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RESUMO 

A malária é uma doença infecciosa causada pelo parasito Plasmodium spp., que é 

transmitido para seres humanos durante o repasto sanguíneo de fêmeas de mosquitos 

Anopheles spp. infectados. As principais características da malária são a alta parasitemia e a 

produção de citocinas pirogênicas, como IL-1β e TNF, que originam a febre e os calafrios. As 

citocinas pirogênicas e inflamatórias são produzidas por monócitos fagocíticos ativados por 

toxinas maláricas, como glicosil fosfatidilinositol (GPI) e hemozoína. Essas toxinas são 

agonistas para receptores de membrana e citoplasmáticos, como os receptores do tipo NOD 

(NLRs). O inflamassoma, formado por NLRs é importante para a ativação de caspase-1, 

enzima que cliva pró-IL-1β em sua forma ativa. Recentemente, foi descrita a via não canônica 

do inflamassoma, na qual a ativação de caspase-1 é dependente de caspase-11. Nós 

demonstramos que, durante a infecção por P. chabaudi a caspase-11 é induzida e ativada, 

porém não é importante para a ativação de caspase-1. Os animais infectados com P. chabaudi 

tornam-se hipersensibilizados ao desafio por lipopolissacarídeo (LPS), devido à produção de 

altos níveis de IL-1β e morrem poucas horas depois. Entretanto, demonstramos que a caspase-

11 é importante para os altos níveis de IL-1β, sendo os animais caspase-11 nocautes 

resistentes ao desafio com LPS. 

Palavras chave: caspase-11, malária, Plasmodium chabaudi, IL-1β 
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ABSTRACT 

 

Malaria is an infectious disease caused by the parasite Plasmodium, which is 

transmitted through a bite from infected Anopheles mosquitoes. The main features of malaria 

disease are high parasitemia and systemic production of cytokines like IL-1β and TNF, which 

cause fever and chills. Pyrogenic and inflammatory cytokines production is initiated by 

phagocytic monocytes, which recognize malaria toxins like glycosylphosphatidylinositol 

(GPI) and hemozoin. These toxins are agonists of surface receptors and cytoplasmic receptors 

such as the NOD receptors (NLRs). The inflammasome that is composed by NLRs is 

important for caspase-1 activation, which in turn cleaves pro-IL-1 beta into its active form. 

Recently it was described non-canonical pathway caspase-1 activation by inflammasome, 

which is dependent of capase-11. We demonstrated that during P. chabaudi infection, the 

caspase-11 is induced and activated, but caspase-11 wasn’t important to caspase-1 activation. 

The infected animals are hypersensitive, after lipopolysaccharide (LPS) challenge. This 

occurs because the infected and challenged animals show high levels of IL-1β and died a few 

hours later. However, we showed that caspase-11 can be important to IL-1β levels in infected 

animals that were challenged with LPS. Moreover, the infected animals caspase-11 knockout 

showed great number of survivals than wild type mice, after LPS challenge. 

Keywords: caspase-11, malaria, Plasmodium chabaudi, IL-1β 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Plasmodium spp: Aspectos Gerais e Distribuição Geográfica 

O Plasmodium spp., agente etiológico da malária, pertence ao filo Apicomplexa. Esses 

organismos originaram-se filogeneticamente de duas simbioses que culminaram com a 

aquisição de mitocôndria e de apicoplasto (Kohler, S. et al., 1997). A presença dessas 

organelas, juntamente com diversos mecanismos reprodutivos, contribuiu para a diversidade 

morfológica, bioquímica e molecular desses organismos (Banuls, A.L. et al., 2013; Garcia, 

L.S. 2010). Isso explica a grande dificuldade no desenvolvimento de fármacos e vacinas que 

eficazes contra o parasito (Banuls, A.L. et al., 2013). Atualmente são conhecidas cinco 

espécies que provocam morbidade em humanos: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. 

malariae e P. knowlesi, sendo a última recentemente descoberta em reservatórios primatas 

não humanos (Sabbatani, S. et al., 2010). O P. falciparum é o principal agente causador de 

malária no mundo, apresentando relatos de morbidade na África (60-70% dos casos), no 

sudeste asiático (25-39% dos casos) e na América (1% dos casos) (Hay, S.I. et al., 2010; 

Snow, R.W. et al., 2005). Já o P. vivax, segunda espécie mais relatada em casos clínicos, 

apresenta incidência na Ásia Central (82% dos casos), no sudeste da Ásia (9% dos casos), na 

América (6% dos casos) e África (3% casos) (Gething, P.W. et al., 2012). Os casos de malária 

devido à infecção por P. ovale e P. malariae são considerados eventos raros (1 a 2% de todos 

os casos de malária) e encontram-se distribuídos em diversas áreas endêmicas. (Mueller, I. et 

al., 2007). 

Atualmente estima-se a ocorrência de 219 milhões de novos casos de malária com 660 

mil óbitos todos os anos. Aproximadamente, 80-90% dessa mortalidade ocorre em regiões 

tropicais e subtropicais da África, sendo as crianças com menos de cinco anos e mulheres 

grávidas os grupos mais afetados. (World Health Organization 2012). Aproximadamente 60% 
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dos casos de malária na América do Sul derivam de áreas endêmicas no Brasil (Arevalo-

Herrera, M. et al., 2012), dentre esses, 99,5% dos casos brasileiros ocorrem na Amazônia (de 

Pina-Costa, A. et al., 2014). O sudeste brasileiro é a segunda região de maior incidência de 

malária, devido às áreas endêmicas na região de mata atlântica, onde há o mosquito vetor. 

Porém, a maior parte dos casos fora da região amazônica é proveniente de importações de 

malária da Amazônia e de outros países (Arevalo-Herrera, M. et al., 2012). Os casos de 

malária no sudeste são considerados raros. Isso implica numa letalidade proporcional muito 

maior nessa região, devido à dificuldade de diagnóstico e consequente falta de tratamento 

adequado (de Pina-Costa, A. et al., 2014). 

 

1.2. Ciclo do Parasito 

O Plasmodium spp. é um organismo unicelular, eucarioto, transmitido durante a 

picada de insetos fêmeas da família culicidae. A infecção ocorre durante o repasto sanguíneo 

de mosquitos do gênero Anopheles, pelo parasito na forma denominada esporozoíto (Beier, 

J.C. et al., 1992). Os esporozoítos localizados no ducto salivar do vetor penetram na derme 

ativamente, por movimentos ativos dependentes de actina e/ou pela injeção de saliva do vetor 

(Frischknecht, F. et al., 2004; Matuschewski, K. 2006). Após o inóculo, os esporozoítos 

migram para vasos sanguíneos e linfáticos, próximos ao local da picada e atingem linfonodos 

e o fígado (Amino, R. et al., 2006). Pelo fluxo sanguíneo da artéria hepática ou da veia porta, 

o esporozoíto chega ao fígado, onde aderem às células endoteliais dos sinuzóides (interação 

via heparan sulfato proteoglicanos), até serem encontrados por células de Kuppfer. Assim, 

após serem fagocitados, os esporozoítos atravessam as células de Kuppfer e ganham o espaço 

de Disse, onde facilmente podem penetrar em hepatócitos (Frevert, U. et al., 2005).  

Os esporozoítos permanecem nos hepatócitos, dentro de vacúolos parasitóforos, em 

uma forma mais arredondada denominada trofozoíto. Em seguida, inicia-se um processo de 
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multiplicação de material genético, sem divisão celular, denominado cariocinese. Como 

consequência da cariocinese, há a formação de uma célula com vários núcleos circulares, 

denominada esquizonte. Então, cada núcleo adquire uma membrana celular e ocorre a 

diferenciação do parasito para a forma de merozoíto. Nesse estágio, não há mais a presença de 

vacúolo parasitóforo, sendo os merozoítos encontrados imersos no citoplasma dos hepatócitos 

(Menard, R. et al., 2013; Sturm, A. et al., 2009). Finalmente, ocorre o processo de liberação 

dos merozoítos do hepatócito, via formação de merossomos (vesículas formadas pela 

membrana celular do hepatócito, sem a presença do núcleo) (Sturm, A. et al., 2009). 

