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Resumo 

 

A malária permanece como a maior doença infecciosa do mundo, sendo que metade 
da população mundial se encontra em risco de ser infectada. A destruição do agente 
causador, protozoários do gênero Plasmodium, é essencial para a resolução da moléstia e é 
mediada pela atuação coordenada entre linfócitos T e B. Foi noticiado a presença de auto-
anticorpos em pacientes portadores de malária, e em alguns casos o agravamento de 
doenças autoimunes como o lúpus e, possivelmente, a esclerose múltipla. Estudos 
conduzidos em nosso laboratório demonstraram que a infecção por P. berghei NK65 em 
camundongos promoveu atrofia do timo e subsequente migração de células T CD4+CD8+ 
(DP) para órgãos linfoides secundários. Tendo em vista que o timo é o órgão linfoide 
primário responsável pela maturação e desenvolvimento de linfócitos T, desempenhando 
um papel primordial em gerar a tolerância central, o presente estudo teve por objetivo 
investigar o efeito da infecção por P. berghei sobre a evolução clínica da Encefalomielite 
Autoimune Experimental (EAE) e também sobre o perfil de ativação de células dendríticas. 
Os resultados obtidos mostraram que camundongos curados da malária apresentaram 
quadro clínico exacerbado de EAE quando comparados com animais que não entraram em 
contato com o plasmódio. A piora no quadro clínico de EAE se associou com a migração 
precoce de células T-DP para o Sistema Nervoso Central (SNC) e pela produção de 
citocinas inflamatórias por tais células. Camundongos resistentes a EAE desenvolveram a 
doença após a infecção por plasmódio, indicando que a atrofia tímica induzida pela 
infecção é capaz de alterar a susceptibilidade ao desenvolvimento de doenças autoimunes. 
Por outro lado, o tratamento de células dendríticas (DCs) com extratos derivados do 
plasmódio modificou seu estado de maturação/ativação para um perfil tolerogênico. A 
transferência adotiva de células dendríticas moduladas com extratos de plasmódio foi capaz 
de reduzir a EAE, bem como a neuro-inflamação do SNC pela supressão da resposta imune 
celular a neuro-antígenos. Tomados em conjunto, os resultados obtidos neste estudo 
mostram que a infecção por Plasmodium berghei NK65 promove alterações significativas 
no sistema imune que auxiliam na exacerbação da neuro-inflamação autoimune. Por outro 
lado, a utilização de extratos do plasmódio pode se tornar uma alternativa inovadora na 
modulação da inflamação por meio da transferência adotiva de células dendríticas tornadas 
tolerogênicas com tais extratos. 
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Abstract 
 

 
Malaria remains as the most frequent infectious disease in the world, where half of 

the world population is at risk. Destruction of the causative agent, protozoan of the 
Plasmodium gender, is essential for the resolution of the disease and this is mediated by the 
coordinated action of both T and B lymphocytes. It has been demonstrated that malaria-
bearing patients possess auto-antibodies, e in some cases, the worsening of autoimmune 
diseases such as lupus and multiple sclerosis. Studies, conducted by our group, have shown 
that P. berghei NK65 infection promoted thymic atrophy and the subsequent migration of 
CD4+CD8+ (DP) T cells towards the peripheral immune system. Since the thymus is the 
primary lymphoid organ responsible for the generation and maturation of T cells, playing a 
major role in the shaping of T cells repertoire, the present study aimed to investigate the 
influence of P. berghei infection in the clinical course of Experimental Autoimmune 
Encephalomyelitis (EAE), the mouse model for multiple sclerosis, and also over the 
maturation/activation status of dendritic cells. Results showed that malaria-cured mice 
developed a more severe EAE clinical course compared with control mice. The worsening 
in EAE score was related to the migration of DP-T cells towards the Central Nervous 
System (CNS), where these cells produced high amounts of inflammatory cytokines. 
Interestingly, EAE-resistant BALB/c mice developed the disease after plasmodia infection, 
indicating that the thymic atrophy induced by the infection is able to alter the susceptibility 
to autoimmune diseases. On the other hand, treatment of dendritic cells (DCs) with 
P.berghei extracts (PbX) modified their activation/maturation status towards a tolerogenic 
profile. The adoptive transfer of DC-PbX was able to suppress the development of EAE, as 
well as neuro-inflammation, through the reduction in cellular immune responses towards 
neuro-antigens. Taken together, the results collected in this study show that Plasmodium 
berghei NK65 infection promotes significant alterations in the immune system that aid the 
development of autoimmune neuro-inflammation. On the other hand, the use of plasmodia 
extracts may become an interesting approach to modulate inflammation through the 
adoptive transfer of tolerogenic dendritic cells. 
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Parte das características do sistema imune é o reconhecimento e diferenciação de 

estruturas próprias e de não próprias dentro de um organismo. Tal reconhecimento ocorre 

através de receptores presentes na superfície celular. Sua interação com ligantes cognatos 

leva a ativação, proliferação e diferenciação celular culminando no estabelecimento da 

inflamação. A inflamação é importante para a eliminação de organismos invasores e de 

antígenos exógenos e na manutenção da homeostase. Sendo mediada por células da 

resposta imune inata e adaptativa, é necessário que exista um fino controle das respostas 

imunes inflamatórias, visto que a exacerbação da resposta imune pode levar ao surgimento 

de respostas contra tecidos e proteínas próprias. Tal controle é dado tanto no 

desenvolvimento quanto na ativação periférica dos leucócitos, as células participantes do 

sistema imunológico. A resposta imune específica a antígenos é precedida da seleção e 

estimulação de linfócitos T portando receptores capazes de reconhecer fragmentos lineares 

apresentados por células apresentadoras de antígenos. 

Por outro lado, a invasão do organismo por agentes patogênicos, como o plasmódio 

(agente causador da malária), induz uma série de sinalizações que promovem a resposta 

imune. Contudo, evidencias têm demonstrado que a ativação estimulada por plasmódio é, 

por muitas vezes, mal direcionada e insuficiente para conter a infecção. Existe um acúmulo 

de dados a respeito da exacerbação de respostas imunes indesejadas em indivíduos 

portadores de malária. Essas observações sugerem que existe um comprometimento tanto 

na geração de repertório de linfócitos T quanto na modulação da ativação celular periférica. 
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O desenvolvimento de linfócitos T e a geração de repertório 

 

O timo é um órgão linfoide localizado no mediastino da cavidade torácica. 

Anatomicamente, o órgão é bilobado, sendo posteriormente dividido por septos dando 

origem a vários lóbulos. Análises histológicas revelam que cada lóbulo é formado por um 

córtex e uma medula. O córtex é a região mais densamente povoada, sendo composta 

principalmente por timócitos e células precursoras de linfócitos T, enquanto que a medula 

apresenta-se menos povoada e constituída principalmente por células epiteliais tímicas, 

células dendríticas e linfócitos B (Miller, 2011). O timo é o órgão linfoide responsável pela 

diferenciação, seleção e maturação de linfócitos T (Sprent, 1995; Hogquist et al., 2005; 

Kyewski e Klein, 2006). 

A geração de células T é dependente da entrada constante de precursores linfoides 

que adentram o órgão por meio de vênulas de endotélio alto (HEV, do inglês High 

Endothelial Venules) localizadas na região córtico-medular (Takahama, 2006). Por meio do 

reconhecimento de quimiocina específicas, os precursores linfoides migram para a região 

subcapsular do timo, área mais externa do córtex, onde a expressão de pré-receptores de 

linfócitos T (pré-TCR) garantem a sobrevivência da célula (Kuchroo et al., 2002). As 

células incapazes de projetar para a superfície o pré-TCR, morrem por ausência de 

estímulo, conhecida por morte por negligência (Von Boehmer, 2009). Neste momento, os 

timócitos (as células T enquanto no timo) não apresentam TCR e seus co-receptores: as 

moléculas CD4 e CD8, sendo denominados timócitos duplo-negativos (DN). Em uma 

segunda etapa, os timócitos DN, no córtex, passam a expressar ambos os co-receptores 

juntamente com o TCR, sendo denominados timócitos CD4+CD8+ (duplo-positivos, DP). O 

timo de camundongos adultos e jovens é composto de 70-85% de timócitos DP. 
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A migração cortical de timócitos DP facilita a interação destas células com o 

microambiente tímico, especialmente células epiteliais corticais expressando peptídeos 

próprios associados a moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do 

inglês, Major Histocompatibility Complex) de classe I e II. Apenas as células capazes de 

reconhecer moléculas de MHC próprio recebem citocinas e fatores de crescimento que 

permitem sua sobrevivência. Este processo é denominado de seleção positiva e é 

responsável pela maturação de timócitos DP a timócitos CD4+ (simples positivo, SP) e 

CD8+ SP (Hogquist et al., 1994). 

Os timócitos SP, agora na região medular, são expostos, novamente, a moléculas de 

MHC-I e MHC-II, contudo, células que interagirem com elevada afinidade com tais 

moléculas serão eliminadas. De forma semelhante, os timócitos SP expressando TCRs 

proibitivos, como o TCR Vβ5.1 e Vβ5.2 e TCR Vβ12.1 e Vβ12.2, são eliminados devido a 

seu potencial auto-reativo. Além disso, o reconhecimento com alta afinidade garante a 

eliminação de células auto-reativas. Este processo é denominado de seleção negativa (Starr 

et al., 2003). 

Os três mecanismos constituem os processos de seleção de repertório de linfócitos 

que ocorrem no timo, e uma vez que os timócitos passam por tais processos, as células T 

deixam este órgão em direção aos órgãos linfoides secundários como células maduras e 

aptas a ativação por ligação de TCR com MHC conjugado a peptídeo cognato. Dentro deste 

contexto, é necessário que a arquitetura tímica mantenha sua organização estrutural e 

funcional para a correta formação de repertório e manutenção dos números de linfócitos T 

em órgãos linfoides periféricos. 

