ambas são produzidas em sua forma 
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precursora que pode ser clivada por diferentes proteínas. Enquanto a IL-1β 

necessita ser clivada pela caspase-1 para tornar-se biologicamente ativa, a 

forma não clivada da IL-1α já é capaz de ligar-se ao IL-1R (IL-1 receptor) e 

exercer seu papel biológico [13]. 

 

1.1.1 Produção e liberação da IL-1α 

A IL-1α é expressa de forma constitutiva no interior das células, mesmo 

em homeostase, possuindo um papel ativo no núcleo como regulador da 

transcrição, mas também atuando fora da célula na imunidade e inflamação. A 

forma precursora da IL-1α contém uma sequência de localização nuclear que 

se liga ao DNA após a translocação para o núcleo em resposta à sinalização 

de TLR4 ou indução de apoptose  [14, 15]. Células não-hematopoiéticas, como 

células epiteliais do trato gastrointestinal, rim e pulmão, além de queratinócitos, 

hepatócitos e fibroblastos podem produzir IL-1α e ter sua expressão 

aumentada em situações de inflamação [16-20]. Além disso, muitos leucócitos 

também já foram descritos como produtores de IL-1α em diferentes modelos 

experimentais. Em modelos de inflamação estéril no fígado, sabe-se que a IL-

1α produzida pelas células de Kupffer é essencial para promover a inflamação 

após o dano tecidual [21, 22]. Células da microglia também produzem IL-1α 

durante a isquemia, sendo esta citocina responsável por iniciar o processo de 

inflamação no cérebro [23]. No entanto, a produção de IL-1α por células 

hematopoiéticas não se restringe aos macrófagos. Linfócitos T CD4+ 

expressam IL-1α de forma independente da sua diferenciação em Th1 ou Th2 

[24]. Por fim, neutrófilos também produzem IL-1α, a qual inicia o processo 

inflamatório e recruta ainda mais neutrófilos para o sítio de inflamação estéril 

[25]. 

A indução da expressão de IL-1α ocorre rapidamente em resposta a 

diferentes estímulos fisiológicos ou patológicos. O stress oxidativo parece 

aumentar a expressão da IL-1α através da elevação das concentrações de 

H2O2 ou em situações de hipóxia, podendo ser dependente ou não do HIF-1 

(Hipoxia-inducible factor 1) [26, 27]. O hormônio estradiol é capaz de induzir a 

expressão de IL-1α em fibroblastos, podendo estar relacionado à maior 
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incidência de artrite reumatóide em mulheres do que em homens [28]. Agentes 

que causam dano no DNA, como radiação ultravioleta e agentes químicos, 

também são capazes de aumentar a expressão e liberação de IL-1α, mesmo 

sem perda de integridade da membrana celular [29-31]. Por fim, diferentes 

fatores da resposta imune também são capazes de modular a expressão de IL-

1α. Embora muitos modelos estabeleçam a IL-1α como iniciadora do processo 

inflamatório, sabe-se que a ativação de NF-κB, a partir da sinalização de 

receptores como TLR, IL-1R ou o TNFR (TNF receptor), é capaz de induzir o 

aumento da expressão de IL-1α. A própria IL-1α, através de uma sinalização 

autócrina, aumenta a sua produção, resultando em um ciclo de amplificação da 

inflamação [32, 33]. Além disso, patógenos, como a bactéria Legionella 

pneumophila, podem diretamente ativar a produção de IL-1α em macrófagos, 

sendo esta produção essencial para o desenvolvimento da resposta 

inflamatória contra a bactéria [34]. Da mesma forma, a combinação da 

Mycobacterium tuberculosis atenuada com TNF-α promove a elevação da 

expressão de IL-1α em células epiteliais do pulmão [35]. 

A liberação da IL-1α pode dar-se de forma ativa ou passiva, uma vez 

que está presente no núcleo e citoplasma das células. Além disso, a forma 

precursora da IL-1α pode ser encontrada ligada à membrana através de 

interações do tipo lectina [36]. Esta forma foi identificada em macrófagos e é 

capaz de ativar linfócitos T e NK através do contato direto entre as células [37, 

38]. Atualmente sabe-se que muitas células, como fibroblastos, monócitos e 

células endoteliais, também são capazes de expressar IL-1α associada à 

membrana em resposta ao stress ou infecção, exercendo um papel importante 

na resposta inflamatória local através de uma sinalização justácrina entre as 

células [39-41]. A polarização de células T para o perfil Th17 também parece 

ser influenciada por esta forma da IL-1α [42]. Os mecanismos pelos quais a 

liberação ativa da IL-1α acontece estão pouco esclarecidos. O aumento do 

influxo de cálcio através do tratamento com ionomicina é capaz de promover a 

liberação da forma madura da IL-1α por macrófagos, de forma independente de 

caspase-1 [43]. Uma alternativa à via clássica de secreção para proteínas que 

não possuem o peptídeo sinal também foi proposta para explicar a secreção da 

IL-1α em resposta ao stress. A ligação da forma precursora da IL-1α a um 
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complexo multiproteico contendo cobre permite a passagem desta molécula 

pela membrana celular em uma formação denominada pelos autores como 

“glóbulo fundido”. A deleção de uma das proteínas presentes neste complexo, 

a ligante de cobre S100A13, é capaz de inibir a liberação da IL-1α após o 

stress provocado pelo calor [44, 45]. A falta de informações quanto aos 

mecanismos de liberação ativa da IL-1α reside principalmente no fato de muitos 

estudos demonstrarem a produção e secreção de IL-1α pelas células, sem 

especificar sua forma de liberação na ausência de morte celular [22, 46, 47]. 

A forma de liberação mais estudada da IL-1α tem sido a sua liberação 

passiva por células necróticas. Esta propriedade permite classificá-la como 

uma citocina de dupla função, uma vez que, além do papel clássico como 

citocina, esta molécula também pode atuar como um DAMP. Esta liberação 

passiva pode ser vista a partir da indução de necrose em hepatócitos, que 

permite a detecção de altos níveis de IL-1α no sobrenadante dos seus lisados 

[19]. A liberação da IL-1α durante a necrose reside no fato desta molécula estar 

presente no citoplasma durante este tipo de morte celular, o que parece ser um 

processo altamente controlado. Em contraste, durante a apoptose, ocorre uma 

translocação da IL-1α para o núcleo e esta se mantém ligada à cromatina, não 

podendo ser liberada [14]. A inoculação de células necróticas no peritônio é 

suficiente para gerar um recrutamento neutrofílico de forma dependente da IL-

1α [48]. Este efeito sobre o recrutamento de neutrófilos ocorre de modo 

independente de caspase-1 e o papel do inflamassoma na liberação da IL-1α 

permanece controverso. Em muitos modelos observa-se uma liberação de IL-

1α independente dos componentes do inflamassoma NLRP3 [34, 49-51], porém 

há estudos que mostram o contrário, associando a liberação de IL-1α não só à 

ativação do inflamassoma, mas também à liberação simultânea de IL-1β [52, 

53]. A gasdermina-D também parece ter um papel na liberação da IL-1α, 

mesmo sem indução da morte celular, após ativação do inflamassoma NLRP3 

[8]. No entanto, mais estudos são necessários para esclarecer se existe uma 

regulação ativa desta liberação ou se é apenas decorrente do fato do poro 

formado pela gasdermina-D (10-15 nm) ser suficiente para a passagem passiva 

da IL-1α (4,5 nm) [54, 55].  
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Outro aspecto sobre a IL-1α que permanece controverso é a diferença 

entre suas formas clivada e não clivada quanto à atividade biológica. É bem 

estabelecido que a calpaína é capaz de clivar a forma precursora da IL-1α (31 

kDa) em sua forma madura (17 kDa) por um processo dependente de cálcio 

dentro ou fora da célula [56, 57]. Além disso, outras moléculas parecem ser 

capazes de exercer esse papel, como é o caso da granzima-B, elastase e 

quimase  [58]. A forma madura resultante da clivagem da IL-1α por estas 

proteases induz maiores níveis de IL-6 e IL-8 em células HeLa quando 

comparada à forma não-clivada usada como estímulo in vitro [58]. No entanto, 

os sítios de clivagem da IL-1α por cada uma destas moléculas é diferente, 

gerando formas maduras distintas que podem justificar a diferença na atividade 

biológica. Por outro lado, também já foi demonstrado em linhagem de células 

epiteliais e em células mononucleares do sangue periférico que os tratamentos 

com as proteínas recombinantes das formas precursora ou clivada da IL-1α 

induzem níveis similares de TNF-α e IL-6 in vitro [13]. A liberação da forma 

precursora da IL-1α é suficiente para induzir inflamação em modelos de 

hipóxia, o que é revertido com a utilização do antagonista do receptor IL-1R, 

demonstrando, portanto, o papel biológico da molécula íntegra [25].  

 

1.1.2 Funções biológicas da IL-1α 

Os trabalhos que visam avaliar o papel da IL-1α em diferentes contextos 

raramente distinguem qual forma da molécula (clivada ou não) está sendo 

estudada. De uma forma geral, é atribuída uma função pró-inflamatória à 

molécula, independente do seu processamento. O papel da IL-1α como 

iniciadora da inflamação estéril tem sido amplamente estudado devido à 

sinalização de dano celular exercida por ela. Em modelos de hipóxia, onde as 

células que não recebem oxigênio acabam morrendo por necrose, o acúmulo 

de IL-1α e o consequente recrutamento de neutrófilos antecede a produção de 

IL-1β e posterior recrutamento de monócitos [25]. No cérebro isquêmico, 

também se verifica um aumento precoce da expressão de IL-1α [23]. Além 

disso, plaquetas ativam o endotélio, via sinalização de IL-1α, que passa a 

produzir CXCL1 e expressar moléculas de adesão que permitem a infiltração 

de neutrófilos [59]. Camundongos IL-1α-/- ou o tratamento com anticorpos 
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neutralizantes anti-IL-1α são capazes de inibir a resposta imune após a injúria 

isquêmica em modelo de infarto de miocárdio [60]. O mesmo é verdade em 

modelos de colite, em que camundongos deficientes para IL-1α, ou com uma 

deleção específica da IL-1α em células epiteliais do cólon, exibem uma colite 

mais moderada após indução da doença por sulfato de sódio dextrana (DSS) 

[16]. 