Após o rompimento do esquizonte, os merozoítos são liberados na circulação 

sanguínea e rapidamente infectam eritrócitos. Esse processo consiste inicialmente na adesão 

dos merozoítos à membrana dos eritrócitos, seguido de penetração pela membrana celular e 

equinocitose momentânea do eritrócito. Essa equinocitose momentânea ocorre devido à 

formação de poro na membrana eritrocítica, após a penetração do merozoíto (Gilson, P.R. et 

al., 2009). No eritrócito o parasito se multiplica novamente por esquizogonia, que culmina 

com o rompimento das células vermelhas e liberação de merozoítos ou gametócitos. Os 

merozoítos liberados na corrente sanguínea infectam outras hemácias e continuam o ciclo 

eritrocítico da malária. Já os gametócitos, formas sexuadas e diferenciadas em gametócitos 

feminino e masculino, podem dar continuidade ao ciclo da malária ao infectarem anofelinos 

durante o repasto sanguíneo (Arnot, D.E. et al., 1998). 

Após o repasto sanguíneo, os gametócitos encontram-se no intestino do vetor e 

promovem a fertilização. Após a fertilização, cada zigoto se transforma em um oocineto 

móvel que atravessa a parede do intestino médio e invade o epitélio intestinal do vetor. Nessa 

fase, cada oocineto se diferencia em um oocisto e se divide assexuadamente para produzir 

milhares de esporozoítos que são liberados na hemocele e posteriormente migram para as 

glândulas salivares (Pollitt, L.C. et al., 2010). 
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1.3. Malária: Patogênese e Manifestações Clínicas 

O período de incubação do parasito depende da espécie de Plasmodium spp., mas 

varia em média de 12 a 14 dias e está relacionado com a fase de reprodução assexuada no 

fígado. Após um período de 6 a 8 dias da fase hepática, o parasito pode ser detectado por 

microscopia óptica, como consequência da esquizogonia em hemácias. Após esse intervalo, 

inicia-se a fase sintomática da infecção. Os sintomas da malária estão relacionados 

diretamente com os efeitos do parasitismo eritrocítico e a resposta do hospedeiro a esses 

efeitos (White, N.J. et al., 2014). Essa resposta do hospedeiro ao parasitismo eritrocítico é 

caracterizada pelo sequestro de hemácias e pela inflamação sistêmica (Miller, L.H. et al., 

2013). Dessa forma, dentre as principais manifestações clínicas temos: mal-estar 

generalizado, cefaleia, cansaço e mialgia. Esses sintomas inespecíficos precedem a febre da 

malária, caracterizada por iniciar-se com calafrios e atingir a temperatura corpórea de 40οC. 

Posteriormente, a febre assume caráter intermitente que varia com o ciclo eritrocítico de cada 

espécie de Plasmodium spp. (Ministério da Saúde 2006). Em exames hematológicos e 

bioquímicos observa-se durante a malária, leucopenia, linfopenia, plaquetopenia e aumento de 

transaminases, devido às lesões hepáticas (Kochar, D.K. et al., 2010; Ministério da Saúde 

2006). Além disso, pacientes com malária podem apresentar esplenomegalia, hepatomegalia, 

icterícia e anemia crônica em áreas endêmicas (White, N.J. et al., 2014). 

A infecção por Plasmodium spp. pode evoluir para os casos graves de malária. A 

malária grave por definição está associada à alta letalidade e era atribuída às infecções por P. 

falciparum. Porém, recentemente muitos trabalhos vêm descrevendo casos de malária grave 

durante a infecção por P. vivax (Rahimi, B.A. et al., 2014). Dentre as manifestações de 

malária grave temos: hiperparasitemia, hipoglicemia, anemia grave, lesão renal, estresse 

respiratório, edema pulmonar, choque endotóxico e coma (malária cerebral). 
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As co-infecções bacterianas estão relacionadas com o aumento da letalidade causada 

por malária grave (Berkley, J. et al., 1999). Um terço desses casos de letalidade apresenta alta 

bacteremia (Bronzan, R.N. et al., 2007). Sabe-se ainda, que a malária aumenta a pré-

disposição às infecções bacterianas, mas não é bem descrito a ordem dos eventos que acarreta 

em piores prognósticos. Bactérias gram-negativas, como diferentes espécies de Salmonella 

spp., estão entre as bactérias mais encontradas nesses casos (Bassat, Q. et al., 2009). Dessa 

forma, em algumas regiões endêmicas têm-se utilizado a combinação de antimaláricos e 

antibióticos como medida profilática (Nadjm, B. et al., 2010). Porém, pouco ainda é 

conhecido sobre os mecanismos moleculares e biológicos dessa interação (Church, J. et al., 

2014). 

A malária grave tem uma correlação negativa com a idade do paciente, ou seja, 

acomete com mais frequência crianças (Grobusch, M.P. et al., 2005; Snow, R.W. et al., 

1997). Mulheres grávidas e adultos imunodeficientes também pertencem ao grupo de risco 

para o desenvolvimento de malária grave (Poespoprodjo, J.R. et al., 2014; Tan, S.O. et al., 

2008). Além disso, o desenvolvimento de sintomas, desde malária grave à malária 

assintomática, pode estar relacionado com a quantidade de infecções contraídas (Trape, J.F. et 

al., 1987), à variabilidade genética dos pacientes e com a cepa de Plasmodium spp. (Gupta, S. 

et al., 1999). 

 

1.4. O Modelo Experimental de Malária Murina 

O estudo da malária humana envolve diversos métodos, tais como a análise 

epidemiológica, genética populacional, estudos clínicos de pacientes, além de análises post-

mortem. No entanto, há limitações quanto à realização de pesquisa com amostras humanas, 

como: o difícil acesso a cadáveres devido à cultura e religião e falta de amostras controles 

adequadas. Além disso, os dados obtidos a partir de estudos post-mortem representam apenas 
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a etapa final da etiopatogênese da doença. Assim, não é possível realizar a análise da 

sequência de eventos que levam a patologia. Por exemplo, não é possível realizar o estudo do 

fígado durante a primeira fase da infecção ou do cérebro durante a malária cerebral (Zuzarte-

Luis, V. et al., 2014). 

O uso do modelo experimental da malária tem sido conscientemente aplicado e sua 

comparação com a infecção por Plamodium spp. em humanos tem apresentado importantes 

descobertas, principalmente vinculadas à compreensão da patogênese da malária, da biologia 

do parasito e da resposta imune do hospedeiro (Langhorne, J. et al., 2011; Zuzarte-Luis, V. et 

al., 2014). Dentre os parasitos Plasmodium spp. que infectam camundongos temos: P. 

berghei, P. yoelii, P. chabaudi e P. vinckei. Cada cepa de Plasmodium spp. causa diferentes 

manifestações clínicas em diferentes linhagens de camundongos. Isso varia principalmente em 

relação ao perfil imunológico dos animais. Além disso, os animais geneticamente modificados 

permitem o estudo do sistema imune do hospedeiro, o que torna o modelo murino de malária 

uma importante ferramenta (Zuzarte-Luis, V. et al., 2014). 

 

1.5. Resposta Imune na Malária 

A imunidade na malária caracteriza-se pela sua complexidade, devido ao parasito 

apresentar diversidade antigênica em suas diferentes formas, durante seu ciclo no hospedeiro. 

Além disso, a imunidade ao Plasmodium spp. é variável, devido a diversidade de formas entre 

as espécies, por exemplo, a forma de hipnozoíto, presente somente em P. vivax (Zevering, Y. 

et al., 1994). 

Durante o início da infecção, parte dos esporozoítos permanecem na derme e em 

linfonodos drenantes locais (Amino, R. et al., 2006). Dessa forma, o parasito induz a 

migração células dendríticas para a região de inóculo dos esporozoítos. Muitos desses células 

dendríticas migram para os linfonodos locais, onde há o desenvolvimento de resposta Th1 
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(Mac-Daniel, L. et al., 2014). Além do desenvolvimento dessa resposta celular, o esporozoíto 

possui uma proteína de superfície, denominada proteína cicunsporozoíto, que induz a 

produção de anticorpos independente de célula TCD4+ (Good, M.F. et al., 1988). Essa 

produção de anticorpos está relacionada com aquisição de imunidade à malária. Muitos 

trabalhos realizados em áreas endêmicas mostram que o aumento dessa imunidade humoral é 

diretamente proporcional à idade do paciente e a quantidade de infecções sofridas (Chelimo, 

K. et al., 2005; Esposito, F. et al., 1986; Zavala, F. et al., 1985). Estudos utilizando 

esporozoítos atenuados para desenvolvimento de vacinas mostram que a resposta de células 

TCD8+, somada a essa produção de anticorpos é importante para a imunidade contra os 

esporozoítos (Weiss, W.R. et al., 1988). 

Na fase de reprodução nos vacúolos parasitóforos, nos hepatócitos, há o 

reconhecimento do RNA do parasito via ativação da proteína associada á melanoma 5 

(MDA5), que por sua vez é reconhecida pela proteína adaptadora da mitocondria (MAVs). 

