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RESUMO 

 

A malária é uma doença causada pelo Plasmodium spp e afeta milhões de pessoas 

todos os anos. A resposta imune exacerbada do hospedeiro desencadeia grande 

produção de citocinas inflamatórias, como IL-1β e TNFα, contribuindo para o 

aparecimento dos sintomas da doença. Durante a malária murina, embora haja 

ativação de caspase-11, a via não canônica de ativação do inflamassoma parece não 

contribuir para a patogênese da doença, enquanto a caspase-1 desempenha papel 

importante na produção de IL-1β. Nossos resultados mostram que há ativação de 

caspase-8 em monócitos do baço de camundongos infectados e a caspase-8 participa 

da produção de IL-1β e TNFα. Além disso, camundongos Ripk3/Casp8-/- são 

parcialmente resistentes ao modelo de infecção e desafio com LPS e à malária 

cerebral experimental, enquanto os camundongos Ripk3/Casp8/1/11-/- e 

Ripk3/Casp8/Gsdmd-/- são altamente em ambos os modelos. Esses resultados 

demonstram um papel complementar da caspase-8, porém independente à função do 

inflamassoma, para mediar a patogênese da malária. Além disso, pacientes infectados 

por P. falciparum ou P. vivax possuem GSDMD ativa e ativação de caspase-4 e -8 em 

monócitos. Assim, esse trabalho sugere a importância da caspase-8 durante a malária 

e seu potencial como possível alvo de intervenção terapêutica. 

 

Palavras-chaves: Malária. Inflamassoma. Caspase-8. IL-1β. TNFα 

  



 

   
 

 

ABSTRACT  

 

Malaria is a disease caused by Plasmodium spp. parasites which affects millions of 

people every year. Exacerbated immune response by the host triggers a large 

production of inflammatory cytokines such as IL-1β and TNFα, contributing to the 

symptoms of the disease. During mouse malaria, although there is caspase-11 

activation, the non-canonical pathway of inflammasome does not seem to contribute 

to the pathogenesis of the disease, whereas caspase-1 plays an important role on IL-

1β production. Caspase-8 is cleaved in splenic monocytes from infected mice and 

caspase-8 participates in IL-1β and TNFα production. Moreover, Ripk3/Casp8-/- mice 

are partially resistant to infection followed by LPS challenge and experimental cerebral 

malaria and Ripk3/Casp8/1/11-/- e Ripk3/Casp8/Gsdmd-/- mice highly resistant in both 

models. These results demonstrate a complementary, but independent, role of 

caspase-8 and inflammasomes in mediating malaria pathogenesis. Besides, P. vivax 

and P. falciparum infected patients display active GSDMD, caspase-4 and caspase-8 

in monocytes. In conclusion, the present work suggests the importance of caspase-8 

during malaria and its potential role as a possible therapeutical target. 

 

Keywords: Malaria. Inflammasome. Caspase-8. IL-1β. TNFα  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Malária: Aspectos Gerais 

 

1.1.1. Epidemiologia 

 

A malária ainda é uma doença de extrema importância no mundo e um grande 

problema de saúde pública. De acordo com a Organização Mundial da Saúde, em 

2019 foram estimados cerca de 229 milhões de casos de malária, oriundos de 87 

países, e 409 mil mortes, principalmente de crianças menores de 5 anos (WHO 2020). 

A grande maioria dos casos de malária ocorre na região africana (94%), seguido do 

sudeste asiático com 3% (WHO 2020).  

Na região das Américas, o número de casos de malária registrados em 2019 

foi cerca de 900 mil, além de 551 mortes. Esses números representam uma queda de 

cerca de 40% quando comparado ao número de casos e mortes desde o ano 2000. 

Dentre esses casos, 76% deles foram atribuídos ao P. vivax, ao contrário do que é 

visto mundialmente, onde somente cerca de 3% dos casos registrados de malária são 

causados por essa espécie. Essa baixa porcentagem mundial de casos de P. vivax se 

deve basicamente à grande predominância de casos de malária na região africana, 

sendo a maioria causada pelo P. falciparum (mais de 99% dos casos no continente), 

influenciado principalmente pelo grande número de indivíduos Duffy negativos (WHO 

2020; GETHING et. al. 2012). 

No Brasil, a grande maioria das infecções por malária ocorrem na região 

amazônica, sendo que em 2019 foram reportados 157.454 casos, uma redução de 

19,1% em relação aos registrados em 2018 (Ministério da Saúde, 2020). Em relação 

aos casos autóctones no Brasil, cerca de 10,7% foram causados pelo P. falciparum e 

a grande maioria, 89,3%, causada pelo P. vivax (Ministério da Saúde, 2020). 

 

1.1.2. Ciclo de vida do Plasmodium spp 

 

O agente etiológico da malária é o protozoário do gênero Plasmodium, 

pertencente ao filo Apicomplexa. Atualmente, são conhecidas seis espécies capazes 
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de infectar seres humanos: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi 

(SINGH et. al., 2004) e P. simium (BRASIL et. al., 2017). Seu ciclo é bastante 

complexo e passa por etapas sexuadas no mosquito e assexuadas no homem (Figura 

1). 

A infecção pelo Plasmodium spp. se inicia durante o repasto sanguíneo de 

fêmeas do mosquito do gênero Anopheles (BEIER et. al. 1992). Formas esporozoítas 

são inoculadas na derme junto com a saliva do vetor e atingem vasos sanguíneos e 

linfáticos (AMINO et. al. 2006). Da circulação, alguns esporozoítos atingem o fígado e 

atravessam diversas células de Küpffer e hepatócitos até realizarem invasão com 

formação de vacúolo parasitóforo, dando continuidade ao seu desenvolvimento 

(MOTA et. al. 2001). Dentro do hepatócito, cada esporozoíto se divide dando origem 

ao esquizonte hepático, formado por milhares de merozoítos (PRUDÊNCIO et. al. 

2006). Os merozoítos saem da célula dentro de vesículas chamadas de merossomos 

que os liberam diretamente nos sinusóides hepáticos (STURM et. al. 2006). 

Na corrente sanguínea, os merozoítos interagem com a membrana dos 

eritrócitos por meio de diversas moléculas, como as proteínas ancoradas por GPI, 

como MSP1, e iniciam o processo de invasão (COWMAN e CRABB 2006). Dentro dos 

eritrócitos realizam novamente a esquizogonia para a liberação de merozoítos por 

meio de rompimento da membrana das células parasitadas. Esses merozoítos 

reiniciam o ciclo sanguíneo, infectando novos eritrócitos, porém uma pequena porção 

dá origem aos gametócitos, gametas masculinos (microgametas) e femininos 

(macrogametas), que, quando ingeridos pelo vetor durante o repasto sanguíneo, dão 

continuidade ao ciclo (COWMAN et. al. 2016). 

Seguida a ingestão dos gametócitos pelo vetor, há fecundação entre o 

microgameta e macrogameta para formação do zigoto. A forma móvel do zigoto, 

chamada oocineto, se adere ao epitélio intestinal do mosquito onde se desenvolve em 

oocisto. Ele sofre diversas divisões dando origem aos esporozoítos, os quais rompem 

o oocisto e migram para a hemolinfa, de onde atingem a glândula salivar do mosquito 

e estão prontos para serem transmitidos durante o novo repasto sanguíneo do vetor 

(MATUSCHEWSKI 2006). 

Infecções causadas pelo P. vivax e P. ovale podem gerar formas dormentes do 

parasito nos hepatócitos, chamadas de hipnozoítos. Essas formas podem ser 
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reativadas semanas ou até longos períodos após a cura da parasitemia sanguínea e 

são um dos motivos envolvidos nas recaídas da doença (MULLER et. al. 2009). 

 

 

Figura 1: Ciclo de vida do Plasmodium spp. Adaptado de https://www.malariasite.com/life-cycle/. 

 

1.1.3. Sintomas e diagnóstico 

 

Após o período de incubação da doença, que varia normalmente de 7-15 dias, 

iniciam-se os sintomas físicos. O principal e mais característico deles é a febre 

(paroxismo), e após alguns dias de seu início, ela passa a ser sincronizada de acordo 

com o ritmo de esquizogonia da espécie de Plasmodium: na malária por P. vivax e P. 

ovale, o paroxismo ocorre a cada 48 horas (malária terçã), por P. falciparum pode ser 

a cada 24 ou 48 horas, e por P. malariae é a cada 72 horas (malária quartã) 

(BARTOLONI e ZAMMARCHI 2012; MINISTÉRIO DA SAÚDE 2010).  

Os sintomas iniciais da malária costumam ser inespecíficos, se assemelhando 

aos apresentados durante a gripe. Além da febre, surgem calafrios, sudorese, mialgia, 

tonturas, dores de cabeça, náuseas e vômitos (BARTOLONI e ZAMMARCHI 2012; 

TRAMPUZ et. al. 2003). 