O dano hepático causado por diferentes fatores tem sido um modelo 

muito utilizado para avaliar o papel da IL-1α.  É consenso entre todos os 

trabalhos que a sinalização desencadeada pela IL-1α é fundamental para o 

processo inflamatório que ocorre em resposta ao dano hepático estéril, 

independente do agente causador da injúria [21, 22, 61-64]. Já o significado 

biológico desta inflamação induzida por IL-1α para a patologia em estudo pode 

variar de acordo com o modelo. A IL-1α liberada por hepatócitos necróticos 

parece atuar nas células de Kupffer, induzindo a produção de IL-6 por estas 

células, que contribui para a tumorigênese no fígado [19]. No entanto, a 

superexpressão da forma ligada à membrana da IL-1α induz o aumento do 

número de linfócitos T infiltrados no fígado, além de elevar a produção de IFN-γ 

(Interferon-gamma) e a atividade citotóxica de linfócitos T CD8+ e células NK, o 

que contribui significativamente para o controle do hepatocarcinoma [38]. 

Durante o dano hepático causado por tetracloreto de carbono, foi demonstrado 

que as diferentes formas da IL-1α também podem produzir diferentes efeitos. 

Enquanto a forma ligada à membrana protege o animal do dano hepático, a 

forma secretada agrava o quadro. Neste caso, a forma secretada é capaz de 

ativar linfócitos T CD4+ e T CD8+, induzir a produção de IL-6, além de aumentar 

o recrutamento de células mieloides para o fígado, através da produção das 

quimiocinas CXCL5 e CCL2 [65]. A administração de tunicamicina em 

camundongos causa uma esteatohepatite induzida por stress do retículo 

endoplasmático. Neste modelo, a IL-1α, além de induzir a produção de TNF-α, 

IL-6 e IL-1β, também influencia na ativação de caspase-3 em hepatócitos, 

agravando o dano hepático [63]. Já na esteatohepatite causada por dieta 

aterogênica, a deficiência de IL-1α protege os animais da inflamação e fibrose 

hepática, com redução nos níveis das já citadas citocinas pró-inflamatórias e da 

amilóide A sérica. No entanto, transplantes com células da medula óssea 
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nestes animais não permitiram concluir se a IL-1α iniciadora do processo 

inflamatório provém dos hepatócitos ou das células de Kupffer [21, 61]. A 

presença do IL-1R nos hepatócitos é fundamental para o desencadeamento da 

falência hepática aguda, influenciando na sobrevivência de animais tratados 

com D-galactosamina e lipopolissacarídeo (LPS) [64]. Neste modelo, ambas IL-

1α e IL-1β são importantes para o dano hepático [62], atuando sobre o 

hepatócito e promovendo o aumento da ativação de NF-κB e da apoptose 

mediada por caspase-3 [64]. A administração de IL-1α em cultura de 

hepatócitos in vitro exacerba a morte celular induzida por TNF-α, além de in 

vivo, ser suficiente para aumentar os níveis das enzimas alanina 

aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) em camundongos 

tratados com D-galactosamina (D-gal) e LPS [64]. Por fim, no modelo clássico 

de dano hepático induzido por acetaminofeno (APAP), a ativação do 

inflamassoma NLRP3 e a produção de IL-1β parecem ser dispensáveis, 

enquanto a inibição da IL-1α promove a sobrevivência dos animais e reduz o 

recrutamento de neutrófilos, que atuam amplificando a inflamação e o dano 

tecidual. Além disso, neste caso, as células de Kupffer parecem ser a principal 

fonte de IL-1α após ativação via MyD88 [22]. 

A IL-1α atua na indução da inflamação tecidual não apenas em modelos 

de inflamação estéril, mas também em resposta a diferentes patógenos. Em 

infecções fúngicas, a IL-1α possui um papel fundamental para a resposta 

neutrofílica, ajudando no controle do crescimento do fungo. Enquanto na 

mucosa oral, os queratinócitos são responsáveis pela produção de IL-1α, os 

monócitos assumem este papel no pulmão. O recrutamento de neutrófilos 

parece ser dependente da produção de CXCL1 induzida pela IL-1α e, além 

disso, a produção de GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony stimulating 

factor) e a geração de novos neutrófilos da medula óssea também é 

influenciada pela sinalização do IL-1R [50, 66]. No pulmão, também foi 

demonstrado que, além dos monócitos, células dendríticas são capazes de 

produzir IL-1α em resposta à infecção com M. tuberculosis [67]. A deficiência 

de IL-1α neste modelo resulta na falta de controle da bactéria a nível 

intracelular, levando à mortalidade precoce dos animais infectados, mesmo na 

presença da imunidade adaptativa contra a bactéria [35]. O infiltrado de células 
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mononucleares no pulmão após infecção com a M. tuberculosis é maior na 

ausência do IL-1α, no entanto, o contrário acontece para a população 

polimorfonuclear [35]. De modo similar, a infecção com a bactéria L. 

pneumophila leva a um recrutamento neutrofílico precoce no pulmão que 

acontece de forma dependente da IL-1α [34]. Além deste papel protetor contra 

infecções bacterianas, a IL-1α também atua em infecções virais, conferindo 

imunidade protetora a animais infectados com o vírus HSV-1 (Herpes simplex 

vírus 1) [51]. Atua também na formação dos centros germinativos do tecido 

linfóide induzido associado ao brônquio após infecção com o vírus influenza A, 

provavelmente através da indução de CXCL13, uma quimiocina que recruta 

linfócitos B [68]. Após a vacinação com a forma atenuada do vírus, a morte 

celular de macrófagos resulta na liberação da IL-1α, a qual inicia uma cascata 

inflamatória essencial para a ativação das células dendríticas e posterior 

produção de anticorpos antivirais [69]. 

Em relação às infecções causadas por protozoários, ainda há poucos 

estudos avaliando a função da IL-1α na resposta imune a estes patógenos. 

Sabe-se que durante a infecção por Leishmania major em camundongos 

BALB/c, a deficiência de IL-1α melhora a sobrevida dos animais ao reduzir a 

inflamação que piora as lesões induzidas pelo parasito [70]. No entanto, a 

produção de IL-1α por células dendríticas retiradas de camundongos BALB/c 

em resposta à L. major é significativamente menor do que a produção por 

células dendríticas de C57BL/6, o que levou a acreditar que a IL-1α poderia ser 

um dos mecanismos de resistência dos animais C57BL/6 à infecção por este 

protozoário. De fato, o tratamento de camundongos BALB/c com IL-1α reduziu 

significativamente as lesões, aumentou a produção de citocinas do perfil Th1 e 

diminuiu a produção de citocinas do perfil Th2 de modo dependente de IL-12 

[71]. No entanto, a infecção de animais C57BL/6 IL-1αβ-/- com L. major não 

alterou o fenótipo de resistência dos camundongos C57BL/6 [72], indicando 

que talvez diferentes mecanismos regulem a susceptibilidade entre diferentes 

linhagens de camundongos. O tratamento de células HeLa infectadas pelo 

Toxoplasma gondii com IL-1α leva ao aumento da produção de IL-8 e a 

ativação de NF-κB nestas células [73]. Além disso, sabe-se que os monócitos 

inflamatórios essenciais no controle da doença cerebral causada pelo T. gondii 



24 
 

são células produtoras de IL-1α [74]. No modelo de malária murina causada 

pelo Plasmodium berghei, uma glomerulonefrite é bem caracterizada e a 

participação do IL-1α na patogênese deste processo parece ser fundamental 

[75]. Além disso, sabe-se que a administração de hemozoína sintética na 

cavidade peritoneal de camundongos é capaz de induzir a produção de IL-1α 

[76], embora os efeitos desta IL-1α não tenham sido avaliados. 

 

1.2  Aspectos gerais da malária 

A malária é uma doença parasitária que atinge países tropicais e 

subtropicais, com muitas áreas sendo consideradas endêmicas para a doença. 

Segundo levantamento da Organização Mundial da Saúde, a situação da 

doença no ano de 2016 consiste em uma estimativa de mais de 200 milhões de 

casos em todo o mundo, com cerca de 450 mil mortes, sendo que 78% destas 

acometem crianças abaixo dos cinco anos de idade. Na região das Américas, a 

transmissão da malária ocorre em 18 países e mais de 120 milhões de pessoas 

estão sob algum risco de contrair a doença. Além disso, somente o Brasil é 

responsável por 18% dos casos nesta região [77]. 

    A doença é desencadeada por protozoários pertencentes ao filo 

Apicomplexa e ao gênero Plasmodium e atualmente são descritas cinco 

espécies capazes de infectar humanos: Plasmodium falciparum, Plasmodium 

malariae, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi [78]. A 

transmissão da doença ocorre por meio de mosquitos do gênero Anopheles 

infectados com o parasito [79]. A infecção inicia-se no momento em que a 

fêmea do Anopheles, que possui hábito hematófago, realiza o repasto 

sanguíneo e inocula, juntamente com sua saliva, os esporozoítos, formas 

infectantes do parasito, que alcançam a corrente sanguínea do hospedeiro. 

Alguns minutos depois, os esporozoítos alcançam os hepatócitos, invadindo-os 

e iniciando a fase pré-eritrocítica do seu ciclo biológico. Uma vez dentro do 

hepatócito, o esporozoíto se diferencia em trofozoíto pré-eritrocítico que irá 

iniciar a reprodução assexuada por esquizogonia. Formam-se, então, os 

esquizontes teciduais, que liberam os merossomos na corrente sanguínea, os 

quais, após romperem-se, liberam milhares de merozoítos [80]. A invasão dos 
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eritrócitos pelos merozoítos caracteriza o início da fase eritrocítica do ciclo de 

vida do Plasmodium. No interior do eritrócito, o parasito volta a realizar 

sucessivas divisões dando origem ao esquizonte. O eritrócito se rompe pela 

ação do parasita e libera novos merozoítos que irão infectar novos eritrócitos. 

Alguns dias após as primeiras manifestações clínicas da doença, uma pequena 

porção dos merozoítos diferenciam-se em gametócitos masculinos e femininos, 

que uma vez ingeridos pelo mosquito em um novo repasto sanguíneo, darão 

início à fase sexual do ciclo de vida do parasito no interior do mosquito.  

 Em regiões endêmicas para a malária, crianças em idade mais 

avançada e adultos adquirem proteção contra a doença grave, embora a 

imunidade estéril nunca seja adquirida [81]. Sabe-se que estes indivíduos 

podem ser infectados diversas vezes, desenvolvendo um fenômeno chamado 

de superinfecção. Através da utilização do modelo murino de malária, foi 

demonstrado que o desenvolvimento da fase hepática da infecção é 

significativamente inibido pela presença da fase eritrocítica do Plasmodium sp., 

de forma que os parasitas decorrentes de uma infecção secundária de 

esporozoítos nunca alcancem o sangue [82]. O mecanismo proposto para 

explicar essa proteção é baseado na distribuição de ferro regulada pelo 

hormônio hepcidina. Na presença do estágio eritrocítico do Plasmodium sp., a 

disponibilidade de ferro nos hepatócitos é reduzida, consequentemente, 

comprometendo o desenvolvimento das formas hepáticas do Plasmodium sp. 