(Liehl, P. et al., 2014). Esse reconhecimento via MAVs e outros PRRs, culmina com a 

produção de IFN-I, que promove o recrutamento de leucócitos, como células NK. Assim, há a 

produção de IFN-γ que resulta na limitação da proliferação desse estágio do parasito. (Miller, 

J.L. et al., 2014). 

Durante o ciclo eritrocítico da malária são induzidas altas concentrações de citocinas 

pró-inflamatórias, principalmente, IL-12, TNF-α e IFN-γ (Bakir, H.Y. et al., 2011). 

Inicialmente monócitos/macrófagos e células dendríticas produzem IL-12, que induz a 

produção de TNF-α e IFN-γ por células NK e células T. A produção dessas citocinas é tão 

importante que a administração de IL-12 recombinante aumenta a proteção de animais 

infectados com P. chabaudi (Mohan, K. et al., 1997; Stevenson, M.M. et al., 1995). Essa 

proteção ocorre devido ao controle da parasitemia por produção de reativos de nitrogênio e 

aumento de células TCD4+ (Jones, I.W. et al., 1996; Stevenson, M.M. et al., 1995). Além 
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disso, a produção de TNF-α e IFN-γ por células TCD4+, caracteriza a polarização de resposta 

Th1. (Taylor-Robinson, A.W. et al., 1993), mostraram que animais susceptíveis à infecção 

por P. chabaudi, desenvolvem a polarização da resposta imune para um padrão Th2 e, 

apresentam baixos níveis de IFN-γ e altos níveis de Il-4 e IL-10 no soro. Durante a fase 

eritrocítica também ocorre a ativação de células TCD8+ pela apresentação de antígeno, via 

células dendríticas CD8+ (Lundie, R.J. et al., 2008). Sabe-se que as células TCD8+ estão 

relacionadas com o desenvolvimento de malária cerebral. Porém, ainda pouco é conhecido 

sobre esse mecanismo (Poh, C.M. et al., 2014). 

A produção de anticorpos, também é uma importante forma de controle dos estágios 

eritrocíticos do parasito. Nessa fase há a produção de anticorpos específicos para proteínas de 

superfície do merozoíto, que levam ao aumento da proteção por opsonização do merozoíto, 

impedindo a penetração em eritrócitos, lise pelo complemento e fagocitose dependente de 

anticorpos (McCallum, F.J. et al., 2008; Shi, Y.P. et al., 1999). Entretanto, a diversidade de 

antígenos provenientes do merozoíto e o polimorfismo genético desses antígenos associados 

com os mecanismos de escape do Plasmodium spp., dificultam o desenvolvimento de vacinas 

eficazes a esse estágio (Fowkes, F.J. et al., 2010; Richards, J.S. et al., 2009). 

 

1.6. Ativação de Receptores TLRs e NLRs na Malária 

Os receptores de reconhecimento padrão (PRRs) são estruturas sentinelas, presentes 

no citoplasma, na membrana endossomoal ou na superfície de células epiteliais, neutrófilos, 

monócitos/macrófagos e células dendríticas. Esses receptores reconhecem padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs), que são estruturas conservadas em micróbios e 

ausentes em organismos que possuem PRRs. Além disso, os PRRs são capazes de reconhecer 

moléculas endógenas, provenientes de lesão celular denominadas de padrões moleculares 

associados ao dano (DAMP) (Takeuchi, O. et al., 2010). Dentre as famílias de PRRs mais 
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descritas como ativadas na malária temos os receptores tipo toll (TLRs) e os receptores tipo 

NOD (NLRs) (Gazzinelli, R.T. et al., 2014).  

O glicosil fosfatidilinositol (GPI), proveniente do parasito é um importante indutor da 

resposta imune ao Plasmodium spp., capaz de ativar heterodímeros de TLR2-TLR6 e TLR1-

TLR2 e homodímero de TLR4 (Krishnegowda, G. et al., 2005). Essa ativação de receptores 

TLR é controlada pela degradação da própria GPI, como forma de controle dessa ativação 

celular (Krishnegowda, G. et al., 2005). Após a ativação desses TLRs na superfície celular, 

principalmente macrófagos e células dendríticas sintetizam óxido nítrico e citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α, IL-6 e IL-1 (Franklin, B.S. et al., 2011; Schofield, L. et al., 1993). 

Outro importante indutor de TLR decorrente da infecção por Plasmodium spp. é a 

hemozoína. A hemozoína é um metabólito da hemoglobina presente nos eritrócitos que é 

consumida pelo parasito como fonte de aminoácidos (Goldie, P. et al., 1990). Dessa forma, a 

hemozoína é um indutor de citocinas pró-inflamatórias, via sinalização TLR9, em 

monócitos/macrófagos e células dendríticas (Gazzinelli, R.T. et al., 2014). O cristal de 

hemozoína é naturalmente carreador de proteínas, lipídeos e ácidos nucléicos, que podem ser 

provenientes do parasito ou hospedeiro (Goldie, P. et al., 1990; Parroche, P. et al., 2007; 

Skorokhod, O.A. et al., 2007). Dessa forma, parte dos autores defende que o cristal de 

hemozoína purificado não é agonista de TLR9, sendo o DNA a molécula mais indicada para 

essa função (Kalantari, P. et al., 2014; Parroche, P. et al., 2007; Wu, X. et al., 2010). 

Entretanto, alguns trabalhos têm mostrado que a hemozoína purificada (sintética) é capaz de 

induzir a modificação conformacional e a ativação de TLR9 (Coban, C. et al., 2005; Coban, 

C. et al., 2010). Além disso, a hemozoína induz a produção de IL-1β dependente da ativação 

de inflamassoma em cultura de macrófagos humano e murino, previamente estimulados com 

LPS (Shio, M.T. et al., 2009). 
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O inflamassoma é um complexo multiprotéico formado pela subfamília de NLRs 

denominada NLRPs (Martinon, F. et al., 2002). Os NLRPs são constituídos por um núcleo 

central de ligação e oligomerização (NACHT), um domínio rico em repetições de leucina na 

região C-terminal e um domínio PYD ou CARD (domínio de recrutamento de caspase) na 

região N-terminal da proteína (Koonin, E.V. et al., 2000; Schroder, K. et al., 2010). Assim, o 

inflamassoma é constituído por várias moléculas de NLR interligadas pela região NACHT por 

um processo de oligomerização dependente de ATP (Jaroszewski, L. et al., 2000). Além 

disso, as regiões ricas em leucinas são responsáveis pelo reconhecimento de PAMPs e 

DAMPs, que desencadeiam a oligomerização. Já a região de domínio PYD ou CARD é 

responsável pelo recrutamento e interação com outras proteínas (Martinon, F. et al., 2001). 

A principal função da oligomerização e ativação do inflamassoma é o recrutamento de 

caspase-1, que tem como consequência a clivagem dessa enzima (Martinon, F. et al., 2002). A 

caspase-1 é uma cisteíno protease que contém duas subunidades (p20 e p10) e um domínio 

CARD (Thornberry, N.A. et al., 1995). Assim, ao ser recrutada pelo inflamassoma, via 

interação CARD/CARD, a caspase-1 sofre autoclivagem que resulta em sua ativação 

(Martinon, F. et al., 2002; Wilson, K.P. et al., 1994). Essa protease é ativa em forma de 

tetrâmero e catalisa a clivagem da citocina pró-IL-1β em sua forma biologicamente ativa, IL-

1β (Thornberry, N.A. et al., 1995). Além disso, a caspase-1 é importante para a piroptose, 

evento em que ocorre a morte celular, clivagem e liberação de IL-1β e IL-18 (Cookson, B.T. 

et al., 2001). 

A ativação do inflamassoma é dependente de dois estímulos (Figura 1). O estímulo 

primário, que geralmente é proveniente de ativação de PRRs, como TLRs, é necessário para o 

aumento da expressão das moléculas constituintes do inflamassoma e da pró-caspase-1 e pró-

IL-1β (Bauernfeind, F.G. et al., 2009; Kayagaki, N. et al., 2013). Posteriormente, ocorre o 

estímulo secundário captado pelos domínios de repetição de leucina das moléculas de NLRPs. 
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Dentre as moléculas de estímulos secundários mais estudadas temos: ATP (via efluxo de K+), 

nigericina, cristais de urato e intermediários de oxigênio (por dano mitocondrial) (Ferrari, D. 

et al., 2006; So, A. et al., 2007; Zhou, R. et al., 2011). Além disso, o inflamassoma é ativado 

durante infecções bacterianas, virais, fúngicas e parasitárias (Coutinho-Silva, R. et al., 2012; 

Eldridge, M.J. et al., 2014; Lamkanfi, M. et al., 2011; Tavares, A.H. et al., 2013). 