 Na malária complicada, causada pelo P. falciparum, os sintomas clássicos 

podem evoluir para malária cerebral, problemas respiratórios, falha renal e anemia. 
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Para diagnóstico da malária complicada, os sintomas clínicos devem ser associados 

aos achados laboratoriais característicos como: hiperbilirrubinemia, hiperlactatemia, 

hipoglicemia, acidose metabólica, hemoglobinúria e/ou hiperparasitemia 

(BARTOLONI e ZAMMARCHI 2012; TRAMPUZ et. al. 2003).  

 Por serem inespecíficos, os sintomas da malária podem ser confundidos com 

outras doenças febris agudas como dengue, febre amarela e leptospirose, portanto o 

diagnóstico diferencial é de extrema importância. O padrão ouro do diagnóstico da 

malária é o exame microscópico da gota espessa, que consegue detectar espécie 

(inclusive infecções mistas) e quantificar a parasitemia. É feita a punção digital no 

dedo do paciente, confecção da lâmina, que é corada por método de Giemsa ou 

Walker, e exame por meio de microscopistas treinados (TANGPUKDEE et. al. 2009; 

TRAMPUZ et. al. 2003). 

 

1.1.4. Tratamento 

 

No Brasil, o tratamento contra a malária é distribuído gratuitamente pelo 

Sistema Único de Saúde (SUS). A recomendação geral é a utilização de associação 

de cloroquina e primaquina para tratamento da malária por P. vivax ou P. ovale; 

terapias combinadas a base de artemisinina ou associação entre quinina, doxiciclina 

e primaquina para tratamento da malária por P. falciparum.  

Na malária grave, causada pelo P. falciparum, normalmente o tratamento é feito 

em unidade hospitalar, com associação de derivados de artemisinina e clindamicina 

ou quinina e clindamicina (MINISTÉRIO DA SAÚDE 2010). As diferentes 

recomendações de tratamento seguem critérios como a espécie de Plasmodium, 

idade do paciente, histórico da doença, gravidade da infecção, gravidez e presença 

de resistência aos antimaláricos na região (WHO 2015; MINISTÉRIO DA SAÚDE 

2010). 

 

1.2.  Patogênese da malária  

 

Os sintomas iniciais da malária estão associados à inflamação sistêmica, 

ocasionada pela ativação de células do sistema imune inato. Três eventos 

fisiopatológicos são importantes na malária: a liberação de citocinas pró-inflamatórias, 
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também chamada de tempestade de citocinas; a adesão de eritrócitos infectados aos 

vasos sanguíneos e a ruptura de eritrócitos infectados (GAZZINELLI et. al. 2014). 

O baço tem papel importante na patogênese da malária. Durante a infecção, 

eritrócitos parasitados são fagocitados e destruídos por macrófagos e monócitos 

locais. Como consequência, há grande produção de citocinas pró-inflamatórias, que 

contribuem para o surgimento dos sintomas característicos como febre, náuseas e 

fadiga (DEL PORTILLO et. al. 2012). Além disso, é descrito que a grande produção 

de IL-1β e TNF-α durante a malária é um importante fator que desencadeia os ciclos 

de paroxismo (PICHYANGKUL et. al. 1994; AL-FADHLI et. al. 2014). A anemia 

também surge como consequência da destruição de eritrócitos infectados pelo baço, 

além da inibição da eritropoiese por citocinas inflamatórias, como TNF-α (AWANDARE 

et. al. 2011; GAZZINELLI et. al. 2014)  

Outro evento chave na patogênese da malária é o sequestro de eritrócitos 

infectados em órgãos como pulmões, placenta, cérebro, fígado e rins. A produção de 

citocinas inflamatórias durante a doença leva ao aumento da expressão de moléculas 

de adesão no endotélio, como CD36 e ICAM1, que interagem com moléculas do 

parasito levando ao sequestro (KRAEMER e SMITH, 2006). Esse processo leva a 

obstrução capilar, ativação da coagulação, disfunção endotelial e infiltração de 

leucócitos no parênquima do tecido. Quadros como a acidose metabólica, malária 

cerebral e placentária são consequências do sequestro parasitário nos capilares 

(GAZZINELLI et. al. 2014). 

 

1.3. Resposta imune inata na malária 

 

 

Os Receptores do tipo-Toll (TLRs) e os receptores do tipo-Nod (NLRs) são 

alguns dos PRRs mais importantes na imunidade inata. Os TLRs detectam moléculas 

na superfície celular e nas membranas endossomais, enquanto os NLRs estão 

localizados no citosol (KAWAI e AKIRA 2009). Durante a malária, PAMPs e DAMPs 

são de grande importância para a geração da resposta imune inata do hospedeiro e 

os PRRs atuam no seu processo de reconhecimento (GAZZINELLI et. al. 2014). 

Alguns dos PAMPs do Plasmodium reconhecidos pelo sistema imune inato 

incluem âncoras GPI, hemozoína, RNA e DNA do parasito (GAZZINELLI et. al. 2014). 

Âncoras de GPI são moléculas que ligam proteínas de superfície à membrana 
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plasmática do Plasmodium. São reconhecidas principalmente via TLR2 e TLR4, 

levando a produção de citocinas e óxido nítrico por macrófagos (TACHADO et. al., 

1996; KRISHNEGOWDA et. al., 2005). A hemozoína é outro potente estimulador do 

sistema imune e é formada a partir da degradação da hemoglobina pelo parasito 

(PANDEY et. al. 2003). A hemozoína é capaz de ativar o inflamassoma NLRP3 em 

células mielóides e leva a liberação de IL-1β (DOSTERT et. al. 2009). Além disso, a 

hemozoína funciona como um carreador de DNA do parasito. Esse DNA ligado à 

hemozoína também é capaz de gerar uma resposta pró-inflamatória via ativação de 

TLR9 (PARROCHE et. al. 2007). Já o RNA do Plasmodium é reconhecido via TLR7 e 

leva a produção de IFN-I (BACCARELLA et. al. 2013). Entre os DAMPs reconhecidos 

durante a malária, estão o ácido úrico e o grupamento heme liberados das células 

(GAZZINELLI et. al. 2014). 

A produção de citocinas pró-inflamatórias na malária é consequência da grande 

ativação de receptores da imunidade inata. Durante o ciclo eritrocítico da malária, são 

produzidas grandes quantidades de citocinas como IL-12, TNF-α e IFNγ (BAKIR et. 

al. 2011). A terapia com IL-12 em camundongos gera a proteção contra a infecção 

com o Plasmodium de maneira dependente à produção de TNF-α e IFNγ (SEDEGAH 

et. al. 1994; STEVENSON et. al. 1995). Além disso, o IFNγ tem um papel importante 

ao realizar o priming de células da imunidade inata na malária (FRANKLIN et. al. 2006) 

Em relação ao inflamassoma, Ataíde et. al. (2014) mostraram que há ativação 

de caspase-1 em camundongos infectados por P. chabaudi, de maneira dependente 

a MyD88, NLRP3 e NLRP12. Além disso, pacientes infectados por P. vivax ou P. 

falciparum também possuem caspase-1 ativa, originada principalmente de monócitos. 

Nesse mesmo trabalho, foi demonstrado que a malária gera uma resposta exacerbada 

após estímulo secundário com agonistas de TLRs. Por esse motivo, camundongos 

C57BL/6 infectados e desafiados com doses não-letais de LPS, são hipersensíveis e 

morrem por choque séptico em decorrência dos altos níveis de IL-1β produzidos. 

Ademais, pacientes infectados por P. vivax ou P. falciparum possuem 

imunocomplexos associados ao DNA do parasito circulantes no soro. Quando 

monócitos de doadores saudáveis são expostos a imunocomplexos de pacientes com 

malária, há um aumento da resposta pró-inflamatória via NF-κB e ativação de 

inflamassomas, visto na formação de agregados de NLRP3 e AIM2, além da ativação 

de caspase-1 e produção de IL-1β (HIRAKO et. al. 2015).  
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1.4. Malária cerebral 

 

A infecção pelo P. falciparum é a maior responsável pelos casos de malária 

severa e de mortalidade. A infecção pode evoluir para manifestações graves, sendo a 

malária cerebral um dos quadros mais preocupantes. Embora adultos também 

possam desenvolver o quadro, crianças de até 5 anos são as maiores vítimas da 

malária grave. A região africana detém a grande maioria dos casos de malária por P. 

falciparum e mortalidade (WHO 2020). 