Interessantemente, a despeito de seu papel-chave na geração das células 

responsáveis pela resposta imune adaptativa, o timo involui em decorrência do 
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envelhecimento do organismo. A atrofia tímica, caracterizada por perda da massa relativa 

do órgão ao corpo, observada no envelhecimento é conhecida por atrofia fisiológica do 

timo (Hirokawa et al., 1994). A produção de hormônios sexuais e adrenais está relacionada 

com a perda gradativa de massa tímica e também da produção e maturação de novos 

linfócitos T (Savino et al., 2007; Elmas et al., 2008; Gruver e Sempowski, 2008). Por outro 

lado, indivíduos adultos e idosos apresentam quantidades similares de linfócitos T 

periféricos (Ligthart et al., 1986; Kilpatrick et al., 2008; Lee et al., 2012), indicando que ou 

a timopoiese é mantida mesmo na redução de celularidade tecidual ou existem mecanismos 

de proliferação homeostática que garantem a manutenção de uma quantidade mínima 

necessária de linfócitos T periféricos. Ambas as hipóteses foram confirmadas. Pacientes 

adultos irradiados e transplantados com medula óssea apresentaram reconstituição de 

linfócitos T periféricos, apesar da redução do tamanho tímico (Thomas et al., 1986). Em 

outros estudos, foi verificado que a transferência de células T a camundongos linfopênicos 

promoveu a proliferação celular na periferia de forma dependente da produção de IL-7 

(Schluns et al., 2000; Laurent et al., 2004). Experimentos in vitro demonstraram que, 

possivelmente, a proliferação homeostática necessita da interação entre células dendríticas 

(DCs) e linfócitos T e que citocinas envolvidas na diferenciação de células T desempenham 

um importante papel neste fenômeno (Watanabe et al., 2004). Essas e outras evidências 

sugerem que o pool de células T na periferia do sistema imune é mantido por meio de 

proliferação homeostática e da chegada de novas células provenientes do timo (Bell et al., 

1987; Rocha et al., 1989; Mackall et al., 1993; Mackall et al., 1997; Mackall et al., 2001). 

Apesar da existência de mecanismos compensatórios para a manutenção do pool de 

linfócitos T, o timo é essencial para a geração de repertório e sua retirada cirúrgica acarreta 

consequências graves. Camundongos neonatos timectomizados são deficientes em montar 
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resposta imune contra agentes patogênicos (Jamieson et al., 1999), porém a cirurgia em 

adultos não causa esse problema (Miller, 1962; Mcintire et al., 1964; Jamieson et al., 

1999). As diferenças observadas entre os camundongos tornados atímicos em idades 

distintas indicam que o timo é necessário nos primeiros momentos de vida, contudo sua 

função e importância em adultos são pouco conhecidas (Miller, 2011). Ainda assim, foi 

descrito um papel importante desempenhado por este órgão no estabelecimento da 

tolerância induzida por via oral em camundongos mais velhos (Song et al., 2006). 

Mesmo apresentando involução fisiológica, o timo pode sofrer influências externas 

ao sistema, especialmente em situações de estresse, desnutrição e infecções, que promovem 

sua atrofia. Por sua importância na manutenção do sistema imune, o comprometimento 

tímico é danoso nas infecções. 

 

 

O comprometimento tímico nas infecções 

 

Fisiologicamente o timo sofre involução por conta do envelhecimento (Hirokawa et 

al., 1994). Contudo, alguns fatores extrínsecos como, por exemplo, má-nutrição (Savino et 

al., 2007), estresse (Gruver e Sempowski, 2008) e doenças metabólicas (Elmas et al., 2008) 

são capazes de induzir sua atrofia. Foi constatado que alguns agentes patogênicos podem 

levar à atrofia tímica tanto em camundongos quanto em humanos infectados por, entre 

outros, Trypanosoma cruzi (Savino et al., 1989), HIV (Savino et al., 1986) e em modelos 

experimentais de malária (Plasmodium chabaudi) (Seixas e Ostler, 2005). A interação 

parasita/patógeno-hospedeiro promove alterações tímicas caracterizadas por: (i) atrofia 
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tímica, (ii) menor liberação de células T maduras, (iii) saída de timócitos imaturos, (iv) 

alterações na estrutura tímica e (v) geração de células T tolerogênicas ao antígeno. 

De forma geral, as infecções podem atuar sobre o timo de duas maneiras: local ou 

sistêmica. Localmente, a presença do patógeno promove alterações na arquitetura tímica e 

nas células em processo de maturação. De modo sistêmico, o timo está sob o efeito de 

hormônios liberados na circulação, como glicocorticoides e mediadores inflamatórios. Foi 

verificado que a secreção elevada de cortisol promoveu atrofia tímica em modelos de 

infecção aguda por Francisella tularensis, T.cruzi, Salmonella e Mycobacterium avium 

(Chen et al., 2005; Perez et al., 2007; Borges et al., 2012; Deobagkar-Lele et al., 2013). A 

atrofia tímica induzida por infecção se correlaciona com a virulência das cepas dos 

patógenos, indicando que fatores produzidos por bactérias, fungos, vírus e helmintos 

exercem efeitos tóxicos sobre os timócitos. De fato, se verificou que a administração de 

lipopolissacarídeo (LPS) induz a atrofia tímica de camundongos (Baroni et al., 1976). 

Semelhantemente, a administração de enterotoxina de Escherichia coli e toxinas fúngicas 

gliotoxina (produzida por Aspergillus fumigatus) e T-2 (toxina causadora de leucopenia 

fatal em humanos) também promoveram a atrofia (Sutton et al., 1994; Islam et al., 1998; 

Tsuji et al., 2000).  

Além da perda de massa relativa do timo, as infecções podem incutir em mudanças 

na arquitetura tímica. Foi verificado que o parasita T.cruzi é capaz de invadir o timo e 

provocar atrofia tímica agressiva, com alterações em componentes não linfoides, como a 

matriz extra-celular, com aumento na deposição de fibronectina e laminina e aumento da 

produção das quimiocinas CXCL12 e CCL4 e morte das células epiteliais tímicas (Savino 

et al., 1989; Cotta-De-Almeida et al., 2003; Mendes-Da-Cruz et al., 2003). Os timócitos de 

camundongos infectados por T.cruzi apresentaram-se alterados, com maior expressão de 
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receptores de quimiocinas e capacidade migratória ex vivo (Cotta-De-Almeida et al., 2003; 

Mendes-Da-Cruz et al., 2006). Consequentemente, o repertório de linfócitos T nos órgãos 

linfoides secundários é alterado, com maior frequência de células T-DP imaturas. É 

proposto que a maior frequência de resposta autoimune cardíaca observada na doença de 

Chagas seja resultado da presença de células T-DP que não passaram pelos mecanismos de 

seleção tímica (Cotta-De-Almeida et al., 2003). 

Além de infecções parasitárias, o timo é alvo de infecções virais. Por exemplo, o 

vírus da imunodeficiência humana (HIV) é capaz de infectar células epiteliais tímicas 

(TECs) e leva-las a morte por apoptose e necrose (Stanley et al., 1993). A infecção de 

TECs por alguns vírus não induz morte celular, mas altera sua funcionalidade. Por 

exemplo, a infecção por vírus coxsackie induz a produção de citocinas GM-CSF e LIF, 

importantes na maturação de timócitos (Brilot et al., 2002). A observação de que infecções 

podem não apenas induzir a morte de células epiteliais tímicas, mas também alterar sua 

função é importante, dado a participação de TECs na geração de células T. 

O surgimento de células T-DP na periferia do sistema imune foi observado em 

infecções causadas por T.cruzi, HIV, vírus da hepatite B e C (Savino et al., 2007). Embora 

a origem de células T-DP não possa ser totalmente esclarecida, a maior migração de 

timócitos observadas na vigência da infecção, sugere que tais células sejam elicitadas em 

decorrência da inflamação infecciosa. Por outro lado, foi verificado que a infecção por HIV 

é capaz de induzir a expressão de CD8 em células T CD4 (SP), tornando-as células T-DP 

geradas extratímicamente (Nascimbeni et al., 2004). 

Não por acaso, a presença de patógenos no timo sugere que tais agentes adquirem 

tropismo a este órgão com o intuito de gerar tolerância central. Conforme anteriormente 

discutido, a interação com alta afinidade entre TCR e moléculas de MHC resulta na 



Introdução 

10 

 

eliminação dos timócitos, o que configura a seleção negativa. Neste contexto, 

possivelmente, a interação de timócitos antígeno-específicos com moléculas de MHC 

portando peptídeos cognatos pode causar a eliminação de células imunocompetentes que 

seriam responsáveis pela resistência à infecção. Este seria um caso de tolerância central 

patógeno-específica. Tal probabilidade foi investigada com resultados interessantes. O 

grupo liderado por Correia-Neves demonstrou anteriormente que a infecção por cepa 

fracamente virulenta de M.avium, embora presente na região medular do timo, não causou 

sua atrofia, mas induziu a geração de clones tolerantes à micobactéria (Nobrega et al., 

2007; Nobrega et al., 2010). Neste modelo de infecção, as células T geradas a partir de 

timos infectados foram incapazes de produzir quantidades detectáveis de IFN-γ frente 

estímulo com M.avium ou BCG (Nobrega et al., 2010). A tolerância a patógenos também 

foi descrita em infecções virais, como na infecção pelo vírus de leucemia murina (MLV) e 

pelo vírus da coriomeningite murina (LCMV) (Jamieson e Ahmed, 1988; Korostoff et al., 

1990). 

Um dos papéis desempenhados pelo timo é o de gerar a tolerância imune por meio 

da seleção positiva de linfócitos T imuno-competentes e a eliminação de clones que 

reconhecem peptídeos próprios (Miller, 2011). Alterações que resultem na falha de deleção 

dos clones auto-reativos e sua consequente migração para a periferia pode levar ao 

desenvolvimento de respostas autoimunes (Asano et al., 1996). Interessantemente, 

camundongos infectados por T.cruzi apresentam autoimunidade a cardiomiócitos, de forma 

semelhante ao observado em pacientes portadores de doença de Chagas. Células T-DP 

apresentando TCR proibitivos (Vβ5 e Vβ12) foram encontradas na circulação de 

camundongos infectados, sugerindo que tais células não passaram pelo processo de seleção 

negativa (Mendes-Da-Cruz et al., 2003). Adicionalmente, foi detectada a presença de 
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anticorpos anti-timo e células responsivas a cardiomiócitos em camundongos infectados 

(Savino et al., 1989). Esses achados mostram que as alterações tímicas observadas na 

infecção por T.cruzi podem gerar um repertório de células T auto-reativas no sistema 

imune. 