Na malária, inicialmente foi demonstrado in vitro que a hemozoína induz a ativação de 

inflamassoma. Também foi demonstrado que a injeção intraperitoneal de hemozoína, em 

camundongos, induz a migração de neutrófilos (Shio, M.T. et al., 2009). Posteriormente, 

nosso grupo foi o primeiro a demonstrar a ativação de caspase-1 dependente de inflamassoma, 

durante a malária murina e humana (Ataide, M.A. et al., 2014). Além disso, foi demonstrado 

que a malária pré-dispõe o hospedeiro a uma hipersensibilidade a infecções secundárias por 

bactérias gram-negativas ou LPS (constituinte de parede celular de bactérias gram-negativa). 

Foi demonstrado ainda que, essa hipersensibilidade é decorrente de choque endotóxico, 

devido ao aumento de pró-IL1β induzida pelo LPS (Ataide, M.A. et al., 2014). O choque 

endotóxico em camundongos é caracterizado por apatia, pelagem arrepiada, conjuntivite, 

diarreia e severa hipotensão (Yamashita, T. et al., 2000) 

 

1.7. Caspase-11 e o Inflamassoma (Via Não Canônica) 

(Kayagaki, N. et al., 2011), descreveram a ativação de caspase-1 dependente de 

caspase-11 e denominaram esse processo de via não canônica do inflamassoma (Figura 1). 

Assim como na via canônica, durante a via não canônica a ativação de caspase-1 é dependente 

da oligomerização do inflamassoma. Entretanto, o inflamassoma não é importante para a 

ativação de caspase-11 e pouco é conhecido sobre o mecanismo de atuação da caspase-11. 

Isso foi demonstrado em um modelo in vitro de infecção de macrófagos por E. coli, após 

estímulo com toxina colérica B. Posteriormente, foi descrito que a toxina colérica B atuava 
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apenas como um carreador de LPS para o citoplasma, sendo sua função substituída por 

eletroporação do LPS. Isso indica que a caspase-11 atua como proteína sentinela no 

citoplasma, desencadeando a ativação de caspase-1 e da piroptose (Kayagaki, N. et al., 2013). 

Recentemente foi descrito que o LPS, quando presente no citoplasma, liga-se diretamente à 

caspase-11, promovendo sua oligomerização e ativação (Kayagaki, N. et al., 2013; Shi, J. et 

al., 2014). Além disso, foi descrito que a caspase-11 tem grande importância na resposta 

imune inata frente a infecções por bactérias gram-negativas citosólicas (Aachoui, Y. et al., 

2013). A caspase-11 além de ser importante para a clivagem de IL-1β, pode promover a 

clivagem de IL-1ɑ e a piroptose independente do inflamassoma e de caspase-1 (Casson, C.N. 

et al., 2013), além de modular a polimerização de fibras de actina (Li, J. et al., 2007). 

A pró-caspase-11 pode ser induzida pela sinalização de TLRs, como TLR3 e TLR4 

(Kayagaki, N. et al., 2013) e pode ser dependente da sinalização por Trif, via IFN-tipo I 

(Rathinam, V.A. et al., 2012). Entretanto, ainda há divergências sobre a indução dessa 

caspase, pois em outro modelo foi observado que IFN-γ e IFN tipo I têm pouca importância 

no aumento de pró-caspase-11 (Broz, P. et al., 2012). 

Durante o desenvolvimento do trabalho do nosso grupo (Ataide, M.A. et al., 2014), 

foram utilizados animais caspase-1 nocaute, provenientes da Universidade de Yale. 

Entretanto, foi demonstrado que esses animais eram caspase-1/11 nocaute, por terem sido 

modificados utilizando-se células de camundongos 129, naturalmente deficientes em caspase-

11 (Kayagaki, N. et al., 2011; Kuida, K. et al., 1995). Dessa forma, surgiram muitos 

questionamentos sobre a importância da via não canônica e da caspase-11 durante a infecção 

pelo Plasmodim spp. 
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Figura 1. Modelo de ativação do inflamassoma. O estímulo primário promove o aumento da expressão dos 

componentes do inflamassoma e das formas pró das moléculas de caspase-1 e 11 e das citocinas IL-1β e IL-18. 

O estímulo secundário promove a ativação de caspase-1, dependente de caspase-11 na via não canônica. Como 

consequência, há a clivagem das citocinas e a piroptose.
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2. JUSTIFICATIVA 

 

O Plasmodium spp. é um parasita capaz de induzir no hospedeiro uma resposta 

imunológica sistêmica potente. Embora essa resposta possa levar ao controle da infecção, 

também gera um quadro de inflamação que pode ser debilitante ao indivíduo, sendo esta a 

grande causa da sintomatologia. Sabendo que a IL-1β tem importante papel nessa resposta 

imune, é pertinente investigar as vias de ativação celular responsáveis pela produção dessa 

citocina. A ativação do inflamassoma é o mecanismo principal de geração de IL-1β, e sua 

importância já vem sendo descrita na infecção por Plasmodium spp. No entanto, não há 

relatos da participação da via não canônica do inflamassoma e da ativação de caspase-11 para 

o desenvolvimento dessa inflamação. Assim, é de extrema relevância avaliar um possível 

fator de resistência dos animais deficientes para caspase-11, frente à infecção por Plamodium 

chabaudi. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Investigar o papel da caspase-11 durante a infecção por P. chabaudi. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 Verificar se a pró-caspase-11 é induzida e se a caspase-11 é ativada na infecção 

por P. chabaudi. 

 Averiguar a importância da via não canônica durante a infecção por P. 

chabaudi. 

 Avaliar a importância da caspase-11 para o desenvolvimento da 

hipersensibilidade ao desafio por LPS, em animais infectados com P. 

chabaudi. 

 Verificar a contribuição da sinalização via TLR4 na ativação de caspase-11 e 

no desenvolvimento da hipersensibilidade ao desafio por LPS, durante a 

infecção por P. chabaudi. 

 Verificar o papel da caspase-11 na indução de pró-IL-1β. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. Comitê de Ética 

Esse projeto foi submetido para avaliação da Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Fiocruz e aprovado sob a licença de número LW-15/14. Assim, atende as normas dispostas 

pela Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório e pela Lei 11794/08. 

 

4.2. Animais 

Os animais C57BL/6 e 129S6, fêmeas de 6 a 8 semanas, foram adquiridos do biotério 

de produção do Centro de Pesquisas René Rachou. Os animais caspase-11-/- e caspase-1/11-/- 

foram adquiridos do laboratório do Professor Dr. Dario Simões Zamboni, após a aprovação de 

acordos com a Universidade de Yale (origem dos animais caspase-1/11-/-) e a empresa 

Genentech (origem dos animais caspase-11-/-). 

 

4.3. Parasito e Infecção 

Os animais foram infectados com a cepa P. chabaudi chabaudi AS (P. chabaudi). O 

inóculo da infecção foi realizado via injeção de 100μl intraperitoneal de 105 hemácias 

infectadas diluídas em PBS. Os parasitos foram mantidos previamente em animais infectados, 

destinados exclusivamente para passagens de cepa semanais. O sangue para confecção de 

solução de inóculo era coletado, via plexo oftálmico, no sexto ou sétimo dia de infecção dos 

animais de passagem. Os parasitos são mantidos em animais somente até a décima passagem. 

Posteriormente, realizamos alíquotas de sangue diluído em glicerol para o congelamento da 

cepa em nitrogênio líquido. Dessa maneira, garantimos a estabilidade da virulência e 

patogenicidade da cepa utilizada em experimentos. 
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4.4. Desafio com LPS/ Curva de Sobrevida 

No oitavo dia de infecção tanto o grupo de animais destinado à letalidade como os 

animais destinados a coleta de plasma para dosagem de citocinas, receberam 10μg de LPS 

sorotipo O111:B4 (SIGMA) diluído em 100μl de PBS, via injeção intraperitoneal. Os animais 

destinados à coleta de plasma foram eutanasiados para a coleta do volume sanguíneo nos 

pontos de 8, 12, 24 ou 36 horas após o desafio. 

Para a construção da curva de sobrevida, os animais foram observados nas 72 horas 

posteriores ao desafio e os eventos de mortalidade foram contabilizados durante esse período. 