[82]. Embora a hepcidina seja uma molécula chave neste processo, alguns 

aspectos desta proteção permanecem sem explicação e o papel do sistema 

imune não pode ser totalmente descartado.  

 

1.2.1 Imunopatogênese da malária 

A ruptura dos eritrócitos que contêm os esquizontes durante a fase 

eritrocítica do ciclo do Plasmodium é tipicamente acompanhada por febre, 

náuseas, dores de cabeça e outros sintomas de uma resposta sistêmica de 

citocinas pró-inflamatórias oriundas, principalmente, das células do sistema 

imune inato [83]. Isto se deve ao fato de que a ruptura destes eritrócitos libera 

na corrente sanguínea os componentes bioativos do parasito, além de 
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moléculas próprias do hospedeiro contidas nos eritrócitos, que entram em 

contato com as células do sistema imune desencadeando respostas 

imunológicas exacerbadas. Muitos estudos com pacientes têm demonstrado 

associações entre a forma grave da malária e altos níveis de citocinas pró-

inflamatórias, como TNF, IL-1β, IL-6 e IFN-γ, assim como as quimiocinas CCL3 

(MIP-1α) e CCL4 (MIP-1β) [84, 85]. Entretanto, esta resposta inflamatória 

também é importante para a proteção contra a doença, como, por exemplo, no 

caso do TNF-α atuando em sinergia com o IFN-γ num papel antiparasitário ao 

induzir a produção de óxido nítrico (NO) e outros radicais tóxicos [86]. A 

resposta de citocinas como TGF-β (Transforming growth factor beta) e IL-10 é 

essencial para regular essa resposta pró-inflamatória em diferentes momentos, 

já que altos níveis destas citocinas no início da infecção podem comprometer 

os mecanismos efetores e baixos níveis tardiamente podem não controlar a 

cascata inflamatória de citocinas e resultar na doença grave [87]. 

As infecções humanas pelas diferentes espécies de Plasmodium podem 

gerar complicações que atingem diferentes órgãos aumentando a severidade 

da doença. Durante a fase eritrocítica do ciclo, a expressão de determinadas 

moléculas do parasito na superfície do eritrócito infectado faz com que esta 

célula possa aderir ao endotélio de tecidos periféricos. Este é considerado um 

mecanismo de evasão do Plasmodium para que ele evite a destruição durante 

a passagem do eritrócito parasitado pelo baço [88]. O P. falciparum tem sido a 

espécie mais estudada em relação a este fenômeno, embora mais 

recentemente alguns estudos têm mostrado que o mesmo pode ocorrer em 

infecções com o P. vivax [89-91]. A capacidade de citoadesão do parasito está 

relacionada com a severidade da doença decorrida da infecção, uma vez que a 

presença de eritrócitos parasitados aderidos ao endotélio vascular pode levar à 

obstrução do fluxo sanguíneo nos capilares, à ativação endotelial e à 

inflamação nos tecidos [92]. A presença de eritrócitos parasitados no cérebro é 

altamente associada com o desenvolvimento da malária cerebral em indivíduos 

infectados com o P. falciparum [93]. A malária cerebral é a forma mais grave de 

manifestação da doença responsável por grande parte da mortalidade 

decorrente da malária. Sabe-se ainda que os eritrócitos parasitados podem 

aderir aos pulmões, fígado, pele, rins e placenta, causando complicações 
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nestes tecidos em indivíduos infectados [93-96]. Sintomas de falência hepática, 

como icterícia e altos níveis de ALT e AST no soro, são frequentemente 

encontrados em pacientes com malária [97-101]. É possível encontrar no tecido 

hepático de pacientes infectados com o P. falciparum com lesões necróticas e 

células de Kupffer hiperplásicas e com pigmento malárico, hemozoína, em seu 

interior [97]. A infecção pelo P. vivax também é capaz de causar disfunções 

hepáticas [101]. Hiperbilirrubinemia (bilirrubina sérica > 3 mg/dL) juntamente 

com um aumento maior que três vezes na concentração normal de 

aminotransferases no soro caracterizam uma hepatopatia malárica [100, 102], a 

qual pode ser associada com outras complicações, como malária cerebral, 

choque e lesão renal aguda [102]. Além disso, foi proposto que a falência 

hepática aguda induzida pela malária pode estar envolvida na patogênese da 

malária cerebral [103]. 

O estudo de mecanismos imunológicos em pacientes humanos é muitas 

vezes restrito por questões éticas que impossibilitam abordagens 

experimentais. Desta forma, o uso de roedores para estudar a imunopatologia 

da malária vem sendo largamente aplicado. A infecção pelo Plasmodium 

chabaudi é considerada o principal modelo experimental para a compreensão 

da resposta imune contra a malária [104]. A infecção de camundongos 

C57BL/6 com o P. chabaudi AS causa uma malária não letal e caracterizada 

por uma esplenomegalia associada a uma ativação policlonal de linfócitos B do 

baço [105-107]. As citocinas IL-12, TNF-α e IFN-γ são produzidas em grande 

quantidade no baço, e estão presentes de forma transiente no plasma, tendo 

sido demonstrado que na ausência de IFN-γ, os camundongos apresentam 

maior dificuldade para controlar e eliminar a infecção primária [108]. Estudos 

comparativos entre animais suscetíveis e resistentes à infecção com P. 

chabaudi têm demonstrado que as respostas pró-inflamatórias parecem ser 

necessárias para o subsequente desenvolvimento da imunidade protetora 

[109]. Com a progressão da doença, grande parte dos linfócitos que foram 

ativados policlonalmente na fase aguda são eliminados por morte celular [110] 

e o subsequente desenvolvimento de anticorpos específicos e linfócitos Th1 de 

memória efetora resulta na eliminação do parasita e na proteção contra a 

reinfecção. No entanto, assim como na malária humana, a imunidade completa 
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contra a reinfecção parece não ser duradoura no modelo do P. chabaudi. Isso 

parece ser devido ao declínio da resposta de células Th1 de memória e ocorre 

mesmo na presença de altos níveis de anticorpos específicos [111], sendo 

restaurada como o tratamento com doses baixas de IFN-γ [112].  

Os modelos experimentais de malária reproduzem muitos dos aspectos 

patogênicos encontrados na malária humana. O P. berghei tem sido 

amplamente utilizado para avaliar aspectos imunopatológicos por causar 

malária cerebral e lesão pulmonar aguda em camundongos C57BL/6 e malária 

placentária em camundongos BALB/c [113-115]. Na infecção pelo P. chabaudi 

é possível observar a aderência de eritrócitos parasitados ao endotélio vascular 

em órgãos como baço, fígado, pulmão e placenta, o que pode levar a 

complicações da doença como dano tecidual nestes órgãos e malária 

placentária [104, 116, 117]. A necrose hepática, o infiltrado de leucócitos e o 

aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias no fígado podem 

influenciar na resposta à doença causada pelas infecções com os estágios 

eritrocíticos dos Plasmodium yoelli, P. chabaudi e P. berghei [116, 118-121]. A 

hemólise intravascular decorrente da infecção pelo P. yoelli tem sido implicada 

no dano hepático através do stress oxidativo induzido pelo acúmulo do 

grupamento heme livre na circulação. Este stress oxidativo leva à produção de 

TNF-α e ao recrutamento de neutrófilos que parecem estar relacionados com a 

lesão hepática decorrente da infecção [122]. A expressão e a atividade da 

heme oxigenase-1 (HO-1), enzima que cataboliza o heme livre, encontram-se 

aumentadas após a eliminação do P. yoelli e isto parece estar relacionado com 

o restabelecimento da função hepática após o dano [123]. Já a necrose 

hepática causada pelo P. berghei parece ser regulada positivamente pela 

sinalização do MyD88 e da IL-12 e negativamente pela enzima óxido nítrico 

sintase (iNOS) [124-126], além de ser dependente da presença do parasito na 

circulação [127]. O acúmulo de eritrócitos parasitados pelo P. chabaudi ocorre 

preferencialmente no fígado e pode ser modulado pelo sistema imune do 

hospedeiro, uma vez que a deficiência de IL-10 é capaz de aumentar este 

fenômeno [128, 129]. Além disso, a presença do parasito no fígado está 

diretamente relacionada com a ocorrência do dano hepático e inflamação 

tecidual [129, 130]. Assim como para o P. yoelli, a HO-1 exerce um papel 
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importante na proteção ao dano hepático após infecção pelo P. chabaudi. 

Camundongos deficientes em HO-1 desenvolvem uma falência hepática fatal. 

A expressão da HO-1 protege os hepatócitos da morte celular induzida por 

TNF-α na presença do grupamento heme livre [131]. De modo semelhante, a 

IL-22 também possui um papel protetor contra o dano hepático, reduzindo em 

até 50% a mortalidade dos animais, sem afetar a parasitemia e alterações de 

temperatura dos animais infectados pelo P. chabaudi [132]. Um fator que 

promove a necrose hepática neste mesmo modelo é a infiltração de neutrófilos 

no fígado, possivelmente após a ativação pelo IFN do tipo I [133], embora o 

mecanismo pelo qual estes neutrófilos atuam não tenha sido estabelecido. 

Muitos aspectos da imunopatogênese da malária vêm sendo esclarecidos com 

o uso de modelos animais e a participação de citocinas nestes processos é um 

achado recorrente. No entanto, o papel da IL-1α na malária ainda é pouco 

estudado e a participação desta citocina na resposta imune e na patogênese 

causada pela infecção pelo Plasmodium ainda é algo a ser estabelecido.  
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2.   OBJETIVOS 

 

2.1  Objetivo geral 

Avaliar a produção e o papel da IL-1α na resposta imunológica e na 

patogênese da malária experimental causada pela infecção de camundongos 

com o estágio eritrocítico do P. chabaudi (cepa AS). 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Caracterizar a necrose e inflamação no fígado que ocorrem no modelo 

de infecção pelo P. chabaudi em camundongos C57BL/6. 

 Detectar a produção de IL-1α no fígado e em outros órgãos durante a 

fase aguda da infecção. 

 Determinar a população celular responsável pela produção de IL-1α no 

fígado durante a infecção. 

 Avaliar o papel da IL-1α de forma sistêmica na resposta à malária 

causada pelo P. chabaudi. 

 Avaliar o papel da IL-1α no fígado durante a fase aguda da infecção. 

 Investigar se a IL-1α exerce algum papel na proteção contra a reinfecção 

com esporozoítos na presença de uma infecção eritrocítica com o P. 

chabaudi. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Camundongos, parasitos e infecção 

Camundongos machos C57BL/6 (Jackson Laboratory, EUA), IL1A-/- 

(Jackson Laboratory), NLRP3-/- (Genentech, EUA) e CASP1-/- (Jackson 

Laboratory), com 6 a 8 semanas de idade, foram criados em condições 

“specific pathogen free” no biotério de camundongos do Departamento de 

Imunologia da Universidade de São Paulo.  