Tendo em vista que o timo é um órgão-alvo em infecções, é necessário manter a 

arquitetura de seu microambiente, contribuindo para a manutenção de repertório periférico 

eficiente de células T maduras selecionadas apropriadamente. 

 

 

A infecção por plasmódio e as alterações tímicas na malária 

 

A infecção por protozoários pertencentes ao gênero Plasmodium provoca a doença 

infecciosa com maior número de infectados no mundo, a malária. São reportados cerca de 

300 milhões de novos casos por ano, principalmente em países subdesenvolvidos e em 

desenvolvimento (Guyatt et al., 1999; Snow et al., 1999). Aproximadamente, um milhão de 

crianças africanas morrem anualmente em decorrência dessa enfermidade (Miller et al., 

2002). No Brasil foram reportados mais de 330 mil casos novos em 2010 (Brasil, 2010). 

Devido a esses fatos, destaca-se a sua importância no cenário de saúde pública mundial. 

Até o momento quatro espécies de plasmódio conhecidamente possuem a capacidade de 

infectar o homem: P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae. Dentre elas, o P. 

falciparum é o mais virulento, sendo responsável por, aproximadamente, 90% das mortes. 

Em camundongos, as espécies usualmente infectantes são: P. berghei, P. chabaudi e P. 

yoelli. O parasita apresenta ciclo de vida em dois hospedeiros: o mosquito Anopheles e o 
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homem. Durante a picada do mosquito são inoculadas formas esporozoítas do plasmódio, 

que chegam a corrente sanguínea e invadem hepatócitos (Tuteja, 2007; Chang et al., 2013). 

Nos hepatócitos, os protozoários se diferenciam em formas esquizontes para gerar 

merozoítos. É conhecido que o ciclo hepático tem duração de até quinze dias. A liberação 

de merozoítos na circulação possibilita o contato destes com eritrócitos, onde se 

diferenciam em trofozoítos para, novamente, originarem formas esquizontes. A proliferação 

intra-eritrocítica de esquizontes culmina no rompimento das hemácias e liberação de 

formas infectantes de plasmódio. Todo o ciclo sanguíneo tem duração de 48h. Nestes 

intervalos são observados os sinais e sintomas clínicos da malária: febre intermitente, mal-

estar e eritema. Parte dos merozoítos pode se diferenciar em gametócitos, que são as formas 

sexuadas, e contaminar mosquitos Anopheles durante a picada. 

Enquanto na circulação, os protozoários são reconhecidos pelo sistema imune 

através de receptores de padrões moleculares associados a patógenos (PRRs, do inglês 

Pattern Recognition Receptors) presentes em células do sistema imune inato, como 

macrófagos, células dendríticas e neutrófilos (Stevenson e Riley, 2004; Zhu et al., 2011; 

Zhu et al., 2012). O plasmódio é reconhecido por apresentar em sua superfície 

fosfatidilinositol glicosilados (GPIs), que são reconhecidos através de receptores do tipo 

Toll (TLRs, do inglês Toll-Like Receptors) 1 e 2 (Nebl et al., 2005; Zhu et al., 2011). 

Durante seu ciclo de vida, as espécies de plasmódio produzem hemozoina, um pigmento 

gerado pela degradação de hemoglobina, sendo este composto reconhecido por TLR-4 e 9 

(Jide et al., 2009). A inflamação causada pelo reconhecimento do parasita, via TLRs, pode 

acarretar em danos ao organismo. Foi verificado que a ativação por TLR-4 na malária 

infantil predispõe a malária cerebral (Khor et al., 2007; Loharungsikul et al., 2008). 

Polimorfismos no gene de tlr-4 estão associados com complicações da infecção por 
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plasmódio (Mockenhaupt et al., 2006). Ainda neste contexto, camundongos deficientes na 

produção de CXCL-10 (em que células inflamatórias apresentam sua capacidade migratória 

debilitada) experimentalmente infectados por P.berghei ANKA apresentam elevada 

frequência de células T reguladoras (Tregs) produtoras de Fator de Crescimento e 

Transformação (TGF)-β e não sucumbem a infecção, oposto ao observado em animais 

selvagens, que morrem portando malária cerebral (Sarfo et al., 2011). 

Por outro lado, é necessária a presença de uma resposta imune protetora. 

Experimentalmente, para estudos de resposta imune a malária, camundongos C57BL/6 são 

infectados por P.chabaudi chabaudi AS, uma cepa não letal de plasmódio, ou por 

P.berghei ANKA e NK65, cepas letais capazes ou incapazes de induzir malária cerebral, 

respectivamente. Experimentos realizados em camundongos mostraram que o controle da 

infecção por P.chabaudi é dependente tanto de células T CD4+ quanto da produção de 

Interferon (IFN)-γ e Interleucina (IL)-12 (Van Der Heyde et al., 1997; Su e Stevenson, 

2002). Células T γδ participam da resposta, mas não são essenciais para o controle da 

infecção, visto que camundongos Knock-out para tais células são resistentes ao inoculo do 

patógeno (Langhorne et al., 2002). A ausência de IL-10, uma citocina anti-inflamatória, 

promove morte dos animais infectados por P.chabaudi devido à exacerbação da resposta 

imune (Li et al., 1999; Li et al., 2003). Embora a ausência de linfócitos B não provoque 

mortalidade dos camundongos infectados, a parasitemia é persistente nos camundongos 

C57BL/6, indicando um possível papel auxiliador de anticorpos no controle da infecção 

(Good e Doolan, 1999; Bergmann-Leitner et al., 2011). Adicionalmente, foi evidenciado 

que citocinas como o Fator de Necrose Tumoral (TNF)-α e IFN-γ e fatores como o óxido 

nítrico (NO) secretados nos tecidos durante a resposta protetora contra o Plasmodium são 

importantes (Stevenson et al., 1995; Jacobs et al., 1996). Por outro lado, recentemente se 
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discute que a resposta imune celular exacerbada favoreça a persistência do parasita no 

hospedeiro (Miller et al., 2002). Essas e outras observações mostram que é necessário 

existir um fino controle nas respostas imunes contra o plasmódio. Devido à sua 

importância, recentemente estudos têm buscado compreender a interação entre plasmódio e 

timo. 

Foi verificado que camundongos BALB/c infectados com P.berghei NK65 morrem 

aos 14 dias após infecção apresentando elevada parasitemia e severa atrofia tímica 

(Andrade et al., 2008). Análises estruturais mostraram o parasita dentro do timo. 

Posteriormente, foi demonstrado que, além das modificações morfológicas, no timo foram 

encontradas alterações na deposição de elementos de matriz extra-celular e aumento na 

expressão de moléculas relacionadas com a migração de timócitos para a periferia 

(Gameiro, Nagib, Andrade, et al., 2010). A presença do parasita dentro do timo se 

correlacionou com um aumento na apoptose celular e também na migração prematura de 

células T CD4+CD8+ (duplo-positivos, DP) para órgãos linfoides secundários (Francelin et 

al., 2011). É pouco conhecido o efeito que a migração prematura de timócitos à periferia 

pode exercer sobre o sistema imune. 

Padrão semelhante de atrofia e migração de timócitos duplo-positivos foi descrito 

em infecção experimental com T.cruzi onde a cronicidade da resposta imune é 

acompanhada do desenvolvimento de autoimunidade a tecidos cardíacos (Cotta-De-

Almeida et al., 2003). A atrofia tímica seguida da migração de células T que não passaram 

pelo processo de seleção negativa pode estar relacionada à autoimunidade em humanos e 

em modelos animais com doença de Chagas (Mendes-Da-Cruz et al., 2003). Nesse sentido, 

é possível supor que a migração precoce de timócitos à periferia na atrofia tímica induzida 

pela infecção por Plasmodium pode alterar a predisposição de camundongos e pacientes ao 
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aparecimento de doenças auto-imunes, dentre as quais diabetes, lúpus e esclerose múltipla, 

entre outras. 

 

 

A influência mútua entre malária e doenças autoimunes 

 

A relação entre malária e doenças autoimunes é alvo de publicações conflitantes. 

Foi descrito que pacientes maláricos apresentam níveis elevados de anticorpos anti-núcleo e 

proteínas nucleares, semelhante ao observado em pacientes portadores de lúpus (Bonfa et 

al., 1987). Neste estudo, até 75% dos pacientes apresentaram quantidades detectáveis de 

auto-anticorpos. Pontualmente, são descritos casos de agravamento do lúpus em pacientes 

infectados por plasmódio (Wallace et al., 1993; Datta et al., 2013). Por outro lado, uma 

fração dos indivíduos portadores de lúpus é resistente à infecção por plasmódio (Floto et 

al., 2005; Clatworthy et al., 2007; Francis e Perl, 2010). Análises subsequentes mostraram 

que a susceptibilidade ao desenvolvimento de lúpus é maior em pessoas com deficiência na 

expressão do receptor inibitório de porção Fcγ (FcγRIIB), curiosamente, a redução na 

expressão de FcγRIIB confere resistência à malária e o desenvolvimento de malária 

cerebral e placentária (Butcher, 1996; Butcher, 2008; Willcocks et al., 2010). Foi 

demonstrado também que o soro de pacientes portadores de lúpus reduz o crescimento de 

P. falciparum em culturas (Singh et al., 2001). O efeito protetor foi dependente da 

produção de anticorpos anti-fosfoproteína P0 de ribossomo de P. falciparum (PfP0) que é 

estruturalmente semelhante à P0 humana (Singh et al., 2001). 