Dessa forma, avaliamos a susceptibilidade de cada linhagem. 

 

4.5. Coleta de Plasma e Dosagem de IL-1β 

Para a coleta de plasma, coletamos o sangue dos animais via plexo retro orbital com 

pipeta Pasteur de vidro contendo 5μl de heparina e posteriormente, os animais foram 

submetidos à eutanásia com dose 2 vezes maior (60mg/kg) que a anestésica de pentobarbital 

sódico. Na sequência, o sangue foi centrifugado a 300 g por 15 minutos. Assim, foi possível a 

separação do plasma do restante do sangue. Então, o plasma dos animais foi congelado a -20 

graus Celsius para posterior realização ensaio imuno enzimático (ELISA). 

O ELISA (B&D) foi realizado de acordo com as instruções do fabricante. Assim, as 

placas foram sensibilizadas com o anticorpo de captura diluído em tampão de sensibilização 

(0,1 M de carbonato de sódio, ph 9,5) a 4 graus Celsius por toda a noite. Posteriormente, as 

placas foram bloqueadas com tampão de bloqueio (10% de soro fetal bovino em PBS 1X), e 

as amostras, incluindo o padrão, foram diluídas com essa mesma solução e incubadas à 

temperatura ambiente por 2 horas. Após lavagem com tampão de lavagem (0,05% tween em 

PBS1X), as placas foram incubadas com anticorpo de detecção por 2horas e estreptavidina 

por 30 minutos. Sempre foram realizadas lavagens dos poços entre os períodos de incubação. 
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A revelação foi feita com 10 ml de tampão citrato-fosfato (0.05M Na3C6H5O7 . 2H2O; 0.05M 

Na2H2PO4 .H2O) contendo 100µL de TMB à 10mg/ml e 30µL de H2O2 40volumes. A reação 

foi parada com 2 N H2SO4 e a leitura foi feita a 450nm em espectrofotômetro. 

 

4.6. Eutanásia e Extração de Esplenócito 

No oitavo dia de infecção os animais receberam uma dose de 60 mg/kg, dose 2 vezes 

maior que a anestésica de pentobarbital sódico para serem eutanasiados. Posteriormente, os 

animais tiveram o pelo embebido em álcool 70% e tiveram suas cavidades abdominais abertas 

para coleta do baço e de outros órgãos que foram coletados para realização de outros projetos. 

Esse procedimento foi realizado em fluxo laminar para manter a esterilidade dos órgãos 

coletados. 

Os baços foram armazenados em tubos de 2ml contendo meio de cultura RPMI 

incompleto (SIGMA), até o final da eutanásia. Então, os baços foram macerados e 

centrifugados à 500g, 5 minutos a 4οC. O sobrenadante dessa primeira centrifugação, após a 

maceração do tecido foi coletado e congelado para avaliação de caspase-11 no meio 

extracelular. Após a lise de hemácias, as células foram ressuspendidas em meio RPMI 

completo (10% soro fetal bovino), contadas em câmara de Neubauer e plaqueadas em placa 

de cultura de 96 poços. 

 

4.7. Cultura de Esplenócito e Coleta de Sobrenadante 

Para cultura de esplenócitos, após a extração, foram plaqueadas 2,5x105 células por 

poço. As amostras foram cultivadas no volume final de 200μl de meio com estímulo de 

1μg/ml de LPS. As amostras foram pipetadas em duplicata para obtenção de uma amostra 

com estímulo e outra controle sem estímulo, somente com meio de cultura. Após o período de 
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12 e 24 horas em estufa de cultivo celular a 37 οC, as placas de cultura foram centrifugadas à 

500g, 5 minutos a 4οC e então, o sobrenadante de cada amostra foi coletado e congelado à -20 

οC para dosagem de Il-1β por ELISA. 

 

4.8. Cultura de macrófago peritoneal  

Células peritoneais foram obtidas pela injeção e coleta de 5 ml de PBS, utilizando uma 

seringa com agulha de 21 Gauge. Essas células foram isoladas, contadas e posteriormente, 

plaqueadas em triplicata em meio RPMI completo. Assim, 1x106 células por poço foram 

incubadas em estufa a 37 οC , durante toda a noite para completa aderência dos macrófagos 

peritoneais. Após esse período, as células não aderentes e o soro fetal bovino foram lavados 2 

vezes com meio incompleto. As células foram estimuladas com 1μg/ml de LPS em meio 

incompleto por 5 horas e 30 minutos. Então, as células foram estimuladas com 5mM de ATP 

(SIGMA) por 30 minutos. Após os estímulos, coletamos e realizamos a precipitação de 

proteínas do sobrenadante de cultura com clorofórmio e metanol. As proteínas precipitadas do 

sobrenadante foram ressuspendidas em tampão de amostra e fervidas a 99ο por 5 minutos. 

Essas proteínas foram separadas durante a corrida de gel de SDS e marcadas para caspase-1 

por western blotting como controle positivo. 

 

4.9. Lisado de Esplenócito e Método de Bradford 

Depois de extrair os esplenócitos, centrifugamos as células à 500g, 5 minutos a 4οC e 

descartamos o sobrenadante para ressuspendê-las em 300μl de tampão ripa (50 mM Tris-HCl, 

pH 8.0, com 150 mM NaCl, 1.0% Igepal, 0.5% deoxicolato de sódio e 0.1% dodecilsulfato de 

sódio) (SIGMA) com inibidores de protease (Roche). Esse tampão contém SDS para lise das 
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células, permite a solubilização e inibe a degradação das proteínas, juntamente com o inibidor 

de protease. 

As amostras foram deixadas 15 minutos em gelo para total lise das células, após terem 

sido ressuspendidas em tampão ripa. Posteriormente, as amostras de lisado de esplenócito 

foram centrifugadas a 13000 g, a 4 οC por 10 minutos. Isso permite que os fragmentos 

celulares desçam para o fundo do tubo para obtermos uma solução somente das proteínas dos 

esplenócitos. 

O método de Bradford foi aplicado em todas as amostras de lisado de esplenócito e 

sobrenadante de tecido para a quantificação e normatização da concentração de proteínas, que 

foram aplicadas no gel de SDS. Primeiramente, diluímos todas as amostras, incluindo a curva 

da proteína padrão (realizada com albumina bovina) em água de injeção. Em seguida, 

iniciamos o ensaio ao diluir as amostras 10 vezes no reagende de Bradford (SIGMA) e 

realizamos a leitura à 595nm por espectrometria. A concentração das amostras é definida por 

interpolação dos valores de das absorbância da curva padrão de concentrações conhecidas.  

 

4.10. SDS-PAGE e Western Blotting 

As proteínas do lisado de esplenócito e do sobrenadante de tecido foram inicialmente 

separadas em gel de 15% de poliacrilamida por SDS-PAGE. Foram aplicados 60μg de 

proteína para as amostras de lisado de esplenócito e 30μg para as amostras de sobrenadante de 

tecido. Para as amostras de controle positivo de caspase-1, proveniente de sobrenadante de 

cultura de macrófago peritoneal, aplicou-se o maior volume possível, pois pela escassez de 

amostra, não foi realizada a quantificação de proteína. A corrida em gel de SDS foi realizada 

à 80V por 30 minutos e posteriormente, à 150V por 1 hora, em cuba de eletroforese (sistema 

BIORAD). Após a corrida do gel de SDS, realizamos a transferência úmida (sistema 

BIORAD) das proteínas para a membrana de nitrocelulose (GE), por 2 horas a 300mA. 
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As membranas foram bloqueadas com solução 0,5% de leite desnatado (Molico) em 

TBS Tween 0,05% por 1 hora em agitação. O anticorpo para caspase-11 (Novus Biological) 

foi diluído 1:1000 na mesma solução de bloqueio. Já o anticorpo para caspase-1 (Genentech) 

foi diluído 1:3000 em solução 0.1% de leite desnatado em TBS Tween 0.05%. Para controle 

de carregamento utilizamos o anticorpo anti β-actina (SIGMA) na diluição de 1:1000. Para o 

controle de carregamento das amostras de sobrenadante de tecido utilizamos a coloração por 

coomassie, após a eletroforese das proteínas. 