De acordo com a OMS, a classificação de malária cerebral depende da 

confirmação de formas assexuadas do P. falciparum no sangue, além da presença de 

algum sintoma neurológico e exclusão de outras doenças que também possam causar 

neuropatias. Além dos sintomas iniciais da doença (descritos em 1.1.3), alguns dos 

sintomas específicos da malária cerebral incluem: coma, convulsões, perda de 

consciência, retinopatias, edema cerebral e aumento da pressão intracraniana. Fora 

os sintomas neurológicos, outras manifestações podem estar associadas, como: 

acidose metabólica, anemia, hipoglicemia e alterações respiratórias (WHO 2014). 

Embora os mecanismos que promovam a patogênese da malária cerebral 

ainda sejam pouco elucidados, alguns eventos fisiopatológicos parecem ser 

importantes, dentre eles, o sequestro de eritrócitos infectados na microsvasculatura 

cerebral. O antígeno de superfície eritrocitário PfEMP-1 parece desempenhar papel 

central na cito aderência ao endotélio ao se ligar as proteínas do hospedeiro, em 

especial ICAM e CD36. Adicionalmente, hemácias não infectadas, leucócitos e 

plaquetas também podem se aglutinar aos eritrócitos infectados (IDRO et. al. 2010; 

BARNWELL et. al. 1989; BERENDIT et. al. 1989; BARUCH et. al. 1996). Esse 

processo pode levar tanto à obstrução mecânica do fluxo sanguíneo local, que 

contribui para a diminuição da perfusão cerebral e de retina (BEARE et. al. 2009), 

quanto à ativação endotelial com consequente rompimento da barreira 

hematoencefálica (IDRO et. al. 2010). Além disso, a produção de citocinas 

inflamatórias, como TNFα, pode contribuir para a inflamação cerebral e alterações 

endoteliais (KWIATKOWSKI et. al. 1990; MARK e MILLER et. al. 1990). Há também, 

possível infiltração de leucócitos da circulação para o parênquima cerebral, incluindo 

células CD4+, CD8+ e células dendríticas derivadas de monócitos (BELNOUE et. al. 

2008; HIRAKO et. al. 2016).  
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Embora não exista um modelo murino que reproduza completamente as 

características vistas na malária cerebral humana, o Plasmodium berghei ANKA é 

muito usado como modelo de neuro inflamação. Linhagens de camundongo 

susceptíveis à infecção apresentam sintomas neurológicos e alterações 

histopatológicas que podem ser extrapoladas para o estudo da malária cerebral 

humana (ENGWERDA et. al. 2005).  

 

1.5. Inflamassoma 

 

1.5.1. Aspectos gerais e ativação 

 

Martinon et al. (2002) identificaram pela primeira vez um complexo 

multiproteico envolvido na ativação de caspase-1 e clivagem de IL-1β, o qual 

chamaram de inflamassoma. Caspases são proteases envolvidas, entre outros 

eventos, no apoptose, piroptose, necroptose e autofagia (SHALINI et. al. 2015). Já os 

inflamassomas são sensores citosólicos do sistema imune inato que reconhecem e 

respondem a PAMPs e DAMPs. 

Os principais componentes dos inflamassomas incluem alguns membros da 

família dos NLRs (Receptores Tipo-NOD), a molécula acessória ASC e a pro-caspase-

1. Ao reconhecerem certos estímulos, os inflamassomas se oligomerizam e 

promovem a autoclivagem da caspase-1, que é capaz de clivar a pro-IL-1β e pro-IL-

18 em suas formas biologicamente ativas e induzir a morte celular específica chamada 

de piroptose (Figura 2). Entre esses inflamassomas, alguns dos mais estudados são 

NLRP1, NLRP3 e NLRC4 (BROZ e DIXIT 2016). 

O NLRC4 reconhece, principalmente, a flagelina de bactérias. Esse 

reconhecimento se dá por meio de moléculas de NAIP, como por exemplo NAIP5, que 

se ligam diretamente ao estímulo e induzem a ativação do NLRC4 (FRANCHI et. al. 

2006). Outro inflamassoma descrito é composto por proteínas da família AIM2. O 

AIM2 se liga diretamente ao DNA de dupla fita no citosol, tanto de vírus e bactérias 

citosólicas, quanto o DNA próprio, liberado na presença de dano celular. Esse 

reconhecimento leva ao recrutamento de ASC e o autoprocessamento de caspase-1 

(JIN et. al. 2012). Já O NLRP1 responde à toxina letal do Bacillus anthracis (BOYDEN 

et. al. 2006; BROZ e DIXIT 2016; SHARMA e KANNEGANTI 2016; GUO et. al. 2015).  
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O NLRP3 pode ser ativado por diversos estímulos como ATP; cristais de sílica, 

colesterol e ácido úrico; moléculas de diversos patógenos como bactérias, 

protozoários, fungos e vírus, entre outros. Estímulos reconhecidos via TLRs, levam a 

ativação de NF-κB que atua no aumento da transcrição de NLRP3 e funcionam como 

um primeiro sinal de priming do inflamassoma. (BAUERNFEIND et. al. 2009). 

Acredita-se que, devido ao grande número de ativadores do NLRP3, ele possa 

responder a um evento celular em comum, desencadeado por esses estímulos. Sendo 

assim, alguns eventos como o efluxo de K+, ruptura lisossomal, produção de ROS e 

alteração nos níveis de cálcio intracelulares são estudados como possíveis sinais que 

ativam diretamente o NLRP3 (BROZ e DIXIT 2016; SHARMA e KANNEGANTI 2016; 

GUO et. al. 2015).  

Atualmente, já foram descritas diversas doenças cujas patogêneses envolvem 

a ativação de inflamassomas. Entre elas, algumas doenças neurológicas como 

esclerose múltipla, doença de Parkinson e doença de Alzheimer, além de outras 

doenças como diabetes tipo II, obesidade e aterosclerose (GUO et. al. 2015). Há 

também diversos trabalhos demonstrando o papel do NLRP3 no reconhecimento dos 

cristais de urato e desencadeamento dos sintomas da Gota (TERKELTAUB et. al. 

2009; YAGNIK et. al. 2000). 

 

1.5.2. Via não-canônica de ativação do inflamassoma 

 

Kayagaki et al. (2011) demonstraram que a ativação de caspase-11 é crítica 

para que ocorra a ativação de caspase-1 e liberação de IL-1β em macrófagos de 

camundongos durante a infecção por bactérias Gram-negativas, como E. coli e C. 

rodentium. A ausência de caspase-11 levava a menor produção de IL-1β, IL-18 e IL-

1α, além de menor citotoxicidade. Além disso, no modelo de sepse induzida por LPS 

in vivo, animais caspase-11-/- foram mais resistentes à letalidade. Assim, esse trabalho 

identificou uma via não-canônica de ativação do inflamassoma, na qual a ativação de 

caspase-1 é dependente de caspase-11 na presença de LPS intracelular (Figura 2).  

Tendo em vista que o reconhecimento do LPS é feito via TLR4 (HOSHINO et. 

al. 1999; RAETZ e WHITFIELD 2002), Rathinam et. al. (2012) identificaram a indução 

e ativação de caspase-11 dependente da via TLR4-TRIF-IFN-I por meio do 

reconhecimento do LPS extracelular das bactérias. Porém, na ativação não-canônica 
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do inflamassoma pelo LPS intracelular, seu reconhecimento é feito de maneira 

independente ao TLR4 (KAYAGAKI et. al. 2013).  

Como a caspase-11 é exclusiva de roedores, a ativação da via não-canônica 

do inflamassoma foi descrita em células humanas por meio da participação das 

caspases 4 e 5. Após estímulo com LPS ou infecção com bactérias Gram-negativas, 

monócitos humanos possuem ativação de caspase-4, caspase-5 e NLRP3, seguida 

de indução de morte celular e liberação de IL-1β e IL-1α (VIGANÒ et. al. 2015; BAKER 

et. al. 2015). O LPS se liga diretamente as caspases inflamatórias 11, 4 e 5 no citosol 

de monócitos, células dendríticas e algumas células epiteliais de maneira específica 

e leva à sua oligomerização e ativação (SHI et. al. 2014; BAKER et. al. 2015). No 

entanto, diferentemente da caspase-1, as caspases 11, 4 e 5 não estão envolvidas 

diretamente na clivagem de IL-1β e IL-18 (KAYAGAKI et. al. 2011; SHI et. al. 2014). 