A constituição genética predispõe a redução da infecção por P. berghei ANKA bem 

como a severidade da malária cerebral e placentária (Floto et al., 2005; Clatworthy et al., 
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2007; Waisberg et al., 2011; Waisberg et al., 2013). Em camundongos, a infecção 

experimental por P.berghei ANKA também melhorou o quadro clínico de lúpus (Al-

Quraishy et al., 2013). Esses resultados indicam que existe uma relação excludente entre 

infecção por plasmódio e lúpus. 

Ainda, a literatura apresenta dados acerca da possível relação entre malária e 

esclerose múltipla (MS, do inglês Multiple Sclerosis). Foi observado que regiões que 

erradicaram plasmódio, como a Sardenha e Cicília, apresentam elevada incidência de MS 

(Nicoletti et al., 2001; Ragonese et al., 2004). Dentre as mudanças socioambientais sofridas 

pela Sardenha, a mais rápida foi o controle da epidemia malárica. Interessantemente, a 

frequência de MS é reduzida na África, polo endêmico de malária ao passo que se verificou 

um aumento na frequência de MS em indivíduos africanos que se mudaram para países sem 

a infecção por plasmódio, como a França (Delasnerie-Laupretre e Alperovitch, 1990). 

Ainda neste contexto, foi observada uma maior frequência na mutação com ganho 

de função do gene de chitotriosidase (Chit) entre indivíduos africanos e afrodescendentes 

provenientes de zonas endêmicas de malária, conferindo resistência à infecção por 

plasmódio (Boot et al., 1995; Barone et al., 2003; Malaguarnera et al., 2003; Sotgiu et al., 

2006). A enzima Chit é produzida por macrófagos e células dendríticas em resposta a 

estímulos de patógenos produtores de quitina. Curiosamente, Chit é encontrada em 

elevados níveis no soro e líquido cefalorraquidiano de pacientes portadores de esclerose 

múltipla (Sotgiu et al., 2006). Tais evidências sugerem que indivíduos afrodescendentes 

portadores de mutações em Chit apresentam vantagem imunológica frente à infecção por 

plasmódio, contudo, na ausência de um agente infeccioso a resposta imune exacerbada 

favorece o surgimento da neuro-inflamação autoimune observada na MS (Sotgiu et al., 

2008). 
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A esclerose múltipla é uma doença caracterizada por distúrbios sensoriais, neurite 

ótica unilateral e fraqueza progressiva dos grupos musculares por conta da ativação do 

sistema imune, principalmente linfócitos T (Ben-Nun et al., 1981), contra os componentes 

da bainha de mielina que recobrem os axônios (Noseworthy et al., 2000). A evolução 

clínica da MS é observada frequentemente no início da vida adulta e os sintomas progridem 

cronicamente levando a incapacitação motora, em grande parte dos casos (Weinshenker et 

al., 1989). Pouco se conhece acerca dos eventos desencadeadores das reações autoimunes 

que acometem os pacientes, algumas evidências indicam que infecção por plasmódio pode 

induzir a resposta autoimune na MS. Uma série de estudos conduzidos nos Estados Unidos 

e Europa apontaram que a infecção por plasmódio na infância confere resistência ao 

desenvolvimento de MS ao passo que a infecção silenciosa na adolescência e idade adulta 

pode ser a causa da doença, embora os mecanismos não foram descritos ou sugeridos 

(Kissler, 2001a; b). 

Recentemente, se verificou um aumento expressivo em casos novos de MS em áreas 

de desenvolvimento urbano (Kotzamani et al., 2012). No Brasil, a MS tem início aos 30-40 

anos de vida em indivíduos caucasianos, embora aproximadamente um terço dos 

acometidos é formado por afrodescendentes (Alves-Leon et al., 2008; Pereira et al., 2012). 

Esses dados mostram que novos estudos devem ser conduzidos com a finalidade de 

investigar as possíveis interações entre malária e esclerose múltipla. Para tanto, abordagens 

são realizadas empregando o modelo experimental mais bem caracterizado da doença 

humana, a Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE), induzida em camundongos 

geneticamente susceptíveis após imunização com antígenos derivados do Sistema Nervoso 

Central (SNC) (Bernard, 1976; Krishnamoorthy e Wekerle, 2009; Chastain et al., 2011). 
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Apesar de constatada uma importante influência genética no desenvolvimento de 

síndromes autoimunes, o ambiente pode desempenhar um papel decisivo nesta questão. Os 

fatores ambientais mais prováveis capazes de induzir uma resposta ao próprio são as 

infecções. Essa relação é alvo de debates conflitantes atualmente (Sfriso et al., 2010). Em 

experimento de co-infecção por P.chabaudi chabaudi os camundongos tiveram redução do 

quadro clínico de EAE por conta da expansão de células T regulatórias (Tregs) estimuladas 

pelo parasito (Farias et al., 2011). Por outro lado, camundongos criados em situações germ-

free são mais resistentes ao desenvolvimento de EAE (Lee et al., 2011). Anteriormente, foi 

descrito que pacientes com malária desenvolveram respostas de origem autoimune, como a 

formação de anticorpos anti-células da musculatura lisa e anti-núcleo (Phanuphak et al., 

1983). Achados similares foram encontrados em camundongos infectados com P.berghei 

(Poels et al., 1980). Nesse estudo, os autores demonstraram ainda que a formação de auto-

anticorpos é dependente da participação de linfócitos T, visto que camundongos atímicos 

não desenvolveram auto-resposta (Poels et al., 1980). 

As evidências apresentadas até o momento mostram que a malária pode tanto 

exacerbar quanto modular a inflamação. Ainda não estão totalmente esclarecidos os 

mecanismos que determinam a estimulação ou inibição da inflamação na vigência da 

malária. Tendo em vista que células dendríticas são células apresentadoras de antígenos 

com a capacidade exclusiva de direcionar a resposta imune no momento da ativação de 

linfócitos T “naïve”, é de se supor que a infecção por plasmódio pode influenciar a 

ativação/maturação dessas células. 
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Células dendríticas: elementos-chave na malária e sua modulação para fins terapêuticos  

 

Respostas imunes adequadas exigem um balanço entre ativação e supressão das 

células T pelas células apresentadoras de antígenos. Vários tipos celulares são capazes de 

realizar apresentação de antígenos: monócitos, macrófagos, células dendríticas, linfócitos B 

e neutrófilos (Henry et al., 1999; Guermonprez et al., 2002; Chastain et al., 2011). 

Entretanto, apenas as células dendríticas são capazes de ativar linfócitos T “naïve” e 

direcionar o perfil de resposta para T helper (Th) 1, Th2, Th17 e Th9 (Levin et al., 1993; 

Banchereau et al., 2000; Guermonprez et al., 2002; Shortman e Liu, 2002; Emmer et al., 

2006; Heath e Carbone, 2009; Huang et al., 2010; Lu et al., 2012). A apresentação de 

antígenos mediada por DCs ocorre através da liberação de três sinais, principalmente: 

moléculas de MHC-I ou II complexadas com peptídeo antigênico interagem com TCR; 

moléculas co-estimuladoras CD-80 e CD-86 presentes em DCs se ligam a receptores 

específicos presentes nos linfócitos T como CD-28 e CTLA-4; e as citocinas secretadas 

pelas DCs influenciam na ativação, diferenciação e proliferação dos linfócitos T Ag-

específicos. O estágio de maturação/ativação de células dendríticas influencia no tipo de 

resposta a ser gerada. Por exemplo, DCs imaturas são caracterizadas pela baixa expressão 

de MHC-II e moléculas co-estimulatórias e quando em contato com linfócitos T “naïve” 

estimulam sua diferenciação em Tregs (Lutz e Schuler, 2002; Lutz, 2012). DCs maduras, 

por sua vez, expressam elevados níveis de MHC-II e CD-80 e CD-86 e induzem a geração 

de resposta T helper (Banchereau et al., 2000). 

Essa habilidade única coloca as DCs como células-alvo na infecção por plasmódio. 

Recentemente foi descrito que indivíduos infectados por P.vivax apresentam uma 

proporção maior de DCs imaturas com perfil imunossupressor na circulação quando 
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comparados com indivíduos sadios (Goncalves et al., 2010). Também foi demonstrado que 

algumas cepas de Plasmodium são capazes de invadir e se multiplicar dentro de células 

dendríticas em modelo experimental de infecção, dificultando o desenvolvimento de 

vacinas e a erradicação do parasita (Wykes et al., 2011). 

O bloqueio das funções das células dendríticas reduz a eficácia do sistema imune e 

dificulta a eliminação de patógenos. Tal fenômeno pode ser observado em células 

dendríticas de pacientes portadores de malária, que se apresentam moduladas para um 

fenótipo anti-inflamatório: baixa expressão de moléculas co-estimuladoras, secreção de IL-

10 e estimulação de células Tregs (Urban et al., 1999; Giusti et al., 2011). Os mecanismos 

pelos quais algumas cepas de plasmódio suprimem DCs ainda não estão esclarecidos. 