Como o ciclo de reprodução assexuada dos parasitas depende do ciclo 

circadiano do hospedeiro, os camundongos foram mantidos em ciclo invertido 

de claro/escuro por pelo menos 15 dias antes da infecção para que a 

manipulação dos animais seja feita em um período próximo à invasão 

eritrocítica [134]. A manutenção do P. chabaudi (cepa AS) foi realizada como 

descrito anteriormente [135]. Os camundongos foram infectados por via 

intraperitoneal (i.p.) com 1 x 106 eritrócitos parasitados.  

 

3.2 Parasitemias e análises de parâmetros clínicos 

As parasitemias foram monitoradas através de esfregaços sanguíneos 

corados com Giemsa. A variação do peso corporal foi determinada em relação 

ao peso do dia 0 utilizando uma balança analítica (Sartorious, EUA). A 

temperatura corporal foi medida com um termômetro digital (Kent Scientific Co, 

EUA). A concentração de hemoglobina no sangue foi quantificada utilizando-se 

o kit colorimétrico para detecção de hemoglobina no sangue total da Doles 

Reagentes (Goiânia, GO, Brasil). 

 

3.3 Análises histopatológicas 

Os camundongos foram eutanasiados e os fígados foram retirados de 

animais infectados e controles não infectados. Seções do fígado foram fixadas 

em formalina 10% por 24 horas em temperatura ambiente. Os órgãos fixados 

foram embebidos em parafina, seccionados (5 µm), e corados com 

hematoxilina e eosina (H&E). Análises histológicas foram realizadas por uma 
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patologista sem conhecimento dos grupos experimentais em um microscópio 

Leica DM2000 (Leica, EUA) acoplado a uma câmera Leica MC170. 

O score atribuído às lesões hepáticas é feito a partir da análise de 

múltiplos parâmetros (adaptado de [136]), incluindo (i) infiltrado cellular 

inflamatório (tipo celular, distribuição e severidade) e (ii) mudanças celulares 

(necrose, lipidose, hipertrofia, distribuição e severidade). O score de severidade 

varia de 0 a 4 (0, ausente; 1, mínimo; 2, suave; 3, moderado; 4, acentuado), 

resumido na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Esquema de classificação para lesões hepáticas 

 

 

3.4 Imunofluorescência 

Seções do fígado foram retiradas e fixadas em paraformaldeído 4% por 

12 horas. Cortes com 5 µm de espessura foram feitos em criostato CM3050S 

(Leica). A etapa de bloqueio e permeabilização foi realizada incubando os 

cortes por 1 hora com PBS BSA 1% + 0,3% Triton-X em temperatura ambiente. 

Em seguida foi realizada uma incubação em câmara úmida com os seguintes 

anticorpos diluídos em PBS: anti-IL-1α FITC (ALF-161), anti-Ly6G PE (IA8), 

anti-CD45 APC (30-F11), por 4 horas, a 4 °C. Todos os anticorpos foram 

obtidos da eBioscience (Thermo Fisher, EUA) A marcação com faloidina-

rodamina foi realizada posteriormente em temperatura ambiente, por 30 

minutos. Os cortes foram montados com Fluoromount-G (Southern 

Biotechnologies, EUA) contendo DAPI. As imagens foram obtidas em 

microscópio confocal LSM 780 (Zeiss, Alemanha) e as análises foram feitas 

com o software ImageJ (NIH, EUA).  

 

3.5 Análises bioquímicas do plasma 

Severity 
Proportion of liver 

affected 
Score Quantifiable finding* 

Minimal very small amount 1 1-2 foci 

Mild or slight/ few small amount 2 3-6 foci 

Moderate or several medium amount 3 7-12 foci 

Marked or many large amount 4 >12 foci, coalescing 
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Os níveis de ALT e AST no plasma foram medidos utilizando o 

analisador bioquímico Catalyst One (Idexx Laboratories, EUA). Os níveis de 

lactato desidrogenase (LDH) no plasma foram medidos no equipamento 

Beckman Coulter AU 680 (Beckman Coulter, EUA). 

 

3.6 Suspensões de células 

Os camundongos foram eutanasiados e foi realizada uma perfusão pelo 

coração com 10 ml de PBS. Fígado e baço foram retirados, pesados e 

processados para obtenção das células. O fígado foi picotado em pedaços 

menores que foram imersos em 5 ml de meio de digestão, contendo meio 

RPMI (Thermo Fisher), 0,02% de colagenase tipo IV (Sigma, EUA) e 0,002% 

de DNAse I (Sigma), e foram colocados a 37 °C por 40 minutos. Em seguida, o 

órgão foi homogeneizado utilizando um cell strainer de 100 µm (Corning, EUA) 

em meio RPMI contendo 3% de soro fetal bovino (SFB) (Thermo Fisher). Foi 

realizada uma primeira centrifugação de 3 minutos, a 30 x g e a 4 °C. O 

sobrenadante foi recuperado e submetido a uma nova centrifugação de 10 

minutos, a 300 x g e a 4 °C. Os eritrócitos foram lisados utilizando um tampão 

de lise (40 mM NH4Cl e 4.2 mM Tris pH 7.4) por 3 minutos e depois a 

suspensão foi lavada com meio RPMI 3% SFB. Após a lavagem, as células 

foram ressuspendidas em Percoll 35% (GE Healthcare Life Sciences, 

Inglaterra), centrifugadas por 10 minutos a 360 x g e a 20°C. Após este passo, 

as células não parenquimais do fígado encontram-se no pellet, que foi lavado 

mais uma vez e ressuspendido em meio RPMI 10% SFB. O processamento do 

baço foi realizado com a maceração do órgão e posterior lavagem das células 

com meio RPMI 3% SFB. Os eritrócitos foram lisados utilizando o tampão de 

lise e as células foram lavadas novamente após este passo. Por fim, as células 

foram ressuspendidas em meio RPMI 10% SFB. 

 

3.7 Fenotipagem das células 

As células do fígado e do baço (1 x 106) foram marcadas com anticorpos 

monoclonais conjugados aos fluoróforos FITC, PE, APC, PerCP, PECy7, 

APCCy7, Pacific blue ou AmCyan com especificidade para os antígenos CD45 

(30-F11), CD4 (H129.19 or GK1.5), CD8 (53-6.7), NK1.1 (PK136), F4/80 (BM8), 
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CD11b (M1/70), CD11c (HL3), Gr1 (RBC-8C5), Ly6C (HK1.4) e Ly6G (1A8). Os 

anticorpos foram obtidos da BD Biosciences (EUA) ou da eBioscience (Thermo 

Fisher). Após lavagem as células foram marcadas com Live/Dead (Thermo 

Fisher) para determinação de viabilidade celular. As células marcadas foram 

analisadas por citometria de fluxo utilizando os citômetros FACSCanto ou 

LSRFortessa II e o software DIVA (BD Biosciences). Os dados foram 

analisados utilizando o software FlowJo v.9 (Tree Star Inc., EUA). 

 

3.8 Detecção de citocinas 

A quantificação de IL-1α e IL-β no sobrenadante do homogenato de 

fígado foi realizada por ELISA (BD Biosciences). Para detecção intracelular de 

IFN-γ, TNF-α e IL-1α, as células do fígado e do baço (1 x 106) foram cultivadas 

na presença de GolgiStop ou GolgiPlug (BD Biosciences) por 6 horas, a 37 °C. 

Após lavagem, as células foram marcadas para os marcadores de superfície 

como descrito anteriormente. As células foram posteriormente fixadas e 

permeabilizadas com o tampão Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) e marcadas 

com os anticorpos monoclonais anti-IFN-γ PE e anti-TNFα PE diluídos em 

tampão Permwash (BD Biosciences). Após lavagem, as células foram 

ressuspendidas em tampão de marcação e analisadas por citometria de fluxo 

utilizando os citômetros FACSCanto ou LSRFortessa II e o software DIVA (BD 

Biosciences). Os dados foram analisados utilizando o software FlowJo v.9. 

 

3.9 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) 

As amostras de RNA total foram extraídas a partir do fígado usando o kit 

RNeasy Mini (Qiagen. EUA). A transcrição reversa do RNA foi realizada 

utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher) 

seguindo as instruções do produtor. O cDNA resultante foi amplificado por 

reação em cadeia da polimerase (PCR) utilizando o Maxima SYBR Green/ROX 

qPCR Master Mix (Thermo Fisher) no aparelho de RT-PCR QuantStudio 3 

(Thermo Fisher). As sequências de oligonucleotídeos utilizadas na reação de 

RT-PCR são as seguintes: para IL1A, ACCTGCAGTCCATAACCCA (forward) e 

GACAAACTTCTGCCTGACGA (reverse); para TNFA, 

CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA (forward) e 



35 
 

TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC (reverse); para GAPDH, 

TGAAGCAGGCATCTGAGGG (forward) e CGAAGGTGGAAGAGTGCGAG 

(reverse); para IL6, ATGGATGCTACCAAACTGGAT (forward) e 

TGAAGGACTCTGGCTTTGTCT (reverse); para IFNG, 

TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA (forward) e 

TGGCTCTGCAGGATTTTCATG (reverse). Foi realizada uma análise 

comparativa de CT (threshold cycle) para determinar a expressão relativa do 

gene em relação ao gene endógeno GAPDH. 

 

3.10 Ensaio de TUNEL 

Seções do fígado foram congeladas em Tissue-TEK OCT (Sakura 

Finetek, EUA) na presença de 2-metilbutano em gelo seco. Cortes de 5 µm de 

espessura foram realizados em criostato. A detecção da fragmentação de DNA 

in situ foi realizada utilizando o kit DeadEnd Fluorometric TUNEL System 

(Promega, EUA) de acordo com as instruções do produtor. As imagens foram 

obtidas em microscópio invertido Nikon TiS (Nikon, Japão) e analisadas 

utilizando o software ImageJ (NIH). 