 

1.6. Gasdermina-D e piroptose 

 

Sabe-se que a ativação do inflamassoma leva à piroptose com secreção de IL-

1β (BROZ e DIXIT 2016), contudo os mecanismos ainda não são totalmente 

compreendidos. Em 2015, alguns grupos identificaram a gasdermina-D (GSDMD) 

como substrato das caspases inflamatórias e indutora da piroptose (SHI et. al. 2015; 

KAYAGAKI et. al. 2015; HE et. al. 2015). As caspases 1, 11, 4 e 5 conseguem clivar 

a GSDMD inativa de 53 kDa em duas subunidades: uma N-terminal (GSDMD-NT) de 

31 kDa e outra C-terminal (GSDMD-CT) de 20 kDa, sendo o fragmento N-terminal o 

executor da piroptose (Figura 2). Estímulos de ativação de via canônica (SHI et. al. 

2015; KAYAGAKI et. al. 2015; HE et. al. 2015) e não-canônica do inflamassoma 

(KAYAGAKI et. al. 2015) foram capazes de levar à clivagem de GSDMD. A ausência 

de GSDMD in vitro, acarreta prejuízo na secreção de IL-1β e diminuição de morte 

celular, indicada pela menor liberação de LDH (SHI et. al. 2015; KAYAGAKI et. al. 

2015; HE et. al. 2015). Animais GSDMD-/- também foram mais resistentes ao modelo 

de choque séptico induzido por LPS (KAYAGAKI et. al. 2015).  

Posteriormente, foi descrito que ao contrário da GSDMD e GSDMD-CT, a 

GSDMD-NT se oligomeriza na membrana celular e leva à formação de poros (LIU et. 

al. 2016; SBORGI et. al. 2016). Sua ligação à membrana está restrita somente a 

lipídios contidos na face interna da membrana celular, como fosfatidilinositol fosfatos 
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e fosfatidilserina (LIU et. al. 2016). Além disso, a GSDMD-NT também se liga à 

cardiolipina, presente em membranas bacterianas e é capaz de matar bactérias in 

vitro (LIU et. al. 2016). A estrutura dos poros formados possui cerca de 15-20 nm, o 

que permitiria a passagem de IL-1β clivada gerada no processo da piroptose (LIU et. 

al. 2016; SBORGI et. al. 2016). Já a GSDMD-CT possui mecanismo de auto inibição 

ao se ligar ao fragmento GSDMD-NT e reduz a piroptose induzida por LPS in vitro 

(SHI et. al. 2015).  

 

 

 

Figura 2: Ativação do Inflamassoma. Representação da ativação canônica e não-canônica do 

inflamassoma e clivagem de GSDMD. Adaptado de Sborgi et. al., 2016. 

 

 

1.7. Caspase-8 

 

A Caspase-8 é uma cisteíno-protease sintetizada em sua pró-forma de cerca 

de 55kDa. Sua ativação ocorre por autoclivagem promovida por sua dimerização 

(MARTIN et. al. 1998), dando origem as subunidades de 41/43kDa e em seguida 

18kDa e 12KDa, que irão clivar substratos específicos (KRUIDERING e EVAN 2000). 

A caspase-8 é conhecida pelo seu papel na apoptose, porém está envolvida em outros 
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tipos de morte celular como a necroptose, além de diversos eventos no contexto de 

inflamações (ORNING e LIEN 2020). 

 Durante a apoptose extrínseca, estímulos extracelulares como TNF, FasL e 

TRAIL são reconhecidos por seus respectivos receptores: TNFR, CD95 e DR4/5. Em 

seguida, ocorre o recrutamento das moléculas adaptadoras FADD ou TRADD e da 

pro-caspase-8, formando o complexo de sinalização de indução de morte (DISC), que 

também recruta RIPK1 e promove a autoclivagem de caspase-8, dando continuidade 

à apoptose assim como indução de NF-𝜅B (TUMMERS e GREEN 2017; SU et. al. 

2005; ORNING e LIEN 2020). Após sua ativação, a caspase-8 participa diretamente 

da clivagem de caspase-3 e caspase-7, que clivam substratos como PARP e ICAD, 

envolvidos nas modificações celulares da apoptose (STENNICKE et. al. 1998; 

MCILROY et. al. 1999). A molécula cFLIP também se encontra no complexo DISC e 

uma de suas funções é regular a apoptose ao inibir a clivagem da pro-caspase-8 

(KRUEGER et. al. 2001). Além disso, a caspase-8 é capaz de clivar a proteína BID, 

envolvida na apoptose intrínseca, sendo importante para o crosstalk que ocorre entre 

ambas as vias (LI et. al. 1998). Pacientes com mutação no gene da caspase-8 

possuem deficiência na apoptose e na ativação de linfócitos T, B e NK, demonstrando 

um perfil de imunodeficiência (CHUN et. al. 2002). 

 Alguns estímulos podem levar a célula à um tipo de morte inflamatória por 

necrose programada, a necroptose, como ativação de receptores da superfamília do 

TNF, e os receptores TLR3 e TLR4 (HE et. al. 2009; HE et. al. 2011). Durante a 

apoptose, RIPK1 recruta RIPK3 para o complexo e são substratos clivados pela 

caspase-8 ativa. A inibição de caspase-8 ou FADD impede a clivagem de RIPK1 e 

RIPK3 e a célula inicia a necroptose por meio da fosforilação de MLKL por RIPK3 (HE 

et. al. 2009; CHAN et. al. 2015). O recrutamento de MLKL é importante para a 

perfuração da membrana plasmática por meio da formação de poros (DONDELINGER 

et. al. 2014). Sendo assim, a caspase-8 é um importante regulador da necroptose. 
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2. OBJETIVOS 

 

Avaliar o papel de caspases inflamatórias durante a malária. 

 

2.1. Objetivos específicos 

 

● Investigar a contribuição da via não canônica do inflamassoma na patogênese 

da infecção por P. chabaudi; 

● Avaliar a participação da caspase-8 na patogênese da infecção por P. chabaudi 

e malária cerebral experimental causada pelo P. berghei ANKA; 

● Investigar o papel das caspases-1, -11 e -8 na produção de citocinas pró-

inflamatórias; 

● Verificar a contribuição da gasdermina-D para a produção de IL-1β durante a 

malária; 

● Avaliar a ativação de componentes do inflamassoma em amostras de pacientes 

infectados por P. vivax e P. falciparum. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Modelo Experimental 

 

3.1.1. Camundongos 

 

Foram utilizados camundongos C57BL/6, 129S6, Casp11-/-, Casp1/11-/-, 

Casp1-/-/Casp11tg e Tnfr-/- sob licença do Comitê de Ética da Fundação Oswaldo Cruz 

- Fiocruz Minas (CEUA LW15/14 e LW16/18). Camundongos Gsdmd-/-, Ripk3-/-, 

Ripk3/Casp8-/-, Ripk3/Casp8/1/11-/-, Ripk3/Casp8/Gsdmd-/- e Casp1-/- foram utilizados 

sob a licença IACUC/A-2371-15 da University of Massachusetts Medical School 

(UMMS).  

 

3.1.2. Infecção 

 

Para a infecção dos camundongos, foram utilizadas as cepas Plasmodium 

chabaudi chabaudi AS (malária não-letal) e Plasmodium berghei ANKA (malária 

cerebral), mantidas em camundongos C57BL/6 por até dez passagens semanais.  

No sétimo dia de infecção de camundongos infectados por P. chabaudi e sexto 

dia de infecção dos camundongos infectados com P. berghei ANKA, foram feitos 

esfregaços sanguíneos de cada animal para contagem da parasitemia. Os esfregaços 

foram corados e a parasitemia calculada pela contagem do número de hemácias 

infectadas em cerca de 700 hemácias totais. O animal com maior porcentagem de 

parasitemia e menor número de parasitos fora das células teve o sangue utilizado para 

a infecção dos demais. 

O sangue do animal escolhido foi retirado pela cauda e diluído em PBS 1x. O 

número de hemácias da solução foi contado em câmara de Neubauer e a partir do 

valor de parasitemia foi obtido o número de hemácias infectadas na solução. A 

concentração de hemácias infectadas foi ajustada para 106/mL e cada camundongo 

foi infectado com 105 hemácias infectadas, por meio de injeção intraperitoneal de 

100µL da solução. 
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3.1.3. Eutanásia e processamento de baços 

 

Camundongos não infectados e infectados foram sacrificados por overdose de 

anestésicos ou em câmara de CO2. É importante notar que os animais infectados com 

P. chabaudi sempre foram sacrificados no oitavo dia pós-infecção, enquanto os 

animais infectados com P. berghei ANKA sempre foram sacrificados no sexto dia pós-

infecção.  