Entretanto, foi demonstrado que hemozoina, o pigmento de plasmódio, é capaz de reduzir a 

maturação de DCs humanas e murinas (Millington et al., 2006; Urban e Todryk, 2006; 

Giusti et al., 2011). DCs tratadas in vitro com hemozoina adquirem habilidades 

imunossupressoras como a redução na expressão das moléculas co-estimuladoras CD80 e 

CD86, secreção de IL-10 e indução de células Tregs (Skorokhod et al., 2004; Giusti et al., 

2011) 

A modulação de células dendríticas tem se mostrado uma abordagem promissora no 

tratamento de doenças inflamatórias. Por exemplo, foi demonstrado que DCs tratadas com 

formulações sintéticas ou extratos derivados de patógenos adquirem um fenótipo imaturo e, 

após transferidas adotivamente, suprimem a severidade de artrite experimental induzida por 

colágeno, transplantações renais e Encefalomielite Autoimune Experimental (Moser et al., 

1995; Rea et al., 2000; Roelen et al., 2003; Tarbell et al., 2004; Van Halteren et al., 2004; 

Emmer et al., 2006; Terness et al., 2008; Unger et al., 2009; Ko et al., 2010; Sofronic-

Milosavljevic et al., 2013). 
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De fato, células dendríticas moduladas com dexametasona (DC-dexa), um composto 

sintético análogo ao cortisol, adquirem um fenótipo supressor e induzem a expansão de 

células T reguladoras (Moser et al., 1995; Rea et al., 2000; Emmer et al., 2006; Unger et 

al., 2009). Quando transferidas adotivamente, as DC-dexa reduziram significativamente a 

severidade do quadro clínico de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE), um 

modelo experimental da esclerose múltipla em humanos (Pena et al., 2013). Outros 

compostos como dihidroartemisinina, vitamina D e CTLA-4-Ig (este um conjugado de 

porção Fc de anticorpo com molécula de CTLA-4) também se mostraram capazes de 

interferir na maturação de DCs, e quando transferidas para camundongos foram capazes de 

suprimir a inflamação crônica em diversos modelos experimentais (Mellor et al., 2004; 

Bahri et al., 2009; Ko et al., 2010; Zhao et al., 2012; Farias et al., 2013). Apesar de sua 

plasticidade fenotípica e funcional em decorrência dos estímulos presentes no 

microambiente, a identificação de novos compostos com capacidade imunomoduladora é 

complexa. Neste contexto, este trabalho trabalhou com a hipótese de que a migração 

precoce de células T-DP para a periferia do sistema imune pode alterar o curso e a 

susceptibilidade ao desenvolvimento de doenças auto-imunes. Tendo em vista que 

moléculas derivadas de P. berghei modulam células dendríticas para um perfil 

tolerogênico, trabalhamos com a hipótese de que tais células tratadas com extratos de 

plasmódio podem ser utilizadas no controle da neuro-inflamação autoimune. 
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Objetivo 

 

O presente trabalho teve por objetivo investigar o efeito da infecção por 

Plasmodium berghei NK65 sobre a resposta autoimune, utilizando como modelo a 

Encefalomielite Autoimune Experimental, e sobre a modulação de células dendríticas 

geradas a partir de precursores de medula óssea visando sua utilização terapêutica na 

autoimunidade. 

 

Objetivos específicos 

 

Tendo em vista que o objetivo principal do projeto é investigar o efeito da infecção 

por P.berghei sobre a resposta imune, os seguintes objetivos específicos foram almejados: 

1. Desenvolvimento de modelo não letal de infecção por Plasmodium berghei 

NK65. 

2. Investigação do efeito da infecção por P.berghei sobre o curso da 

Encefalomielite Autoimune Experimental. 

3. Modulação de células dendríticas por extratos de plasmódio e seu emprego 

terapêutico na Encefalomielite Autoimune Experimental. 

A presente tese de doutorado se apresenta na forma de três capítulos que abordam, 

individualmente, cada objetivo específico. 
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1. Animais. Camundongos BALB/c e C57BL/6 fêmeas, de seis semanas procedentes 

do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de 

Laboratório (CEMIB/UNICAMP), foram mantidos em condições S.P.F. (specific-pathogen 

free) com água e ração autoclavados ad libitum, tendo a temperatura e o fotoperíodo em 

ciclos de 12 horas controlados durante todo o experimento. Cada grupo experimental foi 

constituído por seis camundongos. Os protocolos envolvendo animais de laboratório foram 

executados de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de 

Laboratório (SBCAL/COBEA) e aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/UNICAMP) sob protocolo número 2687-1. 

 

2. Infecção por Plasmodium berghei, índice tímico e indução de encefalomielite 

autoimune experimental. 

2.1. Infecção por P.berghei NK65. Foi utilizado o isolado virulento de 

Plasmodium berghei cepa NK65, cedido pelo Profº. Drº. Fábio T. M. Costa do Instituto de 

Biologia da Universidade de Campinas (UNICAMP). Antes de cada infecção, amostras 

congeladas do parasita foram inoculadas por via intra-peritoneal (i.p.) em animal repique. 

Após 14 dias, estes animais foram sacrificados e foi realizada contagem das hemácias 

infectadas e determinação de parasitemia. Foram injetadas via i.p. 1x106 hemácias 

parasitadas por animal. A evolução da malária foi acompanhada pela determinação da 

parasitemia em dias alternados até o final do experimento. 

2.2. Índice tímico. Animais infectados e não infectados foram pesados no dia do 

sacrifício, o qual foi realizado em anestesia. Em seguida, os timos foram coletados, lavados 

em PBS e pesados. O índice tímico foi calculado de acordo com a seguinte equação: peso 
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do órgão (g) / peso do animal (g) x 100. Os timos foram dissecados e fixados, cortados em 

micrótomos (cortes de 5µm) e corados em Hematoxilina e Eosina (HE), para análise 

histopatológica. 

2.3. Indução e avaliação de EAE. A indução e avaliação de EAE seguiram 

protocolos previamente descritos (Farias et al., 2011). Brevemente, camundongos foram 

imunizados em dois flancos por via sub-cutânea (s.c.) com 100µg total do peptídeo de 

neuro-antígeno MOG35-55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) emulsionado em igual 

volume de adjuvante completo de Freund (CFA, Sigma, USA). Os animais foram também 

imunizados com duas doses via i.p. de 200ng de toxina de Pertuxis em 0h e 48h após a 

aplicação dos antígenos de MOG. A evolução e severidade da EAE foram avaliadas 

diariamente a partir do nono dia após imunização de acordo com sistema de escore clínico 

na escala de 0-5, onde: 0, não doente; 1, perda de tônus da cauda; 2, fraqueza dos membros 

posteriores; 3, paralisia dos membros posteriores; 4, fraqueza ou paralisia dos membros 

anteriores juntamente com os posteriores; 5, agonizando ou morto. Ao término do período 

de acompanhamento, os animais dos diferentes grupos foram anestesiados e decapitados. O 

cérebro e cordão espinhal foram removidos e fixados, cortados em micrótomo (cortes de 

5µm) e corados em H/E, para análise histológica. 

 

3. Tratamento dos animais infectados com a cepa letal de P.berghei NK65. Para o 

estabelecimento do modelo de atrofia tímica em infecção não letal por P.berghei NK65, 

camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados com o parasita como descrito acima. O 

tratamento com cloroquina (Sigma-Aldrich, USA) seguiu protocolo descrito anteriormente 

(Nurul Aiezzah et al., 2010) com modificações. Brevemente, decorridos dez dias após a 

inoculação do parasita, camundongos dos grupos previstos no item 1 receberam cloroquina 
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(5mg/kg/dia) por via i.p. durante cinco dias consecutivos. A parasitemia foi acompanhada 

por quinze dias após o início da administração da droga. A parasitemia em 0% foi 

considerada como sucesso do tratamento. A existência/inexistência de efeitos colaterais ao 

uso de cloroquina, como alterações no sistema imune e mortalidade dos animais, foi 

acompanhada em grupos controle. 

 

4. Preparo de antígenos derivados de P.berghei. O preparo de antígenos totais de 

P.berghei seguiu indicações previamente descritas (Sarfo et al., 2011). Brevemente, as 

hemácias parasitadas foram lavadas duas vezes em solução HBSS (Sigma-Aldrich) por 10 

minutos a 1.100g. Células provenientes de animais não infectados foram usadas como 

controle. As células foram diluídas para a concentração de 109/mL e sofreram ruptura de 

sua integridade celular por meio de vinte ciclos de congelamento e descongelamento. 

Posteriormente foram centrifugadas a 15.000g por 1h. Os sobrenadantes foram estocados a 

-20°C até o uso. A concentração de proteínas foi determinada utilizando o micrométodo de 

Bradford, seguindo recomendações do fabricante (Sigma-Aldrich). 

 

5. Avaliação da proliferação específica frente a MOG35-55. Para avaliar a 

proliferação específica frente a MOG35-55, os animais dos grupos controles e 

experimentais foram sacrificados em câmara de CO2. O baço de cada animal foi removido, 

os esplenócitos ressuspendidos em PBS estéril contendo a sonda CSFE (do inglês, 

Carboxyfluorescein succinimidyl ester, 2,5µM) na densidade de 1x106 células /mL e 

deixados em temperatura ambiente por cinco minutos. Em seguida, foi adicionado o meio 

RPMI com 10% de soro bovino fetal (meio RPMI completo) e as suspensões foram lavadas 

por centrifugação a 300g, por 10 minutos, ressuspensas no volume original com RPMI 
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completo contendo 50g/mL de MOG35-55 e distribuídas em placas de cultura de 96 poços. 

Antes da adição dos antígenos, foi efetuada a análise de uma alíquota das células marcadas 

com CSFE por citometria de fluxo, para definir o valor máximo de incorporação da sonda. 

As placas de cultura foram incubadas em estufa de CO2 5% a 37ºC por 5 dias. Em seguida, 

as células em cada poço foram fixadas com PBS contendo 1% de formaldeído, transferidas 

para tubos apropriados, e analisadas em citômetro de fluxo (Gallios, Becman-Coulter) 

localizado no Departamento de Genética, Evolução e Bioagentes, do Instituto de Biologia 

da UNICAMP. A proliferação foi analisada pelo decaimento da fluorescência da sonda nas 

subpopulações de linfócitos T pertinentes a cada experimento. 

 

6. Geração, modulação e transferência adotiva de células dendríticas. 

6.1. Diferenciação de células dendríticas a partir de precursores de medula 

óssea. Células dendríticas foram diferenciadas da medula óssea (DCs) de camundongos 

C57BL/6 seguindo recomendações previamente descritas (Lutz et al., 1999) com 

modificações. Brevemente, os precursores foram coletados dos fêmures de camundongos. 