 

3.11 Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6 

utilizando os testes não-paramétricos Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. As 

diferenças entre os grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Sinais de dano hepático em diferentes modelos de malária 
experimental 

 Embora o ciclo de vida do Plasmodium sp. contenha  uma fase hepática, 

é a fase eritrocítica a responsável pelos sintomas e pelo desenvolvimento da 

doença na malária. Para demonstrar o impacto da fase eritrocítica da malária 

no fígado, foi realizado um acompanhamento da parasitemia e dos níveis das 

enzimas indicadoras de dano hepático (ALT, AST e LDH) no plasma de 

camundongos após infecção com o estágio eritrocítico de diferentes espécies 

de Plasmodium sp. de roedores. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 

1 x 106 eritrócitos infectados por P. berghei NK65, P. chabaudi ou P. yoelii e 

eutanasiados em diferentes dias pós-infecção (p.i.). As curvas de parasitemia 

diferem entre as espécies. Camundongos infectados pelo P. berghei 

apresentaram um crescimento contínuo da parasitemia durante os dias 

analisados (Figura 1). Por outro lado, os camundongos infectados pelo P. 

chabaudi e pelo P. yoelii apresentaram um pico de parasitemia nos dias 7 e 16, 

respectivamente, e após estes picos, as parasitemias começaram a diminuir 

(Figura 1). A quantificação dos indicadores de dano hepático no plasma sugere 

que ocorra dano hepático durante as infecções pelo estágio eritrocítico do 

Plasmodium sp. e que este dano possa estar relacionado com a parasitemia, 

uma vez que os maiores níveis das enzimas encontrados durante os dias 

analisados foram nos mesmos dias das maiores parasitemias para o P. berghei 

e P. chabaudi (Figura 1). Embora os níveis de ALT e AST não tenham 

aumentado no plasma dos camundongos infectados pelo P. yoelii, os níveis de 

LDH parecem se comportar da mesma forma, apresentando maior 

concentração no mesmo dia do pico de parasitemia (Figura 1). 

 

4.2 Necrose e inflamação hepáticas ocorrem durante a fase aguda da 
infecção pelo P. chabaudi 

 A infecção com o estágio eritrocítico do P. chabaudi apresentou a melhor 

correlação entre parasitemia e a presença dos indicadores de dano hepático 

durante a fase aguda da infecção. A fim de avaliar melhor o dano hepático e a 

inflamação na malária causada pelo P. chabaudi, o fígado dos camundongos 
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C57BL/6 infectados foi analisado em diferentes dias da fase aguda da infecção. 

Corroborando o aumento encontrado nos níveis de ALT, AST e LDH no plasma 

(Figura 1), as análises histopatológicas mostraram diversos focos necróticos 

no tecido hepático nos dias 6 e 7 p.i. (Figura 2A). Também foi observada uma 

maior inflamação durante a fase aguda, sendo possível observar infiltrados 

inflamatórios no tecido nos dias 3, 6 e 7 p.i. (Figura 2A). Além disso, também 

foi possível verificar focos de hematopoiese extramedular, principalmente após 

o controle da parasitemia, quando o acúmulo de pigmento de hemozoína torna-

se mais evidente (Figura 2A). Os maiores scores de inflamação e necrose 

durante os dias analisados foram registrados no dia 7 p.i. (Figura 2B), mesmo 

dia, portanto, do pico de parasitemia. Tais resultados demonstram que durante 

a fase aguda da infecção com o estágio eritrocítico do P. chabaudi, é possível 

observar a ocorrência de necrose e inflamação no fígado dos camundongos 

infectados.  

 

4.3 A produção de IL-1α, mas não de IL-1β, aumenta no fígado durante a 
fase aguda da infecção pelo P. chabaudi 

 Como a produção das citocinas da família da IL-1 está associada com o 

dano tecidual e a inflamação, foi verificada a presença destas citocinas no 

fígado dos camundongos C57BL/6 infectados pelo P. chabaudi. Nos dias 6 e 7 

p.i., a expressão do RNA mensageiro (mRNA) que codifica a IL-1α (IL1A) 

encontrou-se aumentada no tecido hepático (Figura 3A) e os níveis de 

proteína da IL-1α também estavam maiores nos homogenatos de fígado 

(Figura 3B). Para avaliar o papel do inflamassoma NLRP3 nesta produção, 

foram utilizados camundongos deficientes para os componentes NLRP3 e 

Caspase-1. Demonstrando independência do inflamassoma na produção da IL-

1α, um aumento semelhante nos níveis de IL-1α foi encontrado no fígado dos 

camundongos C57BL/6, NLRP3-/- e CASP1-/- (Figura 3C). Já os níveis de IL-1β 

permaneceram semelhantes ao nível basal encontrado em camundongos não 

infectados mesmo nos dias 6 e 7 p.i. e o mesmo foi verdade para os 

camundongos NLRP3-/- e CASP1-/- (Figuras 3D e 3E). Em conclusão, a 

infecção pelo P. chabaudi induz uma produção de IL-1α no fígado durante a 

fase aguda, a qual é independente do inflamassoma NLRP3. 
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Figura 1. Modelos de malária experimental em roedores apresentam dano 
hepático associado ao aumento da parasitemia 

 
Camundongos C57BL/6 machos foram inoculados com 1 x 106 eritrócitos infectados 
por P. berghei, P. chabaudi e P. yoelli e sacrificados em diferentes dias ao longo da 
infecção. As curvas de parasitemia, obtidas através de análise microscópica de 
esfregaços sanguíneos corados com Giemsa, e as concentrações plasmáticas de 
AST, ALT e LDH dos camundongos infectados com cada uma das espécies de 
Plasmodium são representadas. Os dados são expressos como média ± desvio 
padrão (SD) (n = 3). Dado representativo de um experimento para P. berghei e P. 
yoelli e dois para P. chabaudi. As diferenças estatísticas foram observadas entre o 
grupo controle e os grupos de animais infectados com *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 
obtidas através do teste de Kruskal-Wallis. 
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Figura 2. Necrose e inflamação no fígado de camundongos C57BL/6 
infectados com o P. chabaudi 

Camundongos C57BL/6 machos foram inoculados com 1 x 106 eritrócitos infectados 
com o P. chabaudi. Camundongos não infectados (Dia 0) foram usados como 
controles. A. Cortes de fígado corados com H&E de camundongos infectados mostram 
focos de necrose (indicados por n), infiltrado celular (seta preta), hematopoiese 
extramedular (seta branca) e deposição de hemozoína (hz). pv = veia porta. 
Magnificação original de 5X (barra de escala: 300 µm) e 20X (barra de escala: 50 µm). 
B. Análises histopatológicas semiquantitativas para inflamação, necrose e score 
histopatológico total (inflamação + necrose). Dados representativos de dois 
experimentos com grupos de 3 camundongos por dia analisado (média ± desvio 
padrão). Diferenças significativas foram observadas entre os grupos controle e de 
camungongos infectados com *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 obtidas através do teste 
de Kruskal-Wallis. 
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Figura 3. IL-1α, mas não IL-1β, é produzida no fígado durante a fase aguda da 
infecção pelo P. chabaudi de maneira independente do inflamassoma 
NLRP3 

Camundongos C57BL/6 machos foram inoculados com 1 x 106 eritrócitos infectados 
com o P. chabaudi. Camundongos não infectados (Dia 0) foram usados como 
controles. A. Níveis de mRNA do IL1A no tecido hepático de camundongos C57BL/6 6 
e 7 dias p.i. determinados por RT-PCR. B. Níveis proteicos de IL-1α no sobrenadante 
do homogenato de fígado de camundongos C57BL/6 também 6 e 7 dias p.i. 
quantificados por ELISA. C. Níveis proteicos de IL-1α no sobrenadante do 
homogenato de fígado de camundongos C57BL/6, NLRP3-/- e CASP1-/- 7 dias p.i. 
quantificados por ELISA. (A-C) Os dados compõem um pool de três experimentos 
independentes (n = 4-12). Diferenças significativas foram observadas entre os grupos 
de camundongos não-infectados e infectados com **p<0,01, ***p<0,001 e 
****p<0,0001 através do Teste de Kruskal-Wallis. D. Níveis proteicos de IL-1β no 
sobrenadante do homogenato de fígado de camundongos C57BL/6 6 e 7 dias p.i. 
quantificados por ELISA. E. Níveis proteicos de IL-1β no sobrenadante do homogenato 
de fígado de camundongos C57BL/6, NLRP3-/- e CASP1-/- 7 dias p.i. quantificados por 
ELISA. Os dados compõem um pool de três experimentos independentes (n = 4-11). 
Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos de camundongos não-
infectados e infectados através do teste de Kruskal-Wallis. 

 

4.4 A produção de IL-1α também ocorre em outros órgãos em diferentes 
dias após a infecção com o P. chabaudi 

 A fim de verificar se a IL-1α era produzida exclusivamente no fígado em 

resposta à infecção com o estágio eritrocítico do P. chabaudi, os níveis da 

proteína foram também quantificados no soro e nos sobrenadantes dos 
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homogenatos do baço e pulmão. Os níveis de IL-1α detectados no soro foram 

baixos e não houve um aumento significativo destes níveis em resposta à 

infecção (Figura 4). Por outro lado, no baço, os níveis de IL-1α aumentaram 

significativamente nos dias 7 e 9 p.i., retornando aos níveis basais no dia 10 p.i. 

(Figura 4). Já no pulmão, o aumento de IL-1α parece ter uma cinética mais 

tardia, com um aumento significativo detectado apenas no dia 10 p.i. (Figura 

4). Os resultados demonstram que a IL-1α também é produzida no baço e 

pulmão após infecção com o estágio eritrocítico do P. chabaudi. 

 

Figura 4. Produção de IL-1α também ocorre no baço e pulmão em resposta à   
infecção pelo P. chabaudi 

Camundongos C57BL/6 machos foram inoculados com 1 x 106 eritrócitos infectados 
com o P. chabaudi. Camundongos não infectados (Dia 0) foram usados como 
controles. Quantificação por ELISA dos níveis de IL-1α presentes no soro e no 
sobrenadante dos homogenatos do baço e pulmão dos camundongos. Os dados estão 
expressos como média ± SD (n = 3-5) de um experimento representativo de dois. 
Diferenças significativas foram observadas entre o grupo controle e o grupo de 
animais infectados com ***p<0,001 utilizando o teste Mann-Whitney. ND = não 
detectável. NC = não consta. 

 

4.5 Neutrófilos são a maior fonte de IL-1α no fígado dos camundongos 
infectados com o P. chabaudi 

 Uma vez que foi detectado um aumento na produção de IL-1α no fígado 

durante a fase aguda da infecção pelo P. chabaudi, torna-se importante 

elucidar qual seria a fonte desta IL-1α neste contexto. A análise do fígado por 

microscopia confocal revelou a presença de leucócitos produtores de IL-1α que 

se encontram em maior número no fígado de animais infectados quando 

comparado aos controles não infectados (Figura 5). A fim de identificar esta 

população leucocitária produtora de IL-1α, os fígados foram submetidos à 
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análise por citometria de fluxo. A marcação intracelular de IL-1α nas células 

CD45+ do fígado no dia 7 p.i. confirmou um aumento significativo da população 

IL-1α+ em comparação aos animais não infectados (Figura 6A). Além disso, a 

maior parte da população IL-1α+ expressava também CD11b (Figura 6A). A 

população CD45+CD11b+ do fígado foi dividida em subpopulações e a análise 

da expressão de IL-1α intracelular nos monócitos inflamatórios (Ly6ChighLy6G-), 

neutrófilos (Ly6CintLy6G+) e outras células CD11b+ revelou que os neutrófilos 

são, portanto, a maior fonte de IL-1α (Figura 6B). Embora todas as 

subpopulações de células CD11b+ tenham aumentado em número no dia 7 p.i., 

os neutrófilos foram as únicas células produtoras de IL-1α em maior número 

neste dia (Figura 6B). Os presentes resultados demonstram que a IL-1α 

presente no fígado em resposta à infecção pelo estágio eritrocítico do P. 

chabaudi provém majoritariamente de neutrófilos que infiltram o fígado. 