Os baços dos animais foram coletados e macerados em 2mL de meio de 

cultura. Após centrifugação a 300g por oito minutos, o sobrenadante do macerado foi 

coletado e armazenado a 4°C. O pellet de células foi incubado por cinco minutos com 

tampão ACK para lise de hemácias e os esplenócitos restantes foram passados em 

filtro de 100µm para eliminação de restos celulares. Para os experimentos realizados 

com esplenócitos, o pellet foi ressuspendido em tampão RIPA (Sigma) associado a 

um inibidor de proteases (Roche) para que ocorresse a lise celular. O lisado de 

esplenócitos também foi armazenado a 4°C. Para experimentos com células CD11b+, 

o pellet de esplenócitos passou pela etapa de purificação com beads magnéticas 

associadas a anticorpos anti-CD11b+. 

 

3.1.4. Purificação de células CD11b+  

 

As células do pellet de esplenócitos foram contadas e ressuspendidas em 

Tampão MACS (2mM EDTA e 0,5% BSA em 500 mL de PBS 1x) e anticorpos anti-

CD11b+ conjugados a microbeads magnéticas (MACS Miltenyi Biotec). As células 

foram transferidas para uma coluna LS (MACS Miltenyi Biotec) dentro de um magneto 

para a seleção positiva das células marcadas. Após lavagens da coluna, o conteúdo 

de células CD11b+ foi eluído para um tubo de 15mL. As células foram contadas e 

transferidas para um tubo de 1,5mL. A cada 2 x 106 foram usados 50µL de Tampão 

RIPA com inibidor de proteases para a lise das células e esse lisado foi armazenado 

a -20°C. 

  

3.1.5. Eletroforese e Western Blot 

 

Após o processamento dos esplenócitos e de células CD11b+, a quantidade de 

proteínas das amostras foi quantificada por método de Bradford. As amostras foram 
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misturadas a um tampão de amostra contendo SDS e agente redutor e foram 

aplicadas quantidades iguais de proteínas em gel de 15% poliacrilamida SDS-PAGE. 

A corrida foi realizada em uma cuba de eletroforese com aplicação de uma voltagem 

de 80 a 110 V. Após a corrida, as proteínas do gel foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose por 2 horas a 300mA. 

 A membrana foi bloqueada por uma hora em agitação com uma solução de 5% 

de leite desnatado em TBS Tween 0,1%. Depois do bloqueio, a membrana foi 

incubada com os anticorpos primários overnight a 4°C, com as seguintes diluições: 

caspase-11, caspase-1 e pro-caspase-8 (1:1000), caspase-8 clivada (1:500) e actina 

(1:3000). Após a incubação com o anticorpo primário, a membrana foi incubada com 

o anticorpo secundário por 1 hora na diluição 1:25000. A revelação foi feita por método 

de quimioluminescência com o reagente ECLMax (Biorad). 

 

3.1.6. Desafio com LPS/ Curva de mortalidade 

 

No oitavo dia de infecção, camundongos infectados com P. chabaudi foram 

desafiados com 10µg de LPS (sorotipo: E. coli 055B5) diluídos em 100µL de PBS por 

via endovenosa. Após 8 horas de desafio, os animais foram eutanasiados e tiveram o 

sangue coletado pelo plexo oftálmico com Pasteur de vidro e heparina. O sangue foi 

centrifugado (5000 rpm por 10 minutos a 4°C) e o plasma coletado e armazenado a -

20°C.  

Já para avaliação da sobrevida, os animais foram monitorados nas 72 horas 

seguintes ao desafio com LPS e os eventos de mortalidade contabilizados. 

 

3.1.7. Quantificação de citocinas 

 

 

As citocinas IL-1β e TNFα foram quantificadas no plasma ou sobrenadante de 

cultura pelo método de ELISA com o kit Mouse IL-1β ELISA Set optEIA (BD 

Biosciences) e Mouse TNF-alpha DuoSet ELISA (R&D), seguindo as recomendações 

do fabricante. Resumidamente, a placa foi sensibilizada com anticorpos de captura e 

incubada overnight a 4°C. Em seguida, a placa foi incubada 1 hora com solução de 

bloqueio e depois 2 horas com as amostras. Os anticorpos de detecção foram 

aplicados e incubados por 1 hora, a enzima (peroxidase) por 30 minutos e solução de 



29 
    

 
 

substrato também por 30 minutos. Após a adição de uma solução de parada, a 

absorbância dos poços foi medida à 450 nm. Sempre que terminados os períodos de 

incubação recomendados, a placa era lavada com PBS Tween 0,05% quantas vezes 

o protocolo do fabricante indicasse. 

 

3.1.8. Curva de mortalidade (malária cerebral) 

 

 

Para realização da curva de sobrevida, camundongos infectados com P. 

berghei ANKA foram monitorados diariamente por 18 dias e as mortes contabilizadas. 

É importante ressaltar que, caso um animal fosse encontrado com sintomas 

neurológicos graves, como coma ou convulsão, ele era submetido à eutanásia. 

 

3.1.9. Ensaio com Azul de Evans 

 

Camundongos não-infectados ou infectados com P. berghei ANKA no 6º dia de 

infecção foram injetados com 200uL de solução 1% de Azul de Evans em PBS1x por 

via intravenosa. Após uma hora, os animais foram submetidos à eutanásia e perfusão 

com PBS1x foi realizada. O cérebro foi coletado e fotografado para comparação visual 

do extravasamento do corante. 

 

3.1.10. RNAseq 

 

Monócitos (CD11b+F4/80+CD11c-DC-Sign-MHC-II-) de camundongos C57BL/6 

não infectados e MO-DCs (CD11b+F4/80+CD11c+DC-Sign+MHCII+) do baço de 

camundongos no quinto dia pós infecção por P. berghei ANKA foram isoladas por 

meio de sorting no citômetro ARIA (BD).  

O RNA das amostras foi extraído usando o kit Qiagen RNeasy Mini Kit 

(QIAGEN) e a biblioteca preparada usando o kit TruSeq Stranded mRNA Kit 

(ILLUMINA). A biblioteca foi submetida ao sequenciamento no Illumina NextSeq 500 

(Bauer Core Facility Harvard University). As leituras foram mapeadas usando o STAR 

aligner (DOBIN et al. 2013) e as análises calculadas por meio do CUFFLINKS 

(TRAPNELL et al. 2012).  
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3.2. Estudo de amostras de pacientes 

 

3.2.1. Pacientes infectados 

 

Pacientes infectados por P. vivax e P. falciparum (diagnóstico confirmado por 

microscopia de gota espessa) foram recrutados no Centro de Pesquisa em Medicina 

Tropical (CEPEM) em Porto Velho, Rondônia. Após consentimento, os pacientes 

doaram cerca de 100mL de sangue periférico. Indivíduos saudáveis e não 

pertencentes a áreas endêmicas de malária também foram recrutados para doação 

de amostras de sangue, utilizadas como controle dos experimentos. 

 O estudo em pacientes com malária foi aprovado pela Comissão Nacional de 

Ética em Pesquisa (CONEP 15653) e pelo Comitê de Ética em Pesquisas envolvendo 

seres humanos do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEP-CEPEM 

096/2009).  

 

3.2.2. Purificação de células CD14+ 

 

A partir de amostras de sangue total, células mononucleares foram separadas 

por meio de gradiente de densidade: o sangue, diluído em PBS 1x, foi aplicado, 

cuidadosamente, sobre Ficoll-Paque Plus e centrifugado a 300g por 40 minutos, sem 

freio e sem aceleração, em temperatura ambiente. O anel de células mononucleares 

foi coletado e as células lavadas duas vezes em PBS 1x. Em seguida, o PBMC foi 

ressuspendido em Tampão MACS (2mM EDTA e 0,5% BSA em 500 mL de PBS 1x) 

e anticorpos anti-CD14 conjugados a microbeads magnéticas (MACS Miltenyi Biotec). 

As células foram transferidas para uma coluna LS (MACS Miltenyi Biotec) dentro de 

um magneto para a seleção positiva das células marcadas. Após lavagens da coluna, 

o conteúdo de células CD14+ foi eluído para um tubo de 15mL. As células foram 

contadas e transferidas para um tubo de 1,5mL. A cada 2 x 106 foram usados 50µL 

de Tampão RIPA com inibidor de proteases para a lise das células e esse lisado foi 

armazenado a -70°C. 

 

3.2.3. Avaliação de caspase-4, caspase-8 e gasdermina-D 
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Para realização do western blot das amostras dos pacientes, cerca de 10µL de 

cada uma foi aplicada em um gel industrializado NuPage 4-12% Bis-Tris Gel 

(invitrogen). A corrida, transferência e bloqueio foram realizados da mesma maneira 

que descrito no item 4.1.4. 

Os anticorpos primários foram diluídos 1:1000 em solução 5% BSA em TBS 

Tween 0,1%, tanto para caspase-4 (Cell Signaling), caspase-8 (Enzo) e gasdermina-

D (Sigma). Para Actina (Sigma), a diluição foi 1:3000. As membranas foram incubadas 

overnight a 4°C. Posteriormente, a incubação com o anticorpo secundário foi realizada 

por 1 hora na concentração 1:25.000 e a membrana revelada por 

quimioluminescência. 