 

4.11. Citometria de Fluxo 

Para avaliarmos a importância da caspase-11 na indução de pro-IL-1β, realizamos a 

marcação intracelular dessa citocina. Juntamente, realizamos a marcação de superfície celular 

para a caracterização das populações celulares, já descritas como produtoras de IL-1β. Assim, 

primeiramente realizamos a marcação de 5x106 com o marcador de viabilidade celular 

VIOLET (Life Technologies) diluído em PBS, por 15 minutos. Em seguida, realizamos 1 

lavagem com solução de citometria (PBS 2% soro fetal bovino). Posteriormente, as células 

foram marcadas com anticorpos de superfície, específicos para os seguintes marcadores: 

CD11b, F4/80, CD11c e MHCII (eBioscience), diluídos em solução de citometria. Após essa 

marcação, as células foram fixadas e permeabilizadas, seguindo o protocolo do kit de 

marcação intracelular da eBioscience. Então, o anticorpo específico para pró-IL-1β foi diluído 

em solução de permeabilização e incubado com as células por 45 minutos. Novamente as 

células foram lavadas três vezes e ressuspendidas com o tampão de citometria e lidas no 

citômetro Fortessa (BD Bioscience). Os dados foram adquiridos com software DIVA (BD 

Bioscience) e analisados no FlowJo (Tree Star). 
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4.12. Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada por meio do programa Prisma da GraphPad 

(http://www.graphpad.com). Em todas as variáveis foram testadas a distribuição normal e a 

variância homogênea. Quando a distribuição foi considerada normal e com variância 

homogênea utilizou-se testes paramétricos através do teste t não pareado e do teste ANOVA 

com comparação múltipla de Tukey. Os resultados foram expressos em média ± EPM. Nos 

casos em que a distribuição não foi Gaussiana, utilizou os testes não paramétricos pelo Teste 

Mann Whitney e do teste "Kruskal-Wallis" com comparação múltipla de Dunn. 

 

http://www.graphpad.com/
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5. RESULTADOS 

 

5.1. A infecção por P. chabaudi induz a ativação de caspase-1 e proporciona uma 

hipersensibilidade ao LPS. 

Conforme demonstrado previamente por nosso grupo (Ataide, M.A. et al., 2014), a 

infecção por P. chabaudi é capaz de induzir a ativação de caspase-1 (Figura 2A). Além disso, 

os animais infectados são extremamente susceptíveis ao desenvolvimento de choque 

endotóxico após serem desafiados com LPS (Figura 2B). Condizente com o período de 

letalidade dos camundongos de até 12 horas, observamos que o plasma dos animais infectados 

e desafiados, contém alta concentração da citocina inflamatória e pirogênica IL-1β (Figura 

2C). Isso explica a alta mortalidade pelo desenvolvimento de choque endotóxico. Já os 

animais infectados não desafiados, apresentam concentrações significantes de IL-1β 

circulante, porém concentrações não letais, que são induzidas apenas após o desafio por LPS. 
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Figura 2. A infecção por P. chabaudi induz a ativação de caspase-1 e a hiper-reatividade após desafio por 

LPS. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 105 hemácias infectadas por P. chabaudi. Western Blotting 

para caspase-1 de proteínas de lisado de esplenócitos após o oitavo dia de infecção.Western Blotting para β-

actina como controle de carregamento e gráfico de barras exibindo os valores de densitometria das bandas. (A). 

Curva de sobrevida dos camundongos infectados e controles não infectados, desafiados com 10μg de LPS no 

oitavo dia de infecção (B). Quantificação de IL-1β no plasma (ELISA) de camundongos após oito horas de 

infecção, desafiados com LPS ou não e seus respectivos controles não infectados (C). *0.01 < p < 0.05, **0.001 

< p < 0.01, ***p < 0.001. 
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5.2. A infecção por P. chabaudi induz a ativação de caspase-11. 

O principal objetivo desse trabalho foi a avaliação da ativação de caspase-11. Assim, 

observamos que no modelo murino da malária a infecção por P. chabaudi induz um aumento 

da expressão da pró-caspase-11 no baço, após oito dias de infecção (Figura 3A). Além disso, 

ao avaliarmos o sobrenadante do macerado do baço, detectamos a subunidade p26 da caspase-

11 ativa (Figura 3B). Isso sugere que a caspase-11 tenha um papel biológico, durante a 

infecção. 

 

 

Figura 3. A caspase-11 é induzida e ativada durante a infecção por P. chabaudi. Camundongos C57BL/6 

foram infectados com 105 hemácias infectadas por P. chabaudi e após 8 dias de infecção os baços foram 

coletados e o lisado proteíco total analisado. Western Blotting para caspase-11 e β-actina como controle de 

carregamento do gel corado com coomassie (A). Western Blotting para caspase-11 e coloração de coomassie 

como controle de carregamento. Proteínas do sobrenadante tecidual (B). 
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5.3. A caspase-11 não é importante para a ativação de caspase-1, durante a 

malária experimental murina. 

Como esperado, ao compararmos animais caspase-11-/- e caspase-1/11-/- ou animais 

129, naturalmente deficientes para caspase-11 com animais C57BL/6, confirmamos que a 

infecção por P. chabaudi induz o aumento da expressão e a clivagem de caspase-11 (Figura 

4A e 4B). Porém, diferente do que foi relatado em outros modelos de infecção, observarmos a 

presença da subunidade p20 da caspase-1 ativada em animais caspase-11-/- (Figura 4C), 

sugerindo que durante a malária a ativação de caspase-1 não é dependente de caspase-11.  
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Figura 4. A infecção por P. chabaudi não induz a via não canônica do inflamassoma. Camundongos 

C57BL/6 foram infectados com 105 hemácias infectadas por P. chabaudi e após8 dias de infecção as amostras de 

baço foram coletadas. Western Blotting para caspase-11 de proteínas de lisado de esplenócitos (A). Western 

Blotting para caspase-11 de proteínas contidas no sobrenadante do macerado do baço (B). Western Blotting para 

caspase-1 de proteínas de lisado de esplenócitos (C),Western blotting para β-actina ou coloração de coomassie 

foram usados como controle de carregamento. Animais C57BL/6, 129S6 (naturalmente deficientes para caspase-

11), Caspase-1/11 -/- (nocaute para caspase-1 e caspase-11) e Caspase-11-/- (nocaute para caspase-11). O 

controle positivo para caspase-1 foi obtido de sobrenadante de cultura de macrófago peritoneal residente. Essas 

células foram estimuladas por 5horas e 30 minutos com 1μg/ml de LPS e 30 minutos de estímulo por ATP 

(5mM). 



28 

 

 

 

5.4. A caspase-11 é importante para as concentrações plasmáticas de IL-1β e para 

a letalidade no choque endotóxico 

Apesar da caspase-11 não interferir na ativação da caspase-1 (Figura 4C), em nosso 

modelo de infecção observamos menores concentrações plasmáticas de IL-1β em 

camundongos 129 e caspase-11-/-, após o desafio com LPS (Figura 5A e 5B). Além disso, 

observamos menores concentrações de IL-1β no sobrenadante de cultura de esplenócitos de 

animais infectados, estimulados com 1μg/ml de LPS por 12 e 24 horas (Figura 5C).  

Como mostrado nas Figuras 5A e 5B, após oito horas do desafio por LPS, o plasma 

dos animais C57BL/6 apresentaram em média 4 vezes mais IL-1β do que animais 129 ou 

animais caspase-11-/-. Já a concentração de IL-1β em animais caspase-1/11-/- não foram 

detectadas por estarem abaixo do limite de detecção do ELISA utilizado. Isso indica uma 

provável produção e/ou liberação de IL-1β parcialmente dependente de caspase-11. Não foi 

possível coletar o sangue dos animais C57BL/6 após o período de 8 horas de desafio, devido à 

alta taxa de mortalidade desses animais por choque endotóxico. Como consequência dos 

menores níveis de IL-1β, os animais caspase-11 -/- foram mais resistentes e apresentaram 

maior porcentagem de sobrevida à letalidade por choque endotóxico, como observado na 

Figura 5D. 
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Figura 5. Animais caspase-11-/- apresentam menores níveis de IL-1β e são mais resistentes ao choque 

endotóxico. Quantificação de IL-1β por ELISA do plasma de animais C57BL/6, 129S6 caspase-1-/- e caspase-

1/11-/-, desafiados com 10μg de LPS, após oito dias de infecção com 105 hemácias infectadas. O plasma foi 

coletado nos tempos de 8, 12, 24 ou 36 horas após desafio (A e B). Quantificação de IL-1β por ELISA do 

sobrenadante de cultura de esplenócitos de animais infectados ou controles não infectados. Os esplenócitos 

foram estimulados com 1μg/ml de LPS por 12 e 24 horas (C). Curva de sobrevida de animais desafiados com 

10μg de LPS no oitavo dia de infecção e animais controles não infectados (D). *0.01 < p < 0.05, **0.001 < p < 

0.01, ***p < 0.001. 
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5.5. A sinalização via TLR4 induz IL-1β, mas não é importante para ativação de 

caspase-11 

(Kayagaki, N. et al., 2013), descreveram em seu modelo de infecção bacteriana que a 

sinalização via TLR4 poderia participar da indução de pró-caspase-11. Porém, durante a 

malária experimental murina observamos uma indução de pró-caspase-11 independe de TLR4 

(Figura 6A). Além disso, vimos que a ativação da caspase-11 não é prejudicada nos animais 

TLR4-/- (Figura 6B). Entretanto, esses animais apresentam baixos níveis plasmáticos de IL-

1β e no sobrenadante de cultura de esplenócitos, semelhante aos níveis encontrados nas 

amostras de animais caspase-11-/- (Figura 7A e 7B). Além disso, os animais TLR4-/- 

mostraram-se extremamente resistentes à morte por choque endotóxico (Figura 7C). 