 

4.6 A deficiência em IL-1α resulta em maior parasitemia, mas reduz a 
severidade das manifestações clínicas durante a malária causada 
pelo P. chabaudi 

 A fim de investigar o papel da IL-1α, produzida no fígado e em outros 

órgãos, na evolução da doença após infecção pelo P. chabaudi, a parasitemia, 

mortalidade e manifestações clínicas da malária foram acompanhadas e 

comparadas entre camundongos C57BL/6 e IL1A-/-. Ambas as linhagens de 

camundongos apresentaram parasitemia similar até o dia 7 p.i., no entanto, nos 

dias 8 e 9 p.i., a parasitemia foi maior nos animais IL1A-/-, retornando aos níveis 

dos animais C57BL/6 no dia 10 p.i. com ambos os grupos controlando a 

parasitemia a partir do dia 12 p.i. (Figura 7A). Além disso, a maioria dos 

animais das duas linhagens sobreviveu à infecção (Figura 7B). Em relação aos 

parâmetros clínicos, não houve diferença na concentração de hemoglobina no 

plasma entre os animais IL1A-/- e C57BL/6 (Figura 7C). No entanto, a perda de 

peso corpóreo e a hipotermia foram atenuadas nos camundongos IL1A-/- em 

comparação aos camundongos C57BL/6 (Figuras 7D e 7E). Estes dados 

permitem concluir que a IL-1α promove a perda de peso corpóreo e a 

hipotermia causadas pelo P. chabaudi, sem influenciar de forma significante no 

controle da parasitemia. 
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Figura 5. A infecção pelo P. chabaudi promove aumento no número de células 
produtoras de IL-1α no fígado 

Camundongos C57BL/6 foram analisados 7 dias p.i. com o estágio eritrocítico do P. 
chabaudi. Camundongos não infectados (Day 0) foram utilizados como controle. 
Análise por imunofluorescência de cortes de fígado marcados para IL-1α (verde), F-
actina (vermelho) e núcleo (DAPI, azul) (magnificação de 40X, barra de escala 
corresponde a 20 µm). O número de células IL-1α+ por campo é representado 
graficamente. Os dados estão expressos como média ± SD (n = 3-5) de um 
experimento representativo de dois. Diferenças significativas foram observadas entre o 
grupo controle e o grupo de animais infectados com ***p<0,001 utilizando o teste 
Mann-Whitney. 
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Figura 6. Neutrófilos são a maior fonte de IL-1α no fígado durante a fase aguda 
da infeção pelo P. chabaudi 

Camundongos C57BL/6 foram analisados 7 dias p.i. com eritrócitos infectados pelo P. 
chabaudi. Camundongos não infectados (Day 0) foram utilizados como controle. A. 
Contour plots da produção de IL-1α por células CD45+ do fígado e o número de 
células CD45+IL-1α+ distribuídas pela expressão do marcados CD11b. Os dados estão 
expressos como média ± SD (n = 3-5) de um experimento representativo de dois. 
Diferenças significativas foram observadas entre os grupos de camundongos controles 
e infectados com *p<0,05 através do teste Mann-Whitney. B. Contour plots das células 
CD11b+ analisadas pela expressão dos marcadores Ly6C e Ly6G e estas 
subpopulações foram posteriormente analisadas para a produção de IL-1α. A 
quantificação do número de monócitos (Ly6ChighLy6G- - azul), neutrófilos (Ly6CintLy6G+ 
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- verde) e outras células CD11b+ (Ly6C-Ly6G- - vermelho) por fígado e o número de 
células IL-1α+ dentro de cada uma das subpopulações também é apresentado 
graficamente. C. Análise de imunofluorescência dos cortes de fígado de camundongos 
C57BL/6 7 dias p.i. marcados com IL-1α (verde), Ly6G (vermelho), CD45 (cinza) e 
núcleo (DAPI, azul) (magnificação de 40X, barra de escala corresponde a 16 µm). 

 

Figura 7. Parasitemia e manifestações clínicas da doença em camundongos 
C57BL/6 e IL1A-/- 

Camundongos C57BL/6 e IL1A-/- foram inoculados com 1 x 106 eritrócitos infectados 
pelo P. chabaudi. Camundongos não infectados (Day 0) foram utilizados como 
controle. A. Curvas de parasitemia obtidas através da análise microscópica de 
esfregaços sanguíneos corados com Giemsa. B. Curvas de sobrevivência. C. 
Concentração de hemoglobina sérica. D. Mudança no peso corporal. E. Temperatura 
corporal. Os dados estão expressos como média ± SD (n = 5) de um experimento 
representativo de três. Diferenças significativas são observadas entre os grupos 
C57BL/6 e IL1A-/- com *p<0,05 e **p<0,01 através dos testes Two-way ANOVA e 
Sidak’s de mu ltiplas comparações. 

 

4.7 A deficiência em IL-1α atenua a morte celular no fígado durante a fase 
aguda da infecção pelo P. chabaudi 

 Uma vez que neutrófilos produtores de IL-1α infiltravam o fígado durante 

a fase aguda da infecção, foi investigada a participação da IL-1α no 

desenvolvimento do dano e da inflamação hepática. No dia 7 p.i., as análises 

histopatológicas do fígado revelaram menos lesões necróticas nos 
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camundongos IL1A-/- em comparação aos camundongos C57BL/6 (Figuras 8A 

e 8B). Os scores de inflamação hepática e total histopatológico também foram 

menores nos animais IL1A-/- infectados (Figura 8B). Além disso, no dia 7 p.i., 

os níveis de ALT, AST e LDH plasmáticos estavam reduzidos nos 

camundongos IL1A-/- comparado aos camundongos C57BL/6 (Figura 8C). 

Confirmando que o processo de morte celular encontra-se atenuado na 

ausência de IL-1α, um menor número de células TUNEL+ foi observado 7 dias 

p.i. nos cortes de fígado de camundongos IL1A-/- do que o encontrado nos 

camundongos C57BL/6 (Figuras 8D e 8E). Estes resultados mostram que a IL-

1α promove a morte celular no fígado durante a fase aguda da malária causada 

pelo P. chabaudi. 

 

4.8 A produção de citocinas pró-inflamatórias por leucócitos do fígado 
induzida pelo P. chabaudi encontra-se comprometida na ausência da 
IL-1α 

 Evidenciando a contribuição da IL-1α para a inflamação hepática 

induzida pelo estágio eritrocítico do P. chabaudi, um menor número de 

leucócitos foi obtido do fígado processado com colagenase de camundongos 

IL1A-/- quando comparado ao número de células do fígado dos animais 

C57BL/6 (Figura 9A). As populações de células CD4+, CD8+, NK1.1+, CD11c+ 

e CD11b+Ly6G+ encontraram-se reduzidas na ausência de IL-1α, enquanto um  

número similar de células CD11b+Ly6Chigh foi observado no fígado de ambos 

os camundongos IL1A-/- e C57BL/6 infectados. O baço destes animais também 

foi investigado, já que este é um órgão fundamental na resposta imune inata e 

adaptativa na malária [137, 138]. Em contraste com o observado na resposta 

inflamatória do fígado, a IL-1α não exerceu nenhuma influência aparente na 

população leucocitária do baço (Figura 11A).  

 Sabe-se que citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-6 e IFN-γ, 

exercem papéis importantes tanto na proteção como na patogênese durante a 

infecção pelo Plasmodium sp. [108, 139]. TNF-α e IL-6 também estão 

frequentemente associadas com o dano e inflamação hepática [21, 140]. Neste 

sentido, foi avaliada a produção de TNF-α e IFN-γ por leucócitos do fígado de 

camundongos C57BL/6 e IL1A-/- no dia 7 p.i. através de marcação intracelular. 
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A população de células CD4+IFN-γ+ estava significativamente reduzida no 

fígado dos animais IL1A-/- infectados quando comparados aos animais C57BL/6 

infectados (Figura 10A). Em relação à produção de TNF-α, a deficiência em IL-

1α resultou em uma redução tanto na frequência, como no número de células 

CD11c+TNF-α+, CD11b+Ly6ChighTNF-α+, e  CD11b+Ly6G+TNF-α+ por fígado 

(Figura 10A). Os níveis de mRNA de TNF-α, IL-6 e IFN-γ também 

encontraram-se reduzidos no fígado dos camundongos IL1A-/- infectados em 

comparação aos C57BL/6 infectados (Figura 10B). As células T CD4+ 

esplênicas são a principal fonte de IFN-γ durante a fase aguda da infecção pelo 

P. chabaudi [141] e esta resposta não foi afetada pela ausência da IL-1α 

(Figura 11B). 

 Todos estes dados demonstram que a IL-1α promove o recrutamento de 

leucócitos e a produção de citocinas pró-inflamatórias no fígado durante a 

infecção pelo estágio eritrocítico do P. chabaudi, aparentemente sem exercer 

efeitos nas populações esplênicas e na produção de IFN-γ pelas células T 

CD4+. 

 

4.9 A IL-1α parece não possuir papel essencial no fenômeno da proteção 
à reinfecção pelo esporozoíto do Plasmodium sp. 

 Visto que a IL-1α possui papel fundamental em eventos que ocorrem no 

fígado durante a infecção com a fase eritrocítica do P. chabaudi, foi investigada 

se ela também exerceria algum papel na proteção contra a reinfecção com o 

estágio hepático do Plasmodium sp. Para isso, camundongos C57BL/6 e 

IL1AB-/- foram infectados com 1 x 106 eritrócitos infectados pelo P. chabaudi e 7 

dias p.i., foram reinfectados com 50.000 esporozoítos do P. berghei ANKA-

GFP, sendo sacrificados 48 horas depois (9 dias p.i. com o estágio sanguíneo). 