 

3.3. Análises estatísticas 

 

As análises dos dados foram feitas por meio do Software GraphPad Prism 7.  

Primeiramente, foi realizado o teste de Grubbs para avaliar possíveis 

discrepâncias entre os valores. Em seguida, para resultados paramétricos, foi 

utilizado o teste t e resultados não paramétricos o teste Mann-Whitney. Para análise 

de múltiplos grupos foi utilizado one-way ANOVA. 

Para as análises da curva de sobrevida foram realizados o teste estatístico 

Log Rank (Mantel-Cox).  

As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando 

p<0,05, sendo os valores de p indicados nos gráficos ou na legenda das figuras. 

 

 

 

 

  



32 
    

 
 

4. RESULTADOS 

 

4.1. A infecção por P. chabaudi é suficiente para promover a 

indução de caspase-11 

 

 Como já havia sido descrita a ativação de caspase-1 durante a infecção por P. 

chabaudi (ATAÍDE et. al. 2014), viu-se necessário investigar se também haveria 

ativação de caspase-11. A infecção por P. chabaudi é capaz de induzir e ativar a 

caspase-11, uma vez que foi observada a presença das bandas de pró-caspase-11 

(subunidades p43 e p38) no lisado de esplenócitos e de caspase-11 ativa (subunidade 

p30) no sobrenadante do baço de camundongos C57BL/6 infectados (Figura 3A) 

Como esperado, camundongos 129S6 (naturalmente deficientes para caspase-11), 

Casp11-/- e Casp1/11-/- não apresentam caspase-11.  

A clivagem de caspase-1 ocorreu maneira independente à caspase-11, já que 

camundongos Casp11-/- possuem bandas de caspase-1 ativas de maneira similar aos 

camundongos C57BL/6. (Figura 3B). 
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Figura 3: Ativação de caspase-1 e caspase-11 durante a infecção por P. chabaudi. Camundongos 

C57BL/6, 129S6, Casp11-/- e Casp1/11-/- foram infectados com P. chabaudi e após oito dias de infecção 

tiveram o baço coletado, os esplenócitos lisados e o sobrenadante do tecido coletado para realização 

de western blot para caspase-11 (A) e caspase-1 (B). 
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4.2. A caspase-1 é a principal responsável pela produção de IL-

1β circulante durante a infecção por P. chabaudi 

  

O próximo passo foi avaliar se a caspase-11 desempenharia algum papel na 

infecção in vivo. Para isso, a produção de IL-1β foi avaliada durante a infecção por P. 

chabaudi e desafio com doses não-letais de LPS. Foi visto que os níveis de IL-1β 

circulantes nos animais Casp11-/- estão reduzidos quando comparados aos dos 

animais C57BL/6 (Figura 4A). Porém, a concentração plasmática de IL-1β reduz 

drasticamente na ausência de caspase-1 ou de ambas as caspases, como visto nos 

níveis apresentados pelos camundongos Casp1-/-/11tg (Figura 4A) e Casp1/11-/- 

(Figura 4B). Animais somente infectados com P. chabaudi ou somente desafiados 

com LPS não possuem níveis significativos de IL-1β no plasma. 

Em concordância com o perfil de produção de IL-1β, camundongos C57BL/6 

infectados com P. chabaudi morrem devido ao choque endotóxico em cerca de 12h 

após o desafio com LPS. Embora apresentem um leve atraso na mortalidade em 

comparação aos camundongos C57BL/6, animais Casp11-/- também não sobrevivem 

ao desafio com LPS (Figura 4C). Em oposição, camundongos Casp1/11-/- ou Casp1-

/- infectados são parcialmente resistentes ao desafio (Figura 4C-D). 
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Figura 4: Caspase-1 contribui para a produção de IL-1β após infecção por P. chabaudi e desafio 

com LPS. Camundongos C57BL/6, Casp11-/-, Casp1/11-/-, Casp1-/- e Casp1-/-/11tg foram infectados com 

P. chabaudi. No oitavo dia de infecção foram desafiados com LPS (10μg) e (A e B): após 8 horas 

tiveram o sangue coletado para obtenção de plasma e quantificação de IL-1β por ELISA. C e D: Nas 

72 horas seguintes ao desafio com LPS, os camundongos foram monitorados quanto a mortalidade. 
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4.3. Gasdermina-D controla a liberação de IL-1β durante a 

infecção por P. chabaudi 

 

Como foi demonstrada a participação da proteína GSDMD na liberação de IL-

1β (LIU et al. 2016), viu-se necessário estudar seu papel no modelo de infecção por 

P. chabaudi. Camundongos Gsdmd-/- e C57BL/6 foram infectados e desafiados com 

LPS e, após oito horas, observou-se que os níveis de IL-1β circulantes no plasma de 

camundongos Gsdmd-/- são significativamente menores quando comparados ao de 

camundongos selvagens infectados (Figura 5A). Em contrapartida, camundongos 

Gsdmd-/- infectados não sobrevivem ao desafio com LPS, embora apresentem um 

pequeno atraso na mortalidade. (Figura 5B). 
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Figura 5: GSDMD participa da secreção de IL-1β durante a infecção por P. chabaudi. 

Camundongos C57BL/6 e Gsdmd-/- foram infectados com P. chabaudi e no oitavo dia de infecção foram 

desafiados com LPS (10μg). Após oito horas tiveram o sangue coletado para obtenção de plasma e 

quantificação de IL-1β por ELISA (A) ou foram monitorados nas 72 horas seguintes ao desafio para 

avaliação da letalidade (B). 
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4.4. A infecção por P. chabaudi é suficiente para promover a 

clivagem de caspase-8  

 

Tendo em vista a participação da caspase-8 em diversos eventos inflamatórios 

e de morte celular (ORNING e LIEN 2020), foi grande interesse estudar sua 

participação na patogênese da malária. Foi demonstrado que durante a infecção por 

P. chabaudi, há clivagem de caspase-8 em células CD11b+ isolada do baço de 

camundongos C57BL/6, de maneira independente à caspase-1 e caspase-11 (Figura 

6A). Em seguida, foi avaliado se camundongos nocautes para o receptor 1 de TNF 

(aqui chamados de Tnfr-/-) teriam alguma alteração na clivagem de caspase-8. Foi 

observado que camundongos Tnfr-/- não possuem clivagem de caspase-8 visto pela 

ausência da subunidade p18 e possuem menor indução de pro-caspase-8 (Figura 

6B). Em contrapartida, eles não apresentaram alteração na clivagem de caspase-1 e 

caspase-11 (Figura 6B). 
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Figura 6: Ativação de caspase-8 durante a infecção por P. chabaudi. (A) Camundongos C57BL/6, 

Casp1/11-/- e Ripk3/Casp8-/- foram infectados com P. chabaudi e após oito dias de infecção tiveram o 

baço coletado e as células CD11b+ isoladas e lisadas para realização de western blot para caspase-8.  

(B) Western blot para caspase-8, caspase-11 e caspase-1 em amostras de lisado de células CD11b+ 

de camundongos C57BL/6 e Tnfr-/-. 
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4.5. Caspase-8 participa da produção de IL-1β e TNFα durante a 

infecção por P. chabaudi 

 

Camundongos nocautes para caspase-8 morrem durante a fase embrionária, 

porém essa letalidade é restaurada ao também se realizar o nocaute de Ripk3 

(KAISER et. al. 2011), sendo camundongos Ripk3/Casp8-/- viáveis e utilizados neste 

trabalho. Com o objetivo de avaliar se a caspase-8 participa da produção de citocinas 

pró-inflamatórias durante a malária, esplenócitos de camundongos infectados foram 

estimulados com LPS in vitro e a produção de IL-1β e TNFα quantificada. Foi 

observado que camundongos Ripk3/Casp8-/- e Ripk3/Casp8/1/11-/- produzem 

menores níveis de IL-1β (Figura 7A) e TNFα (Figura 7B) quando comparados aos 

camundongos selvagens. Camundongos Casp1/11-/- e Ripk3-/- foram utilizados como 

controles do experimento. 