A suspensão de células da medula foi ajustada para a concentração de 1,5 x 106 células/mL 

de meio de cultura RPMI contendo 10% SFB e 50μg/mL de gentamicina, suplementado 

com mrGM-CSF (20ηg/mL). As suspensões foram incubadas por oito dias à 37ºC, em 

estufa com 5% de CO2. Metade do meio de cultura foi descartado e substituído por meio 

recém-preparado a cada três dias. Paralelamente, em alguns experimentos, os precursores 

celulares foram supridos com meio RPMI completo suplementado com 10% de 

sobrenadante de células L929 produtoras de GM-CSF. Nestas culturas, todo o meio foi 

trocado a cada três dias. O processo de diferenciação foi acompanhado por citometria de 



Material e Métodos 

33 

 

fluxo analisando-se a presença de células CD11c+MHC-II+. Não houve diferenças 

significativas na eficiência de geração de células dendríticas entre os dois métodos (dados 

não mostrados). 

6.2. Modulação de DCs in vitro. Para modulação de sua atividade funcional, as 

DCs diferenciadas in vitro foram retiradas das placas de cultura no oitavo dia de cultivo e 

semeadas em novas placas de seis poços, na presença de 50µg/mL de antígenos de 

P.berghei como preparados acima ou ainda na ausência de qualquer estímulo. As células 

foram estimuladas com 1ηg/mL de lipopolisacarídeo (LPS) de E.coli (cepa 0111:B4, 

Sigma-Aldrich), e incubadas a 37°C, por 24 horas, em estufa contendo 5% de CO2. Após a 

incubação, alíquotas dessas essas células foram coletadas das culturas para avaliação de 

seus marcadores de superfície por citometria de fluxo. As células restantes foram utilizadas 

em ensaios de proliferação antígeno-específica de células T e de transferência adotiva para 

camundongos C57BL/6, conforme descrito adiante. 

6.3. Transferência adotiva de células dendríticas. 1,5x106 DCs moduladas 

com antígenos de P.berghei foram transferidas adotivamente 3 dias antes (na avaliação de 

administração profilática) e 10 dias depois (na avaliação da administração terapêutica) da 

imunização com MOG35-55, por via endovenosa pelo plexo retro-orbital. 

6.4. Enriquecimento de linfócitos T esplênicos e ensaio de co-cultura. Após a 

morte dos animais dos grupos previstos no item 1 em câmara de CO2, seus baços foram 

removidos com assepsia, transferidos em placas de Petri contendo meio de cultura sem 

soro, divulsionados com o auxílio de peneira e sedimentados por centrifugação. Os 

linfócitos foram separados em populações TCD4+ por passagem em esferas magnéticas 

recobertas com anticorpos anti-CD4, de acordo com recomendações do fabricante (Miltenyi 

Biotec, Alemanha). As células foram marcadas com a sonda CFSE conforme descrito 
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anteriormente e semeadas em placas de 96 poços contendo células dendríticas diferenciadas 

e moduladas como acima na proporção 1:1 (DC:T, respectivamente). O potencial 

estimulador das DCs foi avaliado pelo decaimento da intensidade da sonda e dosagem das 

citocinas secretadas nos sobrenadantes após 96h de cultura a 37°C em estufa de CO2. 

 

7. Detecção das citocinas secretadas nos sobrenadantes de culturas. Os 

sobrenadantes das culturas foram coletados ao final do período de incubação para dosagem 

de citocinas por citometria de fluxo, empregando o Cytometric Bead Array (BD 

Bioscience). Foram avaliados os níveis das citocinas interleucina (IL)-2, IL-4, IL-6, IL-10, 

IL-12, IL-17 e Interferon gama (IFN-γ) (todas do kit Th1/Th2/Th17 mouse cytokines, BD 

Biosciences). 

 

8. Citometria de fluxo. A avaliação das proteínas de superfície celular e intracelular 

foi realizada por marcação com anticorpos monoclonais diretamente conjugados com 

fluorocromos. As células marcadas foram adquiridas em citômetro de fluxo (Gallios, 

Becman-Coulter) localizado no Departamento de Genética, Evolução e Bioagentes do 

Instituto de Biologia da UNICAMP e analisadas no programa FlowJo V10 (Tristar Inc.). 

 

9. Detecção da expressão gênica por ensaio da reação de Real Time PCR. 

9.1. Extração de RNA. A extração do RNA total foi realizada com o reagente 

Trizol, seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante (Gibco Inc, USA). 

Brevemente, para cada amostra, em um tubo de fundo cônico, foi adicionado o reagente 

Trizol (1 ml para 1 mg de tecido), sendo agitado por 30 segundos e deixadas a temperatura 

ambiente por 5 minutos. Para cada 1 mL da suspensão foi adicionado 0,2 mL de 
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clorofórmio (Sigma) e centrifugadas a 12000g por 15 minutos a 4ºC. A fase aquosa foi 

transferida para um tubo novo, ao qual foi adicionado o mesmo volume de isopropanol, 

sofrendo agitação e incubado por 20 minutos a -20º C para precipitar o RNA da fase 

aquosa. Novamente os tubos foram centrifugados a 12000g por 15 minutos a 4º C. O 

precipitado foi lavado em etanol 100%, sendo então seco em temperatura ambiente, com o 

tubo invertido sobre um papel de filtro. As amostras de RNA foram suspensas em 20µL de 

água deionizada e livre de RNAse, sendo então armazenadas a –70º C. Uma alíquota de 

1µL foi utilizada para a obtenção da concentração de RNA (Thermo Scientific, Waltham, 

MA, EUA). 

9.2. Reações de Real Time PCR. A expressão quantitativa de genes de IL-10 

(Mm00439614_m1), IL-17 (Mm00439618_m1), IFNγ (Mm01168134_m1), RORγt 

(Mm01261022_m1) e FOXP3 (Mm00475162_m1) nos tecidos foi analisada através de 

reações de Real Time PCR, utilizando-se os sistemas Taqman em um aparelho ABI Prism 

7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O DNA complementar sintetizado a 

partir do RNA mensageiro foi utilizado juntamente com reagente TaqMan Gene Expression 

Master Mix™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Diferentes oligonucleotídeos e 

sondas para a amplificação do controle endógeno GAPDH (Mm99999915_g1) e dos genes 

de interesse foram empregados. Os resultados foram analisados com base no valor de CT 

(cicle threshold – ou ciclo limiar), sendo este o ponto correspondente ao número de ciclos 

aonde a amplificação atinge um dado limiar, que permite a análise quantitativa da 

expressão do fator avaliado. Os gráficos estão expressos como expressão relativa tendo o 

grupo “naïve” como padrão (método de 2-ΔΔCT).  
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10. Imunofluorescência. Para a análise da presença de células T duplo-positivas em 

SNC, cortes histológicos preparados como descrito anteriormente tiveram seus sítios 

reativos bloqueados com solução de PBS-BSA 1% (Sigma-Aldrich, USA). Após lavagens 

com salina tamponada (PBS), os cortes receberam anticorpos monoclonais anti-CD4/FITC 

(clone GK1.5) e anti-CD8α/PE (clone 53-6.7) diluídos 1/100 em PBS. Os cortes foram 

analisados em microscópio de fluorescência (Leika). Os anticorpos foram adquiridos da 

eBioscience, USA. 

 

11. Análise estatística. Os resultados foram analisados pelo teste t de “Student” e 

ANOVA (do inglês, Analyses of Variance), determinando-se como estatisticamente 

significativas as diferenças com valores de p0,05. Para a elaboração dos gráficos e dass 

análises, foi utilizado o Software GraphPad Prism V5 (GraphPad Inc.). 
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Capítulo 1: Desenvolvimento de modelo não letal de infecção por 

Plasmodium berghei NK65. 

 

Introdução 

 

A malária permanece como a maior doença infecciosa do mundo, com 

aproximadamente 50% da população mundial sob o risco de contrair a doença (Battle et al., 

2014). A doença é causada pela infecção com protozoários do gênero Plasmodium, sendo 

que em humanos são descritas quatro espécies de plasmódio infectantes: P.falciparum, 

P.vivax, P.ovale e P.malariae. Em camundongos, as espécies usualmente infectantes são: 

P.berghei, P.chabaudi e P.yoelli. Para o estudo das respostas imunes contra o plasmódio, 

normalmente são usados camundongos infectados por P.chabaudi e P.berghei. 

Em camundongos BALB/c foi demonstrado que a infecção por Plasmodium berghei 

NK65, uma cepa incapaz de causar malária cerebral, é caracterizada por elevada 

parasitemia e morte dos animais aos quatorze dias de infecção (Andrade et al., 2008). Foi 

descrito anteriormente que a infecção também promove atrofia do timo, por meio da 

estimulação da morte de timócitos por apoptose e da migração precipitada de células T-DP 

para os órgãos linfoides secundários (Francelin et al., 2011). Análises posteriores 

demonstraram ainda que, em camundongos infectados por P.berghei NK65 há alteração na 

deposição de elementos de matriz extracelular, bem como na expressão de quimiocinas e 

seus receptores em timócitos (Gameiro, Nagib, Andrade, et al., 2010; Lima et al., 2012). A 

migração de células T-DP do timo está relacionada com o desenvolvimento de respostas 

contra cardiomiócitos em camundongos infectados por T.cruzi (Mendes-Da-Cruz et al., 

2003). Para avaliar se as alterações no timo e, consequentemente, no repertório de linfócitos 
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T, provocadas pela infeção por Plasmodium berghei NK65 interferem no desenvolvimento 

de doenças autoimunes, o desenvolvimento de um modelo não letal de infecção foi 

necessário. 

Dentre os fármacos empregados no controle da infecção por plasmódio, a 

cloroquina (CQ) se constitui numa alternativa interessante, visto que apresenta baixo custo 

e pouca exigência de armazenamento. De fato, por conta destas características a CQ foi 

utilizada como droga de escolha no tratamento de malária por várias décadas (Loeb et al., 

1946). Contudo, o uso sem controle médico e a descontinuidade do tratamento de pacientes 

facilitou o aparecimento de cepas resistentes de plasmódio (Harinasuta et al., 1965; Sidhu 

et al., 2002). Atualmente, o tratamento com cloroquina é indicado apenas em quimioterapia 

combinada com outros fármacos como a artemisinina e a mefloquina, que se constitui a 

terapia combinada de artemisinina (ACT) (World Health Organization., 2011). 