Não foram observadas diferenças significativas na parasitemia entre as 

linhagens C57BL/6 e IL1AB-/- (Figura 12A). A carga parasitária no fígado dos 

animais reinfectados foi menor tanto para os camundongos C57BL/6, como 

para os IL1AB-/-, em comparação aos camundongos de ambas as linhagens 

infectados apenas com os esporozoítos (Figura 12B). Os níveis de mRNA da 

hepcidina nos camundongos reinfectados estava baixo, no entanto, 

inesperadamente foram observados altos níveis de hepcidina nos 
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camundongos IL1AB-/- infectados apenas com esporozoítos (Figura 12C). Em 

relação à produção de citocinas pró-inflamatórias, os níveis de mRNA de TNF-

α e IL-6 foram maiores nos camundongos previamente infectados com o 

estágio eritrocítico do que aqueles infectados apenas com o esporozoíto 

(Figura 12D). Além disso, a expressão de mRNA de TNF-α nos camundongos 

IL1AB-/- infectados com a fase eritrocítica do P. chabaudi estava reduzida em 

relação aos animais C57BL/6 na mesma condição (Figura 12D), corroborando 

os resultados apresentados anteriormente. Análises histopatológicas 

mostraram que não houve diferenças entre os camundongos C57BL/6 e IL1AB-

/- em relação aos scores de inflamação e necrose no fígado dos camundongos 

previamente infectados com o estágio eritrocítico do P. chabaudi, embora estes 

scores tenham sido maiores do que os animais infectados apenas com os 

esporozoítos (Figura 12E). 

 Estes resultados permitem concluir que a ausência das citocinas da 

família da IL-1 não altera o fenômeno da proteção contra a reinfecção com 

esporozoítos em camundongos previamente infectados com o estágio 

sanguíneo do P. chabaudi. 
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Figura 8. Morte celular no fígado dos camundongos C57BL/6 e IL1A-/- após 
infecção pelo P. chabaudi 

Camundongos C57BL/6 e IL1A-/- foram analisados 7 dias p.i. com eritrócitos infectados 
com o P. chabaudi. Camundongos não infectados foram usados como grupo controle 
(Day 0). A. Cortes de fígado corados com H&E mostram focos necróticos (asteriscos) 
e infiltrado celular. Magnificação original de 5X (barra de escala: 300 µm) e de 20X 
(barra de escala: 50 µm). B. Scores histopatológicos semiquantitativos da inflamação, 
necrose e histopatológico total (inflamação + necrose). Os dados compõem um pool 
de três experimentos independentes (n= 10-11). C. Concentrações plasmáticas de 
AST, ALT e LDH. Os dados são um pool de três experimentos independentes (n=3-9). 
D. Ensaio de imunofluorescência de cortes congelados de fígado com marcação para 
células TUNEL+ (verde), F-actina (vermelho) e núcleo (DAPI, azul). Magnificação de 
40X (barra de escala corresponde a 100 µm). E. Quantificação das células TUNEL+ 
por campo analisado nos cortes de fígado. Os dados são expressos como média ± SD 
(n=14) de um experimento representativo de três. (B, C e E) Diferenças significativas 
foram observadas entre os grupos de camundongos C57BL/6 e IL1A-/- com *p<0,05, 
**p<0,01 e ****p < 0,0001 através do teste de Mann-Whitney. 
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Figura 9. Redução do número de leucócitos no fígado dos camundongos  
 IL1A-/- em comparação aos camundongos C57BL/6 após infecção 
pelo P. chabaudi 

Camundongos C57BL/6 e IL1A-/- foram analisados 7 dias p.i. com eritrócitos infectados 
com o P. chabaudi. Camundongos não infectados foram usados como grupo controle 
(Day 0). Os leucócitos do fígado foram analisados por citometria de fluxo. O número 
de leucócitos totais e de células CD4+, CD8+, NK1.1+, CD11c+, CD11b+ Ly6Chigh e 
CD11b+Ly6G+ estão representados graficamente. Os dados estão expressos como 
média ± SD (n= 3-5) de um experimento representativo de três. Diferenças 
significativas foram observadas com *p<0,05, **p<0,01 e ***p < 0,001 através do teste 
de Mann-Whitney. 
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Figura 10. Produção de citocinas pelos leucócitos do fígado é comprometida 
nos camundongos IL1A-/- infectados pelo P. chabaudi 

Camundongos C57BL/6 e IL1A-/- foram analisados 7 dias p.i. com eritrócitos infectados 
com o P. chabaudi. Camundongos não infectados foram usados como grupo controle 
(Day 0). Os leucócitos do fígado foram analisados por citometria de fluxo. A. Contour 
plots da produção de IFN-γ e TNF-α por células CD4+ e populações mielóides, 
respectivamente. O número de células CD4+IFN-γ+, CD11c+TNF-α+, 

CD11b+Ly6ChighTNF-α+, e  CD11b+Ly6G+TNF-α+ por fígado também estão 
apresentados. B. Expressão relativa do mRNA de TNFA, IL6 e IFNG no tecido 
hepático determinado por RT-PCR. Os dados compõem um pool de dois experimentos 
independentes (n=3-8). Diferenças significativas foram observadas entre os grupos de 
camundongos C57BL/6 e IL1A-/- com *p<0,05, **p<0,01 e ***p < 0,001 através do teste 
de Mann-Whitney. 
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Figura 11. População de leucócitos e produção de IFN-γ por células CD4+ no 
baço nos camundongos C57BL/6 e IL1A-/- após infecção pelo P. 
chabaudi 

Camundongos C57BL/6 e IL1A-/- foram analisados 7 dias p.i. com eritrócitos infectados 
com o P. chabaudi. Camundongos não infectados foram usados como grupo controle 
(Day 0). Os leucócitos do baço foram analisados por citometria de fluxo. A. Número de 
leucócitos totais e células CD4+, CD8+, NK1.1+, CD11c+ e CD11b+ por baço. B. 
Contour plots representando a produção intracelular de IFN-γ em células CD4+ e a 
quantificação do número de células CD4+IFN-γ+ por baço. Os dados estão expressos 
como média ± SD (n=3-5) de um experimento representativo de três. Não foram 
observadas diferenças significativas entre os grupos de camundongos C57BL/6 e 
IL1A-/- através do teste Mann-Whitney. 
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Figura 12. As citocinas da família da IL-1 não são essenciais para a proteção 
conferida pelas formas eritrocíticas contra a reinfecção com 
esporozoítos 

Camundongos C57BL/6 e IL1AB-/- foram inoculados com 1 x 106 eritrócitos infectados 
pelo P. chabaudi (iRBCs) e 7 dias depois, foram reinfectados com 50.000 esporozoítos 
do P. berghei ANKA-GFP (SPZ). Os animais foram sacrificados 48h depois. 
Camundongos infectados apenas com esporozoítos foram usados como controle. A. 
Curvas de parasitemia da infecção com o estágio sanguíneo. B. Carga parasitária no 
fígado quantificada por RT-PCR para a expressão de GFP pelos parasitas 48h após 
infecção com o estágio hepático dos camundongos previamente infectados com o 
estágio sanguíneo (iRBC + SPZ) ou não (SPZ). C. Quantificação do mRNA da 
hepcidina e D. das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6 no fígado dos 
camundongos reinfectados ou infectados apenas com os esporozoítos. E. Análises 
histopatológicas dos scores de inflamação e necrose do fígado dos camundongos 
reinfectados ou infectados apenas com esporozoítos. Dados representativos de um 
experimento (n=5) com *p<0,05, ***p<0,001 e ****p<0,0001 através do teste de Mann-
Whitney. 
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5. DISCUSSÃO 

 O comprometimento do fígado durante a malária é um evento comum 

em pacientes infectados com diferentes espécies de Plasmodium sp. [97, 142, 

143]. Embora a ocorrência de dano hepático em modelos murinos de malária já 

tenha sido descrito por outros [118, 130, 144], a cinética das concentrações 

plasmáticas dos indicadores de dano hepático em camundongos infectados 

com diferentes espécies de Plasmodium sp. apresentou uma possível  relação 

entre o dano hepático e a parasitemia dos animais. De fato, a correlação entre 

a presença de hemozoína no fígado de animais infectados com o estágio 

sanguíneo de P. berghei e P. chabaudi e o dano e inflamação no fígado já foi 

investigada [130]. A cinética do citado estudo e dos resultados aqui 

apresentados diferem, uma vez que são utilizados inóculos diferentes de 

parasitas, não sendo possível uma comparação entre os níveis encontrados 

nos respectivos dias. No entanto, apenas camundongos infectados pelo P. 

chabaudi apresentaram, de fato, uma correlação positiva entre os níveis de 

hemozoína e o dano e inflamação hepáticos [130]. As análises histopatológicas 

do fígado de camundongos infectados pelo P. chabaudi confirmam a maior 

incidência de necrose hepática e inflamação durante a fase aguda da doença, 

principalmente no pico de parasitemia. O acúmulo de eritrócitos parasitados 

pelo P. chabaudi preferencialmente no fígado durante o pico da parasitemia 

[129] corrobora com a correlação entre a presença de hemozoína e dano 

hepático, explicando os resultados obtidos. Embora muitos estudos utilizem 

inóculos diferentes de eritrócitos infectados pelo P. chabaudi, a relação entre 

alta parasitemia e dano hepático está presente em todos [118, 128, 129, 131], 

evidenciando que o dano e a inflamação ocorrem no fígado durante a malária 

desenvolvida por camundongos durante a fase eritrocítica do ciclo de vida do 

Plasmodium sp. 

 Os mecanismos pelos quais este dano hepático ocorre, no entanto, 

permanecem com alguns aspectos a serem esclarecidos. Embora se saiba que 

o stress oxidativo esteja envolvido [131], o papel das citocinas da família da IL-

1 nunca havia sido investigado. Uma vez que os maiores scores de necrose e 

inflamação foram encontrados nos dias próximos ao pico de parasitemia, foi 

realizada a quantificação dos níveis de mRNA e de proteína da IL-1α no fígado, 
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e os altos níveis encontrados confirmaram a hipótese de que esta citocina 

estaria sendo produzida neste contexto. Em relação à IL-1β, outra importante 

citocina da família da IL-1, os níveis basais no fígado foram mantidos ao longo 

da infecção. A não dependência do inflamassoma NLRP3 na produção de IL-

1α foi verificada a partir da manutenção dos níveis encontrados nos 

camundongos C57BL/6 em animais deficientes para os componentes NLRP3 e 

Caspase-1. Além disso, como esperado, também não houve alteração dos 

níveis de IL-1β no fígado destes animais em comparação com os 

camundongos C57BL/6. O inflamassoma NLRP3 parece, portanto, não 

participar da produção das citocinas da família da IL-1 no contexto da infecção 

pelo P. chabaudi. Isto é corroborado pelo estudo que verifica que a produção 

de IL-1β dependente do inflamassoma NLRP3 só ocorre em animais infectados 

pelo P. chabaudi após desafio com LPS [145]. Em camundongos infectados 

pelo P. berghei que desenvolvem lesões renais também ocorre um aumento 

nos níveis de IL-1α no rim [75]. A fim de determinar se havia produção desta 

citocina em outros órgãos, a quantificação foi realizada também no soro, baço 

e pulmão dos camundongos C57BL/6 infectados com o P. chabaudi. 