Além de apresentarem menor produção de citocinas, camundongos 

Ripk3/Casp8-/- são parcialmente resistentes à infecção por P. chabaudi seguida do 

desafio com LPS, enquanto camundongos Ripk3/Casp8/1/11-/- e Ripk3/Casp8/Gsdmd-

/- são totalmente resistentes. Camundongos Ripk3-/- são susceptíveis ao desafio com 

LPS, assim como os animais selvagens (Figura 7C). 
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Figura 7: Caspase-8 participa da liberação de IL-1β e letalidade durante a infecção por P. 

chabaudi e desafio com LPS. Camundongos C57BL/6, Casp1/11-/-, Ripk3/Casp8-/-, Ripk3/Casp8/1/11-

/- e Ripk3-/- foram infectados com P. chabaudi e após oito dias de infecção tiveram o baço coletado e 

os esplenócitos estimulados com LPS (1ug/mL) in vitro por 24 horas. Após a incubação, o sobrenadante 

foi coletado e (A) IL-1β e (B) TNFα dosados por ELISA. (C) Camundongos C57BL/6, Ripk3/Casp8-/-, 

Ripk3/Casp8/1/11-/-, Ripk3/Casp8/Gsdmd-/- e Ripk3-/- foram infectados e no oitavo dia de infecção foram 

desafiados com LPS (10μg) para avaliação da mortalidade nas 72 horas seguintes. 
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4.6. Aumento da expressão gênica e de níveis proteicos de 

caspase-8 durante a infecção por P. berghei ANKA 

 

A infecção por P. berghei ANKA induz a diferenciação de parte dos monócitos 

esplênicos em células dendríticas (MO-DC) que desempenham papel importante na 

patogênese da doença (HIRAKO et. al. 2016). Foi observado aumento da expressão 

gênica de diversos genes da família das caspases após análise por RNAseq de MO-

DCs purificadas (Figura 8A). Entre esses genes, foi visto aumento de expressão de 

caspase-8, -7, -12, -1 e -4. Condizente a esses dados, células CD11b+ do baço de 

camundongos C57BL/6 infectados por P. berghei ANKA possuem aumento da 

expressão e clivagem de caspase-8 (Figura 8B), assim como de caspase-1 e -11 

(Figura 8C). 
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Figura 8: Ativação de caspase-8 durante a infecção por P. berghei ANKA. (A) Monócitos do baço 

de camundongos C57BL/6 não infectados (MO-NI) e MO-DCs do baço de camundongos infectados 

com P. berghei ANKA foram purificados para realização de RNA-seq. O heatmap mostra a comparação 

da expressão de diversos genes entre as duas populações celulares com base no z-score. 

Camundongos C57BL/6 foram infectados com P. berghei ANKA e após cinco dias de infecção tiveram 
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o baço coletado e as células CD11b+ isoladas e lisadas para realização de western blot para (B) 

caspase-8 e (C) caspase-11 e caspase-1. 

 

 

4.7. Caspase-8 participa do desenvolvimento da malária cerebral 

experimental  

 

Visto que há ativação de caspase-8 em células do baço de camundongos 

infectados por P. berghei ANKA, foi interesse avaliar se, assim como ocorre durante 

a infecção por P. chabaudi e desafio com LPS (Figura 7A-B), a caspase-8 participaria 

da produção de IL-1β e TNFα durante a malária cerebral. Para isso, esplenócitos de 

camundongos infectados foram estimulados in vitro com LPS e a produção de 

citocinas quantificada no sobrenadante. A ausência de caspase-8, tanto no animal 

Ripk3/Casp8-/- quanto no Ripk3/Casp8/1/11-/-, culminou na menor produção e TNFα 

(Figura 9A) e IL-1β (Figura 9B), quando comparados aos camundongos selvagens e 

Ripk3-/-.  

Camundongos selvagens infectados por P. berghei ANKA desenvolveram 

sintomas neurológicos e morreram entre os dias 7-9 pós infecção. Já os nocautes 

Ripk3/Casp8-/- demonstraram um atraso na mortalidade durante a malária cerebral, 

enquanto camundongos Ripk3/Casp8/1/11-/- e Ripk3/Casp8/Gsdmd-/- foram 

significativamente mais resistentes (Figura 9C). A infecção, porém, foi letal em 

nocautes para Casp1/11-/-, Gsdmd-/- e Ripk3-/-. 

O Azul de Evans é um corante utilizado para avaliar a permeabilidade vascular 

ao se ligar à albumina sanguínea. Em condições fisiológicas, o endotélio vascular é 

impermeável a albumina, portanto, seu extravasamento para o tecido nervoso indica 

possível rompimento da barreira hemato-encefálica (RADU e CHERNOFF 2013). 

Assim, foi observado grande extravasamento de corante no cérebro de camundongos 

C57BL/6 infectado. De forma oposta, os cérebros de camundongos Ripk3/Casp8-/- e 

Ripk3/Casp8/1/11-/- apresentaram menor extravasamento de Azul de Evans e, 

portanto, menor permeabilidade vascular no local (Figura 9D). 
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Figura 9: Caspase-8 contribui para o desenvolvimento da malária cerebral experimental causada 

pelo P. berghei ANKA. Camundongos C57BL/6, Ripk3/Casp8-/-, Ripk3/Casp8/1/11-/- e Ripk3-/- foram 

infectados com P. berghei ANKA e após seis dias de infecção tiveram o baço coletado e os esplenócitos 

estimulados com LPS (1ug/mL) in vitro por 24 horas. Após a incubação, o sobrenadante foi coletado e 

as citocinas (A) TNFα e (B) IL-1β dosadas por ELISA. (C) Camundongos C57BL/6, Ripk3/Casp8-/-, 

Ripk3/Casp8/1/11-/-, Ripk3/Casp8/Gsdmd-/-, Ripk3-/-, Casp1/11-/- e Gsdmd-/- foram infectados e a 

mortalidade contabilizada durante os 18 dias pós infecção. (D) Camundongos no sexto dia de infecção 

foram injetados com 200uL de solução 1% Azul de Evans e, após uma hora, o cérebro foi coletado para 

análise visual do extravasamento do corante. No painel A * p=0.0104 e ** p=0.0056 e em B *** 

p<0.0001. 
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4.8. Ativação de caspase-4, caspase-8 e GSDMD em pacientes 

com malária 

 

 Por último, foi importante averiguar se, assim como no modelo murino, 

pacientes com malária apresentariam ativação de caspase-4, homóloga à caspase-

11 (VIGANÓ et. al. 2015), caspase-8 e GSDMD. Assim, foi realizado western blot de 

amostras de lisado de células CD14+ de pacientes infectados por P. vivax e P. 

falciparum. Foi observada a ativação ex vivo de caspase-4 (Figura 10A), GSDMD 

(Figura 10B) e caspase-8 (Figura 10C) em monócitos de pacientes infectados por P. 

vivax. Adicionalmente, as amostras de pacientes infectados por P. falciparum 

apresentaram perfil similar (Figura 10D-E) 
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Figura   10: Expressão e indução de caspase-4, caspase-8 e GSDMD em monócitos de pacientes 

infectados. Após a obtenção de PBMC de pacientes infectados, células CD14+ foram isoladas e 

lisadas. Foi realizado western blot de amostras de pacientes com P. vivax para caspase-4 (A), GSDMD 

(B) e caspase-8 (C) e de pacientes infectados por P. falciparum (D e E). 
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5. DISCUSSÃO 

 

A malária é uma doença febril aguda causada pelo protozoário do gênero 

Plasmodium, responsável por milhões de casos e milhares de mortes anualmente 

(WHO 2020). A resposta imune inata do hospedeiro é responsável por diversos 

eventos que ocorrem durante a doença (GAZZINELLI et. al. 2014) portanto, é um 

campo de estudo de grande importância para a patogênese da doença. Sendo assim, 

como a ativação do inflamassoma e de caspase-1 já haviam sido descritas durante a 

malária (ATAÍDE et. al. 2014; HIRAKO et. al. 2015), foi necessário explorar o papel da 

caspase-11 e da via não-canônica de ativação do inflamassoma nesses modelos. 

Além do mais, tendo em vista a participação da caspase-8 em diversos eventos 

inflamatórios e de morte celular (ORNING e LIEN 2020), foi importante estudar sua 

participação na patogênese da malária.  

Diversos trabalhos realizados com camundongos caspase-1-/- para estudo do 

inflamassoma já foram publicados. Ataíde et. al. (2014), por exemplo, demonstraram 

que animais Casp1-/-, após infecção com P. chabaudi e desafio com LPS, possuem 

baixos níveis de IL-1β no plasma, além de maior resistência ao choque endotóxico. 

Contudo, posteriormente foi descrito que essa linhagem foi gerada a partir de 

background em camundongos 129ES, que naturalmente possuem mutação no gene 

da caspase-11, não havendo produção da proteína (KAYAGAKI et. al. 2011). Sendo 

assim, os camundongos antigamente referidos como caspase-1-/- na verdade são 

caspase-1/11 duplo-nocautes. Por isso, foi importante elucidar se a caspase-11 

também contribuiu para os fenótipos observados. 