Neste contexto, a presente etapa do projeto teve por objetivo o desenvolvimento de 

modelo não letal de infecção por P.berghei NK65. Os resultados obtidos mostraram que a 

administração de cloroquina foi capaz de eliminar o parasita da circulação enquanto que os 

camundongos permaneceram viáveis por até quarenta dias. Interessantemente, a 

administração de CQ mostrou-se capaz de alterar as frequências de subpopulações de 

linfócitos T, com especial atenção ao aumento no número de células T reguladoras. 
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Resultados 

 

Tratamento com cloroquina reduz a letalidade da infecção pelo protozoário Plasmodium 

berghei NK65 

 

O modelo de infecção por Plasmodium berghei NK65 em camundongos BALB/c foi 

caracterizado previamente (Andrade et al., 2008), contudo carecem dados acerca da 

infecção em animais da linhagem C57BL/6. Os experimentos expostos nas figuras 1 e 2 

foram desenvolvidos com o objetivo de avaliar a cinética da infecção por P.berghei NK65 

em camundongos C57BL/6 fêmeas. 

Para estabelecer o modelo não letal de infecção por Plasmodium berghei NK65 

camundongos C57BL/6 infectados foram tratados com cloroquina (CQ), um agente 

antimalárico empregado no tratamento da malária humana (Thome, Lopes, et al., 2013). 

Foi utilizada a dose de 5mg/kg, aplicada diariamente por cinco dias consecutivos a partir do 

décimo dia de infecção. Como controles, os animais foram tratados com a solução de 

diluição do fármaco: solução salina tamponada (PBS 0,02M pH7,2). Os resultados obtidos 

mostram que camundongos infectados por P.berghei morrem aos 14 dias de infecção. Por 

outro lado, camundongos que foram tratados com cloroquina permaneceram viáveis por até 

40 dias (Figura 1). 
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Administração de cloroquina elimina a forma sanguínea de Plasmodium berghei, mas 

não impede a atrofia tímica 

 

Conforme demonstrado na figura 2A, tal linhagem de camundongos desenvolve um 

modelo de infecção onde a malária é caracterizada por parasitemia intermediária (~40%, 

figura 2A), em contraponto ao observado em camundongos BALB/c onde a parasitemia se 

estende por até 20% (Andrade et al., 2008). Devido à redução da letalidade da infecção 

após tratamento, a presença de formas hemoparasitárias de P.berghei foi investigada na 

vigência da administração de CQ. Os resultados obtidos mostram que a aplicação de 

cloroquina reduziu rapidamente a presença de P.berghei no sangue de camundongos 

infectados (Figura 2A). Mesmo com o término da administração, não foi detectado o 

parasita em hemácias por até quarenta dias (dados não mostrados). 

Camundongos C57BL/6 infectados por Plasmodium berghei foram mortos em 0, 3, 7 e 

14 dpi. O peso relativo do timo foi aferido para determinação do índice. Conforme 

demonstrado na figura 2B, foi observada uma redução significativa no índice tímico a partir 

do terceiro dia de infecção e que se agrava aos sete dias. Paralelamente, camundongos que 

foram tratados com cloroquina aos dez dias de infecção, não apresentaram melhora do 

índice tímico em relação aos animais sem tratamento (Figura 2B). Além disso, 

camundongos sem infecção tratados com cloroquina apresentaram índice tímico semelhante 

aos animais controle sem tratamento (dados não mostrados), indicando que a cloroquina 

não induz alterações no timo. 

Em suma, os dados obtidos demonstram que: 1) a infecção por Plasmodium berghei 

NK65 pode ser controlada pela administração por via i.p. de cloroquina (5mg/kg) por cinco 
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dias consecutivos. 2) A eliminação do parasita não reverte a atrofia tímica estabelecida, 

sendo que o índice tímico aos quarenta dpi permaneceu semelhante aos dos animais com 

quatorze dpi (dados não mostrados). 

A elevada taxa de sobrevivência dos animais por até quarenta dpi em associação com 

ausência de parasitos sanguíneos asseguram que o modelo de infecção não letal foi 

estabelecido com sucesso. 
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Camundongos infectados por P.berghei apresentam alterações no repertório de linfócitos 

em órgãos linfoides primários e secundários 

 

Tendo em vista que a infecção por Plasmodium berghei reduz o peso relativo do timo, 

importante órgão linfoide primário, as frequências das subpopulações de timócitos e 

linfócitos maduros foram avaliadas, respectivamente, em timos e baços de camundongos 

infectados. Como controles, tais análises foram conduzidas em animais saudáveis de 

mesma idade. Os resultados obtidos mostram que existe redução significativa na frequência 

de células T CD4+CD8+ (duplo-positivos, DP) em timos de camundongos infectados 

quando comparados com animais controle (Figura 3A). Por outro lado, verificou-se um 

aumento na frequência de timócitos CD4-CD8- (duplo-negativos, DN) CD4+CD8- (Simples-

positivo, SP) e CD4-CD8+ (SP) (Figura 3A). Em menor grau, as subpopulações de 

linfócitos T em baços sofreram alterações em decorrência da infecção. Os baços de 

camundongos infectados apresentaram maior frequência de células T CD8 e DP quando 

comparadas com baços de camundongos saudáveis (Figura 3A). 

A frequência de células T-DP foi acompanhada durante a infecção. Para tanto, 

camundongos C57BL/6 fêmeas foram mortas aos 3, 7, 10 e 14 dias após infecção e os 

baços retirados para o preparo de suspensões celulares as quais foram imunomarcadas com 

anticorpos fluorescentes anti-CD3ε, anti-CD4 e anti-CD8α. Os resultados obtidos 

mostraram uma maior frequência de células T-DP nos baços de camundongos infectados 

por P.berghei. O aumento na frequência desta população tem início discreto a partir do 

sétimo dia, com aumento significativo aos dez e quatorze dias após infecção (Figura 3B). 

Neste experimento, parte dos camundongos foi tratada com cloroquina (5mg/kg, nas 

mesmas condições descritas anteriormente) aos dez dias após infecção para eliminação do 
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parasita e a frequência de células T-DP foi avaliada também. Conforme exposto na figura 

3B, o tratamento com cloroquina não impediu o aumento na frequência de células T-DP em 

baços de camundongos infectados. Ainda assim, com quatorze dias após infecção, houve 

diferença estatística na frequência de células T-DP entre os grupos infectado e infectado 

tratado com CQ. 
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Administração de cloroquina altera a frequência de células dendríticas e células T 

reguladoras 

 

A cloroquina tem sido usada no controle da infecção plasmodial desde 1934, contudo, 

verificou-se recentemente que esta formulação possui propriedades anti-inflamatórias 

(revisto por Thome et al. 2013). Para verificar se a administração de cloroquina influencia 

na frequência de subpopulações celulares, camundongos C57BL/6 foram tratados com 

cloroquina (CQ, nas doses de 3, 5 e 10 mg/kg) por cinco dias consecutivos. Três dias após a 

aplicação da última dose de CQ, os animais foram mortos e os baços retirados para o 

preparo de suspensões celulares. As frequências de linfócitos T CD4+ e CD8+, células T 

reguladoras (CD4+CD25+FOXP3+) e células dendríticas (CD11c+MHC-II+) foram 

avaliadas. 

Os resultados obtidos demonstram que a administração de cloroquina não promoveu 

alterações na frequência de células CD4+ e CD8+ (Figura 4A). Por outro lado, 

camundongos tratados com CQ apresentaram aumento na frequência de células T 

reguladoras quando comparados com camundongos controle (Figura 4B). O aumento foi 

proporcional à concentração da dose de cloroquina administrada (Figura 4B). Em 

contrapartida, houve redução no número de células dendríticas esplênicas com o tratamento 

com cloroquina (Figura 4C). 
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Discussão 

 

Os resultados aqui apresentados mostram que a administração de cloroquina foi 

capaz de eliminar o parasita Plasmodium berghei NK65 da circulação de camundongos 

C57BL/6 inoculados com hemácias infectadas. A cloroquina foi um fármaco empregado 

por muito tempo como droga de entrada no tratamento da malária, contudo o uso 

desordenado e mal acompanhado por parte dos pacientes promoveu o surgimento de cepas 

de plasmódio resistentes (Loeb et al., 1946). 

De forma geral, o modelo não letal de infecção por Plasmodium berghei NK65 foi 

estabelecido com sucesso. Camundongos tratados com cloroquina apresentaram redução da 

parasitemia, bem como permaneceram com o timo atrófico durante todo o período 

experimental. Interessantemente, a eliminação do protozoário não promoveu recuperação 

do índice tímico, mas uma estabilização de sua massa relativa. 

Mesmo em plasmódio a ação da cloroquina não está bem descrita. CQ age 

exclusivamente na fase eritrocítica da malária. Algumas teorias quanto ao seu mecanismo 

de ação ditam que CQ interage com moléculas de DNA e inibição de enzimas e transporte 

de nutrientes (Slater, 1993; Sullivan et al., 1996; Bray et al., 1998; Sullivan et al., 1998; 

Bray et al., 1999). A hipótese mais aceita afirma que cloroquina interfere com a digestão de 

hemoglobina pelo protozoário (Fitch, 1969; Fitch et al., 1982; Krogstad et al., 1985; 

Krogstad e Schlesinger, 1986; Sullivan et al., 1996; Sullivan et al., 1998). Em sua fase 

eritrocítica, o plasmódio invade hemácias e se desenvolve pela ingestão de hemoglobina do 

citoplasma celular e depositando o resquício em seu vacúolo digestivo (VD). O VD é um 

compartimento acidificado sendo, portanto, alvo da ação da cloroquina. Acredita-se que CQ 
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se ligue a hematina, um produto tóxico oriundo da degradação de hemoglobina, impedindo 

sua incorporação ao cristal de hemozoina. A hematina livre, aparentemente, interfere com o 

processo de desintoxicação do plasmódio provocando danos às membranas do protozoário 

por peroxidação de lipídios. 

Interessantemente, a aplicação de CQ além de eliminar o plasmódio foi capaz de 

alterar componentes do sistema imune em camundongos saudáveis. Com especial atenção, 

houve um aumento significativo no número absoluto de células T reguladoras de forma 

dependente da dose de CQ. Por outro lado, a frequência de células dendríticas foi reduzida. 