Constatou-se que os níveis encontrados no soro eram muito baixos, chegando 

a ser indetectáveis nos dias 9 e 10 p.i. Já no baço, foram encontrados altos 

níveis de IL-1α no dia 7 p.i., semelhante ao fígado, enquanto que no pulmão, 

os maiores níveis foram observados após 10 dias de infecção. O acúmulo de 

eritrócitos infectados pelo P. chabaudi e a consequente inflamação associada 

ocorre primeiramente no baço e fígado e apenas mais tardiamente no pulmão 

[129], o que poderia explicar a diferença de cinética de produção da IL-1α entre 

estes órgãos. 

 O aumento na produção de IL-1α já foi descrito em diversos modelos 

experimentais de lesão hepática [19, 146, 147]. Durante o dano hepático 

induzido pela malária experimental causada pelo P. chabaudi pôde-se verificar 

um aumento no número de células produtoras de IL-1α no fígado. Sabe-se que 

hepatócitos e células de Kupffer são capazes de produzir IL-1α no fígado [19, 

21, 22, 62], porém, no modelo de infecção pelo P. chabaudi, os neutrófilos 

infiltrantes são a maior fonte de IL-1α. Tanto por imunofluorescência, como por 

citometria de fluxo, a IL-1α foi localizada em neutrófilos e não em outras 
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populações celulares presentes no fígado. A produção e estocagem de altos 

níveis de IL-1α em neutrófilos é conhecida [148]. A forma a qual a IL-1α está 

expressa nos neutrófilos no contexto da malária não foi investigada, embora 

haja um trabalho que apresente a forma precursora não clivada como a mais 

abundante nos neutrófilos [25]. Sabe-se que a infiltração e ativação de 

neutrófilos estão associadas com complicações no fígado, pulmão e cérebro 

durante a malária [133, 149-151]. O acúmulo de eritrócitos infectados pelo P. 

chabaudi na vasculatura do fígado [152] pode levar a uma ativação imune e 

consequente recrutamento dos neutrófilos produtores de IL-1α. No entanto, 

sabe-se também que ocorre um recrutamento precoce de neutrófilos 

produtores de IL-1α para o tecido subcutâneo após a injeção de sobrenadante 

de células em hipóxia [25]. Uma vez que a hipóxia também é um fenômeno que 

ocorre durante a malária [123, 131], este pode ser um importante fator atrativo 

para os neutrófilos produtores de IL-1α infiltrarem o fígado. Embora tenha sido 

mostrado que a infiltração neutrofílica possa estar diretamente relacionada com 

o dano hepático após a infecção pelo P. chabaudi [133], os mecanismos pelos 

quais isto ocorre não foram investigados. 

 A fim de avaliar se a IL-1α produzida pelos neutrófilos exerce algum 

papel na imunopatogênese da malária, passou-se a utilizar camundongos 

deficientes para a IL-1α. A avaliação dos parâmetros clínicos dos animais 

infectados mostrou que a IL-1α promove a perda de peso e a hipotermia, mas 

não exerce um grande papel no controle da parasitemia. Estes achados 

evidenciam o efeito da IL-1α como um pirógeno endógeno na malária, 

enquanto a perda de peso pode estar relacionada à capacidade desta citocina 

em induzir a produção de TNF-α e IL-6, as quais estão relacionadas com a 

indução da caquexia [153]. A falta de controle transitória da parasitemia poderia 

ser explicada pela redução da produção de IFN-γ, citocina importante para este 

controle durante a malária [108], encontrada no fígado. No entanto, como esta 

redução não foi vista no baço, os níveis sistêmicos de IFN-γ podem ter sido 

suficientes para o posterior controle da parasitemia. Estudos anteriores 

associam a IL-1α à patogênese da falência hepática fulminante e ao dano 

hepático induzido por stress do retículo endoplasmático [19, 62, 63] e pela 

primeira vez é mostrado o papel da IL-1α no dano hepático causado pela 
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malária. Além de promover as lesões necróticas, a IL-1α aumenta o infiltrado 

celular no fígado durante a infecção pelo P. chabaudi, o que corrobora com o 

bem estabelecido papel desta citocina na promoção da inflamação ao induzir o 

recrutamento de populações celulares mieloides e linfoides [21, 34, 50, 68]. O 

recrutamento dos neutrófilos produtores de IL-1α no fígado dos camundongos 

infectados amplifica a resposta inflamatória através da sinalização do IL-1R de 

forma autócrina ou parácrina [63, 64], induzindo a secreção local de citocinas 

pró-inflamatórias. De fato, a baixa produção de IFN-γ por células T CD4+ do 

fígado em camundongos IL1A-/- infectados pode estar relacionada à 

capacidade da IL-1α de promover a ativação de linfócitos T, como descrito 

durante a injúria hepática induzida por tetracloreto de carbono [65]. Além disso, 

a sinalização de IL-1α culmina na ativação via MyD88 do NF-κB [11, 15], 

justificando a reduzida produção de TNF-α por neutrófilos, monócitos e células 

dendríticas e os menores níveis de mRNA da IL-6 no fígado dos camundongos 

IL1A-/-. A influência da IL-1α na produção de TNF-α vem sendo mostrada em 

vários modelos, evidenciando a relação entre estas duas citocinas e 

corroborando o resultado aqui apresentado [35, 70]. 

 A produção de TNF-α no fígado durante a malária, a qual é 

potencializada pela IL-1α de acordo com os resultados aqui apresentados, 

pode estar diretamente envolvida na morte dos hepatócitos e no 

desenvolvimento das lesões necróticas. Foi demonstrado que o grupamento 

heme livre sensibiliza hepatócitos para seguir a via da apoptose mediada por 

TNF-α durante a infecção pelo P. chabaudi, processo que é inibido pela 

superexpressão da HO-1 [131]. Além disso, a sinalização via IL-1R em 

hepatócitos também promove a morte celular induzida por TNF-α e o 

recrutamento de neutrófilos durante a inflamação hepática [64]. Desse modo, 

os baixos níveis de produção de TNF-α no fígado de camundongos IL1A-/- 

infectados podem atenuar a apoptose de hepatócitos, reduzindo o 

desenvolvimento da necrose secundária. De fato, os resultados apresentados 

em relação ao ensaio de TUNEL sugerem que os hepatócitos morrem por 

processo de apoptose durante a malária aguda e que este processo é 

amplificado pela IL-1α. IL-22 e IL-12 são outras citocinas que têm sido 

associadas com a proteção e indução, respectivamente, do dano hepático 
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durante a malária experimental [126, 132], assim como a molécula adaptadora 

MyD88, a qual é compartilhada entre as vias do TLR e do IL-1R [126]. A IL-1α 

produzida pelos neutrófilos no fígado exerce, portanto, papel fundamental na 

imunopatogênese do dano hepático induzido pela infecção com o estágio 

eritrocítico do P. chabaudi. A atuação na indução do recrutamento de mais 

leucócitos para o fígado, incluindo os próprios neutrófilos, e na ativação celular 

para produção de citocinas pró-inflamatórias, inclusive TNF-α, fundamental 

para o processo de morte celular, faz com que esta seja uma citocina central 

no processo de inflamação hepática. 

 Uma vez que a IL-1α possui um papel tão importante em eventos que 

ocorrem no fígado durante a fase eritrocítica da infecção pelo P. chabaudi e 

sabendo que a reinfecção pelo estágio hepático do Plasmodium sp. é inibido 

pela presença da infecção eritrocítica, foi questionado se a IL-1α também teria 

alguma participação neste processo. A utilização do camundongo IL1AB-/- 

permitiu avaliar a participação de ambas as citocinas da família da IL-1 neste 

processo, embora já tenha sido mostrado que a IL-1β não é produzida em 

níveis significativos no fígado dos animais infectados com o P. chabaudi. A 

manutenção da carga parasitária baixa nos camundongos IL1AB-/- demonstra 

que as citocinas da família da IL-1 não são essenciais para a proteção contra a 

reinfecção com esporozoítos. Os altos níveis de hepcidina encontrados nos 

camundongos IL1AB-/- infectados apenas com esporozoítos foram inesperados 

tanto pelo fato de este hormônio estar relacionado com a inibição do 

desenvolvimento dos esporozoítos no fígado [82], como pelo fato de que a IL-1 

já foi demonstrada como um fator estimulador da expressão da hepcidina [154]. 

Os menores níveis de TNF-α encontrados nos camundongos IL1AB-/- 

infectados com o estágio sanguíneo do P. chabaudi comparados aos animais 

C57BL/6 confirmam o papel da IL-1 na produção de TNF-α. No entanto, não 

foram observadas diferenças entre as duas linhagens de camundongos 

infectadas com o P. chabaudi em relação à produção de IL-6 e aos scores de 

inflamação e necrose. Embora já tenha sido descrito que os animais deficientes 

para MyD88 também não foram capazes de reverter a proteção [82], o efeito do 

dano hepático não havia sido investigado. A necrose apresentou um score 

abaixo do descrito anteriormente para o modelo de infecção pelo P. chabaudi, 
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o que evidencia que a ocorrência de necrose não é fator determinante para a 

proteção contra a reinfecção. Além disso, as diferenças quanto à produção de 

IL-6 e inflamação podem ser explicadas pela linhagem de camundongo não ser 

a mesma utilizada nos experimentos anteriores e o dia analisado (9 dias p.i.) 

também não ser o mesmo. Por conta do resultado claro quanto à proteção à 

reinfecção, repetições e a utilização de camundongos apenas deficientes para 

IL-1α não tiveram continuidade. Apesar, portanto, do importante papel na 

imunopatogênese do fígado durante a infecção com a fase eritrocítica do P. 

chabaudi, a deleção apenas das citocinas da família da IL-1 não foi capaz de 

reverter a proteção contra a reinfecção, indicando que estas citocinas sozinhas 

não são fundamentais para este processo.  
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6. CONCLUSÃO 

 Em resumo, o presente trabalho mostra que a infecção com o estágio 

eritrocítico do P. chabaudi induz o recrutamento de neutrófilos produtores de IL-

1α para o fígado, além de promover a produção de IL-1α em outros órgãos. A 

IL-1α liberada localmente no fígado promove a resposta inflamatória, 

recrutando diversas populações leucocitárias e induzindo a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, em particular TNF-α, a qual tem sido diretamente 

associada com a apoptose de hepatócitos e, consequentemente, a necrose no 

tecido hepático. Além disso, a IL-1α contribui para as manifestações clínicas da 

malária aguda, como as mudanças de temperatura e peso corporais. No 

entanto, a IL-1α não é essencial para a proteção contra a reinfecção por 

esporozoítos que ocorre quando há uma infecção eritrocítica pré-existente. 

Este estudo ajuda a entender a patofisiologia da doença hepática durante a 

malária, abrindo futuras perspectivas para novas abordagens terapêuticas.   
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