Neste trabalho, foi mostrado que a infecção por P. chabaudi é suficiente para 

induzir e clivar a caspase-11. Em contraste com o que foi descrito na ativação não-

canônica do inflamassoma (KAYAGAKI et. al. 2011), no modelo de infecção 

apresentado neste trabalho, a caspase-11 está ativa independentemente de LPS e 

não participa da ativação de caspase-1. Em conjunto, nossos dados indicam que a 

caspase-11 contribui para os níveis de IL-1β, porém a caspase-1 parece ser mais 

importante nesse processo. Isso se dá provavelmente ao fato de a caspase-1 ser a 

responsável direta pela clivagem de IL-1β (MARTINON et al. 2002), enquanto a 

caspase-11 (assim como as caspases homólogas 4 e 5) não são capazes de clivar 

essa citocina (KAYAGAKI et. al. 2011; SHI et. al. 2014). Assim, como a caspase-11 
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está envolvida na regulação dos níveis de IL-1β durante a malária ainda precisa ser 

melhor esclarecido. 

A GSDMD é clivada pelas caspases-1, -4, -5 e -11 e a subunidade clivada NT 

regula a secreção de IL-1β por meio da formação de poros na membrana (SHI et. al. 

2015; LIU et al. 2016). Durante a infecção por P. chabaudi, a ausência de GSDMD 

acarretou redução extrema de IL-1β circulante, indicando papel importante na 

secreção de IL-1β durante a malária. Sendo assim, a importância da caspase-1 e da 

GSDMD durante a infecção por P. chabaudi se relaciona tanto aos picos de febre 

associados a IL-1β (PICHYANGKUL et. al. 1994; AL-ADHLI et. al. 2014), quanto aos 

mecanismos pelos quais ocorre a hipersensibilidade a infecções bacterianas 

secundárias à malária. O desenvolvimento desse fenômeno está associado 

principalmente a bactérias Gram-negativas, como a Salmonella não-tifoide e pode 

ocasionar óbito, especialmente na África (MABEY et. al. 1987; BERKLEY et. al. 1999; 

SCOTT et. al. 2011; WERE et. al. 2011). 

Por outro lado, a infecção por P. chabaudi e P. berghei ANKA foi suficiente para 

promover a clivagem de caspase-8 em células CD11b+ do baço. O TNF desempenha 

um papel importante na malária e aqui demonstramos que a clivagem de caspase-8 

durante a malária murina é dependente de TNFα. A sinalização via TNF está envolvida 

na ativação de caspase-8 durante a apoptose extrínseca (ORNING e LIEN 2020) 

portanto, é possível que a infecção por Plasmodium possa induzir células do baço à 

apoptose, com a participação da caspase-8. Além disso, durante a malária cerebral, 

há clivagem de caspase-3 e apoptose em neurônios e células endoteliais.da 

microvasculatura cerebral (POTTER et. al. 2006; LACKNER et. al. 2007; PUNSAWAD 

et. al. 2013). Células CD8+ se acumulam no cérebro e estão envolvidas no 

desenvolvimento da malária cerebral, sendo a expressão de Granzima-B (GzmB) 

importante nesse processo (HAQUE et. al. 2011; BARRERA et. al. 2019). Assim, é 

importante verificar se, durante a infecção por P. berghei ANKA, há ativação de 

caspase-8 no cérebro, possivelmente promovida pelas vias de células CD8+/GzmB 

ou TNFα, e se ela também está participando dos processos de apoptose local e 

neurodegeneração.  

A ativação de NLRP3 e IL-1β parece não desempenhar papel importante 

durante a malária cerebral experimental (REIMER et. al. 2010; KORDES et. al. 2011). 

De maneira similar, camundongos Casp1/11-/- e Gsdmd-/- são susceptíveis à infecção 
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por P. berghei ANKA. Entretanto, camundongos Ripk3/Casp8/1/11-/- e 

Ripk3/Casp8/Gsdmd-/- possuem resistência significativamente maior. Esse perfil 

também pode ser visto durante a infecção com P. chabaudi e desafio com LPS, no 

qual a ausência de caspase-8 promove resistência parcial a doença, enquanto os 

nocautes Ripk3/Casp8/1/11-/- e Ripk3/Casp8/Gsdmd-/- são resistentes. A letalidade 

nesse modelo não é explicada somente pela IL-1β, visto que Casp1/11-/- e Gsdmd-/- 

são parcialmente resistentes ao choque endotóxico. Sendo assim, foi observado que 

a caspase-8 desempenha um papel importante em ambas os modelos de infecção, 

porém, de maneira independente do inflamassoma. 

Sabe-se que citocinas pró-inflamatórias podem causar perturbações no 

endotélio (IDRO et. al. 2010; MARK e MILLER et. al. 1990) portanto, a diminuição da 

permeabilidade ao Azul de Evans nos camundongos Ripk3/Casp8-/- e 

Ripk3/Casp8/1/11-/- pode indicar menor inflamação local. Durante a malária cerebral, 

diversas citocinas se encontram aumentadas no plasma e cérebro, dentre elas, TNFα 

e IL-1β (BROWN et. al.1999; LYKE et. al. 2004). Sendo assim, além de participar da 

resposta inflamatória no baço, a caspase-8 pode também estar mediando a produção 

de citocinas pró-inflamatórias por células localizadas na circulação e/ou parênquima 

cerebral. Em certas ocasiões, a caspase-8 contribui para a ativação de NF-κB 

(LEMMERS et. al. 2007; SU et. al. 2005) e para a translocação de c-rel para o núcleo 

(DELANEY et. al. 2019). Além disso, já foi mostrado que a caspase-8 contribui para a 

indução e secreção de IL-1β nas infecções por Salmonella (MAN et. al. 2013) e 

Paracoccidioides brasiliensis (KETELUT-CARNEIRO et. al. 2018).  Portanto, além de 

averiguar se a produção de citocinas, tanto no baço quanto no cérebro, estaria 

relacionada à atividade da caspase-8, seria interessante avaliar se isso ocorre por 

atuação direta da caspase-8 na via de NF-κB. 

Os ciclos de paroxismo são eventos característicos da malária, sendo 

relacionados à produção de citocinas, com destaque para IL-1β e TNFα 

(PICHYANGKUL et. al. 1994; AL-ADHLI et. al. 2014). Neste trabalho, foi demonstrado 

que monócitos de pacientes infectados por P. vivax ou P. falciparum possuem 

caspase-4, caspase-8 e GSDMD ativas. Esses dados demonstram uma possível 

ativação do inflamassoma em monócitos, o que pode estar envolvido na produção de 

IL-1β. Além disso, a presença de caspase-8 clivada indica que também pode estar 

envolvida na produção tanto de IL-1β quanto TNFα.  
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Embora a terapia com anticorpos anti-TNF contribua para diminuição da febre, 

o bloqueio de TNFα não é suficiente para inibir o desenvolvimento da malária cerebral 

humana (KWIATKOWSKI et. al. 1993; VAN HENSBROEK et. al. 1996). Em 

camundongos, o tratamento com o antagonista de IL-1β, Anakinra, não impediu o 

desenvolvimento da malária cerebral experimental (KORDES et. al. 2011). Tendo em 

vista que o bloqueio individual de IL-1β e TNFα não reduz o desenvolvimento da 

malária cerebral, o efeito sinérgico entre ambas as citocinas pode ser um dos 

responsáveis pela patogênese da doença. Como a caspase-8 parece regular os níveis 

de IL-1β e TNFα e promover uma resistência a doença, é interessante explorar os 

mecanismos pelos quais a caspase-8 participa do desenvolvimento da malária 

cerebral e assim, abrir caminho para possíveis novos tratamentos contra a doença. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

 

De acordo com os resultados desta dissertação, concluímos que a infecção por 

P. chabaudi é capaz de induzir e ativar a caspase-11. Entretanto, a via não canônica 

de ativação do inflamassoma parece não ter grande influência no modelo estudado, 

sendo a caspase-1 a mais importante para mediar a produção de IL-1β, cuja liberação 

parece ser dependente de GSDMD. Além disso, a infecção por P. chabaudi e P. 

berghei ANKA é suficiente para promover a clivagem de caspase-8.  A caspase-8 

participa da produção de IL-1β e TNFα in vitro e contribui para a letalidade nos 

modelos de infecção por P. chabaudi e desafio com LPS assim como a malária 

cerebral experimental.  De maneira semelhante ao observado em camundongos, 

monócitos de pacientes infectados por P. vivax ou P. falciparum possuem ativação de 

caspase-4, caspase-8 e GSDMD clivada, indicando uma possível participação na 

produção de IL-1β e TNFα durante a malária humana. Assim, como a caspase-8 

parece regular duas citocinas importantes na patogênese da malária, ela pode ser um 

futuro alvo terapêutico para intervenção durante doença. 
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