Para avaliarmos a importância da caspase-11 na produção de IL-1β, realizamos a 

marcação intracelular de pró-IL-1β em células de animais infectados, desafiados ou não com 

LPS, após 2 horas de desafio. A Figura 8 A-B mostra que a caspase-11 não interfere na 

indução de pró-IL-1β em monócitos e células dendríticas. É importante ressaltarmos o quanto 

o desafio com LPS aumenta a quantidade de pró-IL-1β nos animais infectados em relação aos 

animais infectados não desafiados (Figura 8A-B), sendo esse evento temporalmente 

relacionado com a letalidade por choque endotóxico. 
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Figura 6. A sinalização via TLR4 não é importante para indução e a ativação de caspase-11. Camundongos 

C57BL/6  e TRL4-/-foram infectados com 105 hemácias infectadas por P. chabaudi e após8 dias de infecção as 

amostras de baço foram coletadas. Western Blotting para caspase-11 e β-actina como controle de carregamento 

de proteínas de lisado de esplenócito. O gráfico de barras exibe os valores de densitometria das bandas p43 e p38 

de pró-caspase-11 (A). Western Blotting para caspase-11 e coloração de coomassie como controle de 

carregamento de amostras de sobrenadante do macerado do baço (B). 
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Figura 7. A sinalização via TLR4 induz IL-1β. Quantificação de IL-1β no plasma (ELISA) de camundongos 

C57BL/6 e TLR4-/- infectados no oitavo dia de infecção e camundongos controles não infectados, após 8 horas 

de desafio com de 10 μ LPS (A). Quantificação de IL-1β (ELISA) do sobrenadante de cultura de esplenócito de 

animais infectados ou controles não infectados. Os esplenócitos foram estimulados com 1μg/ml de LPS por 12 e 

24 horas (B). Curva de sobrevida de animais desafiados com 10μg de LPS no oitavo dia de infecção e animais 

controles não infectados (C). As amostras de baço foram coletadas, após o oitavo dia de infecção com 105 

hemácias infectadas *0.01 < p < 0.05, **0.001 < p < 0.01, ***p < 0.001. 
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Figura 8. A caspase-11 não modula os níveis de pró-IL-1β. Intensidade mediana de fluorescência para a 

marcação de pró-IL-1β, em células F4/80+ CD11b+ Live/Dead- (marcador de células mortas) de esplenócitos de 

animais infectados, desafiados ou não com LPS e seus respectivos controles (A). Intensidade mediana de 

fluorescência para a marcação de pró-IL-1β, em células MHCII+ CD11b+ Live/Dead- (marcador de células 

mortas) de esplenócitos de animais infectados, desafiados ou não com LPS e seus respectivos controles (B). O 

desafio de 10μg de LPS foi realizado após oito dias de infecção e os baços dos animais foram coletados após 2 

horas de desafio. Foram utilizados animais C57BL/6, caspase-1-/- e caspase-1/11-/-. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Nesse trabalho nós demonstramos que, assim como a caspase-1, a caspase-11 é 

induzida e ativada pela infeção por P. chabaudi (Figuras 2A, 3A-B e 4A-B). Isso indica que 

durante a malária murina ocorrem os mecanismos de primeiro sinal (indução) e segundo sinal 

(ativação) necessários para a oligomerização do inflamassoma (Bauernfeind, F.G. et al., 

2009). A caspase-11 não necessita de sinalização via NLR para ser induzida, entretanto, 

também são necessários dois estímulos para que seja ativada (Kayagaki, N. et al., 2011). O 

primeiro sinal, proveniente de um PAMP do Plasmodium spp., provavelmente  um agonista 

de TLR, que promove sinalização somente via MyD88 (Ataide, M.A. et al., 2014; 

Bauernfeind, F.G. et al., 2009). Isso pelo fato de animais MyD88-/- apresentarem diminuídas 

as formas pró e ativa da caspase-1, além de apresentarem baixas concentrações de IL-1β 

(Ataide, M.A. et al., 2014). Sabe-se que durante a malária, o cristal de hemozoína fagocitado, 

leva ao rompimento do fagolisossomo e acarreta na exposição de PAMPs no citosol. Dessa 

forma, sugere-se que o DNA do parasito carreado pela hemozoína seja um primeiro sinal. Isso 

devido ao fato do DNA livre no citoplasma ativar TLR9, levando à indução do fator de 

transcrição NFκ-B e consequente indução de IFN-tipo I. Então, o IFN-tipo I, numa ação 

autócrina e parácrina, desencadeia o aumento da expressão das moléculas de NLR, pró-

caspases e pró-IL1β. Posteriormente, o próprio cristal de hemozoína, atua como um segundo 

sinal ao induzir a oligomerização do inflamassoma (Kalantari, P. et al., 2014; Parroche, P. et 

al., 2007). 

Reforçando a hipótese da sinalização de TLR9 como primeiro sinal na malária, 

modelos de infecção bacteriana demonstraram que a indução da pró-caspase-11 pode ser 

mediada por IFN-tipo I (Case, C.L. et al., 2013; Yang, Q. et al., 2014), induzido via 

sinalização TLR4-Trif (Rathinam, V.A. et al., 2012). Já em nosso modelo pela infecção por P. 
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chabaudi, vimos que a sinalização via TLR4 não é importante para a indução e ativação de 

caspase-11 (Figura 6A-B). Isso corrobora com a importância da ativação de TLR9 como 

primeiro sinal na malária. Além disso, outro estudo mostra que macrófagos Trif-/-, infectados 

com Salmonella spp., apresentaram um atraso na indução da expressão de caspase-11, porém 

mantinham os níveis dessa proteína (Broz, P. et al., 2012). Essas observações indicam que o 

papel do Trif na indução de caspase-11 pode variar com o modelo de infecção utilizado. Além 

do IFN-tipo I o IFN-γ também gera aumento da caspase-11. Isso pelo fato, do IFN-γ induzir a 

ligação de STAT 1 ao promotor e levar ao aumento da transcrição do gene da caspase-11 

(Schauvliege, R. et al., 2002). O IFN-γ é uma citocina muito importante na patogênese da 

malária, já que é produzido em resposta ao parasito tanto na fase de esporozoíto, quanto 

durante o ciclo eritrocitário (Bakir, H.Y. et al., 2011; Mac-Daniel, L. et al., 2014). Assim, 

tanto IFN-tipo I quanto o IFN-γ, podem ser importantes mecanismos para a indução de 

caspase-11 na malária. 

Nosso trabalho também mostra que a malária deixa o hospedeiro susceptível ao 

choque endotóxico, sendo a alta concentração de IL-1β relacionada com a alta mortalidade de 

animais C57BL/6 (Figura.2B-C). Interessante, que os animais infectados apresentaram baixos 

níveis de IL-1β, quando comparados com os animais infectados desafiados com LPS. Sabe-se 

que a indução de mRNA de pró-IL-1β é transiente, ou seja, a ativação é imediatamente 

seguida da repressão da transcrição (Fenton, M.J. et al., 1987; Fenton, M.J. et al., 1988). 

Além disso, a pró-IL-1β necessita ser clivada pela caspase-1, sendo secretada durante a 

piroptose, independente do retículo endoplasmático e complexo de Golgi (Eder, C. 2009). 

Isso implica em um processo de produção e liberação de IL-1β muito controlado e, por isso, 

sugere-se que não são necessárias altas concentrações dessa citocina para que ocorra seu 

efeito biológico (Eder, C. 2009). Durante a malária, o primeiro e segundo sinais já foram 

acionados e as células já têm toda a maquinaria para a clivagem e liberação de IL-1β. Dessa 
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forma, o desafio com LPS, principal indutor dessa citocina (Fantuzzi, G. et al., 1996), 

promove a transcrição de mRNA que leva a uma exorbitante liberação de IL-1β e culmina 

com o choque endotóxico e morte dos animais. Como o LPS é o principal agonista de TLR4, 

vimos que os animais TLR4-/- apresentam baixas concentrações de IL-1β e por isso são mais 

resistentes à morte por choque endotóxico, que animais C57BL/6 (Figura 7A-C). Isso ressalta 

que a letalidade nos animais infectados e desafiados, ocorra devido ao aumento de IL-1β 

induzida por LPS, sendo essa citocina clivada e liberada por uma prontificada maquinaria de 

caspases. É importante destacar que o P. chabaudi é uma cepa não letal, porém após o desafio 

a essa baixa dose de LPS, os animais infectados sucumbem num curto período de 12 horas. 

Além disso, esse fenômeno não é observado em animais não infectados, mostrando que 

somente o LPS, que induz pró-IL-1β, não é suficiente para levar à mortalidade. Recentes 

publicações com modelo experimental tratam da susceptibilidade dos animais durante co-

infecções entre bactérias gram-negativas e Plasmodium spp.. Sabe-se que a malária leva ao 

aumento da bacteremia e, por isso, os animais morrem rapidamente (Lundqvist, J. et al., 2010; 

Mastroeni, P. et al., 2000). Entretanto, sendo o LPS um importante componente da parede 

celular dessas bactérias, é possível que a indução de pró-IL-1β, seja o fenômeno 

desencadeador da morte e não somente o aumento da bacteremia. 

Diversos modelos de infecção bacteriana in vitro e in vivo têm demonstrado a ativação 

de caspase-1 dependente da via não canônica do inflamassoma, ou seja, dependente de 

caspase-11 (Casson, C.N. et al., 2013a; Casson, C.N. et al., 2013b; Hagar, J.A. et al., 2014; 

Meunier, E. et al., 2014; Oficjalska, K. et al., 2014). Entretanto em nosso modelo de malária 

murina, nós demonstramos que a caspase-11 não é importante para a ativação de caspase-1 

(Figura 4C). Isso pelo fato dos animais caspase-11-/- apresentarem a subunidade p20 da 

caspase-1 ativa. Entretanto, diferente do esperado, os animais 129 deficientes para caspase-11 

e os animais capsase-11-/-, apresentaram baixas concentrações de IL-1β circulante (Figura 
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5A-C). Além disso, animais caspase-11-/- mostraram-se mais resistentes à letalidade, após o 

desafio por LPS (Figura 5D). Entretanto, os animais caspase-11-/- apresentaram níveis 

semelhantes de pró-IL-1β, ou seja, a caspase-11 não é necessária para a indução de pró-IL-1β 

(Figura 8A-B). Dessa forma, sendo a atividade da caspase-11 irrelevante para a ativação de 

caspase-1 e para indução de pró-IL-1β, essa protease pode estar agindo diretamente na 

clivagem ou na liberação dessa citocina. A primeira hipótese da clivagem de IL-1β ser 

dependente de caspase-11 é a menos provável. Isso porque à caspase-11 apresenta uma 

sequência de aminoácidos distinta da presente na caspase-1 na região de ligação com o 

substrato. Apesar disso, a caspase-11 apresenta os resíduos de aminoácidos no sítio catalítico 

conservado, como na caspase-1, o que caracteriza essa enzima como cisteíno protease (Wang, 

S. et al., 1996). Além disso, um modelo in vitro com células nocautes para os genes da IL-1β, 

caspase-1 e caspase-11, mostrou que ao realizar a co-transfecção de pró-Il-1β e caspase-1, a 

citocina era liberada no sobrenadante na sua forma clivada. Já após a co-transfecção de pró-Il-

1β e caspase-11, não foi possível detectar a citocina no sobrenadante (Yang, Q. et al., 2014). 

Existem duas vias de secreção de citocinas a via clássica e a não-clássica. A maior 

parte das citocinas é secretada pela via clássica, que consiste na translocação da citocina pela 

membrana do retículo endoplasmático e então, secreção por vesículas do complexo de Golgi 

(Halban, P.A. et al., 1994). Outras proteínas perdem a sequência hidrofóbica, denominada 

sequência sinal e são excretadas independentemente de retículo endoplasmático e complexo 

de Golgi (Eder, C. 2009). A IL-1β compõe o grupo de citocinas secretada pela via não 

clássica e para explicar a liberação dessa importante citocina pirogênica, existem três 

modelos. O primeiro modelo consiste na hipótese de que a liberação de IL-1β seja feita por 

um subtipo de lisossomos secretórios. Esses lisossomos secretórios promovem a liberação da 

citocina mediada por Ca2+, e se movimentam até a membrana plasmática por mecanismo 

dependente de microtúbulos e actina (Rubartelli, A. et al., 1990). Recentes estudos 
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demonstraram que a caspase-11 pode promover a migração celular por induzir a polarização 

de actina (Li, J. et al., 2007). Também por modulação de actina, já foi demonstrado que em 

modelo de bactérias intracelulares, a caspase-11 é capaz de promover a fusão do 

fagolisossomo (Akhter, A. et al., 2012). Assim, podemos hipotetizar que a caspase-11 pode 

ser importante para a movimentação dos lisossomos secretórios até a membrana celular para a 

promoção da liberação de IL-1β.  

O segundo mecanismo proposto para a liberação de IL-1β, sugere que o 

processamento ocorra diretamente no citoplasma e que a citocina atravesse a membrana 

plasmática por transportadores transmembranânicos (Brough, D. et al., 2007). Recentemente, 

foi demonstrado que a caspase-11 cliva um canal catiônico e dessa forma, modifica sua 

conformação e permite a saída de IL-1β da célula (Py, B.F. et al., 2014). Já o último modelo 

proposto relaciona a liberação de IL-1β com a lise celular, durante a piroptose. Sabe-se que a 

ativação da caspase-1 leva à formação de poros na membrana, que causa aumento de volume 

celular e subsequente lise celular com extravasamento de alarminas e das citocinas 

pirogênicas (Fink, S.L. et al., 2006). Desde os primeiros estudos, a caspase-11 é relacionada 

com a morte celular, sendo que esse processo induz o aumento de caspase-11 (Kang, S.J. et 

al., 2002; Yang, Q. et al., 2014). Consequentemente, células caspase-11-/-, estimuladas com 

LPS, são mais resistentes do que células que possuem caspase-11 (Kang, S.J. et al., 2002). A 

supressão de caspase-11 também foi acompanhada da diminuição de HMGB1, uma alarmina 

associada à piroptose (Kayagaki, N. et al., 2011). Além disso, outros trabalhos mostram que a 

citotoxicidade é mediada por caspase-11 e independente de caspase-1 e de componentes do 

inflamassoma, mesmo durante modelos de ativação da via não canônica in vitro (Aachoui, Y. 

et al., 2013; Case, C.L. et al., 2013; Kayagaki, N. et al., 2011) e in vivo (Broz, P. et al., 2012). 

Nesse trabalho mostramos que, durante a infecção por P. chabaudi, a ativação de caspase-1 e 

a indução de pró-IL-1 são independentes de caspase-11. Entretanto, os animais caspase-11-/- 
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infectados e desafiados com LPS, apresentam baixos níveis de IL-1 circulante e são mais 

resistêntes ao desenvolvimento de choque endotóxico. Dessa forma, é possível considerar que 

a caspase-11 possa mediar à liberação de IL-1β via controle de polarização de actina, 

mudança conformacional de canais transmembrânicos ou indução da piroptose. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Esse estudo mostra que, além da caspase-1, durante a malária experimental ocorre a 

indução e ativação da caspase-11. Entretanto, a ativação de caspase-1 não é dependente de 

caspase-11. Além disso, a infecção por P. chabaudi, leva à hipersensibilidade ao desafio com 

LPS, que resulta na morte por choque endotóxico. Isso porque a infecção por P. chabaudi 

ativa e mantém a maquinaria protéica e enzimática necessária para clivagem de pró-IL-1β, 

rapidamente induzida pelo LPS, via sinalização por TLR4. Podemos concluir ainda, que a 

caspase-11 regula os níveis de IL-1β circulante em animais infectados, após o desafio com 

LPS. Isso reflete em uma importante resistência dos camundongos caspase-11-/- ao 

desenvolvimento de choque endotóxico. Assim, possivelmente a caspase-11 promova a 

modulação da liberação de IL1-β, entretanto, esse mecanismo permanece desconhecido e 

requer estudos futuros. 
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