Esses achados indicam que a cloroquina pode apresentar efeitos imuno-moduladores. 

De fato, a literatura apresenta estudos onde a administração de cloroquina 

apresentou efeitos benéficos no controle da inflamação. Foi demonstrado que pacientes 

portadores de artrite reumatóide apresentaram significativa melhora no edema e dor nas 

articulações após tratamento com CQ (Canadian Consensus Conference on 

hydroxychloroquine, 2000). Semelhantemente, a administração de CQ promoveu melhora 

nos parâmetros clínico de pacientes portadores de lúpus (Gladman et al., 1998; Tam et al., 

2000). Ainda não está completamente esclarecido o mecanismo pelo qual CQ exerce seu 

efeito, porém é conhecido que este fármaco se comporta como uma base fraca apresentando 

tropismo a organelas ácidas, como o lisossomo (Thome, Lopes, et al., 2013). Por este 

motivo, a administração de CQ mostrou-se capaz de impedir o processamento de antígenos 

por células dendríticas, visto que este mecanismo é dependente da atividade de lisossomos 

(Garulli et al., 2008; Amaravadi et al., 2011). 

Dentre as funções imunomoduladoras de cloroquina, foi demonstrado que a 

administração de CQ suprimiu a ativação celular dependente de TLRs (Macfarlane e 

Manzel, 1998; Savarino et al., 2003; Loehberg et al., 2012). CQ não apenas reduziu a 
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produção de TNF-α como também suprimiu a expressão de seu receptor em células U-937 

humanas (Jeong et al., 2002). Esses efeitos são dependentes e independentes de pH, uma 

vez que CQ interfere com o metabolismo do ferro em macrófagos (Jeong e Jue, 1997). CQ 

também se mostrou capaz de reduzir seletivamente a secreção de IL-1 e IL-6 por linfócitos 

T e macrófagos (Ertel et al., 1992; Sperber, 1993; Karres, 1998). 

Tomados em conjunto os resultados mostram que o modelo não letal de infecção 

por Plasmodium berghei foi desenvolvido com sucesso por meio da administração de 

cloroquina, um fármaco com potencial imunossupressor pouco explorado. Novos estudos 

deverão ser conduzidos com o objetivo de determinar quais os mecanismos de ação da 

cloroquina sobre o sistema imune. 
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Conclusões 

 

Tendo em vista os resultados apresentados neste capítulo, pode-se concluir que: 

 

a. Camundongos infectados tratados com cloroquina apresentaram redução da 

parasitemia, manutenção do baixo do índice tímico, e aumento da frequência de 

células T-DP em órgão linfoide secundário. 

b. O tratamento de camundongos saudáveis com cloroquina promoveu um 

aumento significativo na frequência de células T reguladoras e redução em 

células dendríticas. 

 

Os resultados obtidos permitiram a confecção do artigo: “Chloroquine: Modes of 

Action of an Undervalued Drug” (Página 210). 
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Capítulo 2 – Efeito da infecção por Plasmodium berghei NK65 sobre o 

curso da Encefalomielite Autoimune Experimental. 

 

Introdução 

 

O timo desempenha um papel crucial no desenvolvimento e maturação de linfócitos 

T. Dentro do órgão, timócitos (os linfócitos T no timo) são expostos a um microambiente 

rico em citocinas, quimiocinas e interações célula-célula culminando em sua proliferação, 

rearranjo de receptores de antígenos (TCR) e a diferenciação de timócitos em linfócitos T 

maduros (Gameiro, Nagib e Verinaud, 2010). Entretanto, o timo apresenta perda de massa e 

celularidade por conta do envelhecimento e distúrbios ambientais, como infecções e 

desnutrição (Savino et al., 2007). Trabalhos anteriores de nosso laboratório demonstraram 

que a infecção por Plasmodium berghei NK65, agente causador de malária não-cerebral, 

torna o timo atrófico por meio da indução de morte por apoptose e a migração precoce de 

timócitos CD4+CD8+ (duplo-positivos, DP) para a periferia (Andrade et al., 2008; Gameiro, 

Nagib, Andrade, et al., 2010; Francelin et al., 2011). 

Conhecidamente, infecções virais e bacterianas podem promover o desenvolvimento 

de autoimunidade por meio da (i) quebra da tolerância periférica de células T, (ii) pelo 

desenvolvimento de linfócitos T efetores reativos a auto-antígenos ou (iii) pelo fenômeno 

conhecido por mimetismo molecular, onde um antígeno exógeno compartilha sequencias 

ou estruturas semelhantes a proteínas próprias (Gilden, 2005; Herrmann et al., 2006). Neste 

último caso, a febre reumática aguda, onde anticorpos atacam cardiomiócitos, pode se 

desenvolver após a geração de resposta imune contra Streptococcus β-hemolítico do grupo 
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A (Read et al., 1974; Kawakita et al., 1976). Adicionalmente, foi proposto que células T-

DP elicitadas na vigência da infecção por Trypanosoma cruzi desempenham um papel 

importante na inflamação cardíaca autoimune observada em camundongos com doença de 

Chagas (Mendes-Da-Cruz et al., 2003). 

Neste contexto, a presente etapa da tese teve por objetivo avaliar se a infecção 

prévia por Plasmodium berghei NK65 interfere no curso clínico e na susceptibilidade ao 

desenvolvimento de Encefalomielite Autoimune Experimental, o modelo murino de 

Esclerose Múltipla humana. Para tanto, camundongos geneticamente susceptíveis 

(C57BL/6) e resistentes (BALB/c) ao modelo de EAE foram infectados com a cepa NK65 

de P.berghei e curados da malária pela administração de cloroquina. Posteriormente, os 

animais foram imunizados com peptídeo encefalitogênico MOG35-55 e acompanhados 

diariamente para avaliação dos sinais clínicos de EAE. Foi observado que camundongos 

C57BL/6 desenvolveram quadro clinico agravado de EAE, com intenso infiltrado de 

células T-DP no Sistema Nervoso Central. Análises subsequentes mostraram que células T-

DP recém-saídas do timo desempenharam papel importante na severidade da doença. 

Interessantemente, camundongos geneticamente resistentes, após infecção com P.berghei, 

desenvolveram parte dos sinais clínicos de EAE. Este é o primeiro estudo a demonstrar 

uma possível integração entre malária e EAE por meio da contribuição do timo. 
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Resultados 

 

Agravamento da Encefalomielite Autoimune Experimental em camundongos 

previamente infectados por Plasmodium berghei NK65 

 

O presente estudo teve por objetivo verificar se camundongos que previamente tiveram 

malária apresentam alteração no curso clínico de Encefalomielite Autoimune Experimental 

(EAE). Para tanto, camundongos C57BL/6 fêmeas foram infectados com P.berghei por 

meio da injeção por via intraperitoneal (i.p.) de hemácias parasitadas. Dez dias após a 

infecção, os animais foram tratados diariamente com cloroquina, na dose de 5mg/kg, por 

cinco dias consecutivos. Após três dias da aplicação da última dose do fármaco, os animais 

foram imunizados com emulsão contendo peptídeo MOG35-55 e Adjuvante Completo de 

Freund por via subcutânea (NK+CQ+EAE). Além disso, para induzir o quadro de EAE, os 

animais também receberam, por via i.p., toxina de Bordetella pertussis em 0h e 48h após 

aplicação de MOG. Como controles, parte dos camundongos foi tratada com cloroquina 

(CQ+EAE) e outra parte com PBS (EAE). 

 

a. Alteração no curso da doença 

Os animais foram acompanhados diariamente para avaliação do surgimento dos 

sinais clínicos de EAE. Conforme exposto na figura 1, animais imunizados com peptídeo 

MOG tem o aparecimento dos sinais clínicos de EAE a partir do sétimo dia após 

imunização, com piora progressiva (Grupo EAE). Os animais previamente infectados por 

P.berghei, por sua vez, apresentaram quadro clínico significativamente mais severo do que 
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animais não infectados e imunizados com MOG (Figura 1). Interessantemente, os animais 

pertencentes ao grupo CQ+EAE apresentaram quadro clínico significativamente reduzido 

quando comparados com os animais pertencentes aos grupos EAE e NK+CQ+EAE, o que 

indica a possibilidade de um efeito protetor da cloroquina sobre a neuroinflamação 

autoimune. 

 

 

b. Modificação na resposta proliferativa de linfócitos T 

Decorridos dez dias da imunização com MOG, quando os primeiros sinais clínicos 

se manifestaram, os animais foram mortos e seus baços coletados para o preparo de 

suspensões celulares, as quais foram marcadas com a sonda CFSE e postos em cultura na 

presença dos estímulos: peptídeo MOG (para avaliar proliferação antígeno-específica) e 

Concanavalina-A (para avaliar proliferação inespecífica). Os resultados obtidos mostram 

que células provenientes de camundongos “naïve”, quando cultivadas na presença de 

MOG, não proliferaram significativamente quando comparadas com células de 

camundongos pertencentes ao grupo EAE (Figura 2). As células provenientes de 

camundongos pertencentes ao grupo NK+CQ+EAE, quando cultivadas com MOG, 

proliferaram em níveis similares às culturas de células do grupo EAE (Figura 2). Por outro 

lado, houve redução significativa na proliferação celular do grupo CQ+EAE em 

comparação ao grupo EAE e NK+CQ+EAE (Figura 2). Quando foram comparadas as 

culturas conduzidas na presença de concanavalina-A, verificou-se que células pertencentes 

aos grupos “naïve”, EAE e NK+CQ+EAE proliferaram em níveis próximos, sem a 

existência de diferença estatística. Contudo, as células pertencentes ao grupo CQ+EAE 

proliferaram significativamente menos quando comparadas aos demais grupos (Figura 2). 
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c. Mudança no perfil de citocinas secretadas por linfócitos T após cultivo 

com peptídeo MOG35-55 

Os sobrenadantes das culturas contendo células provenientes de camundongos dos 

grupos EAE, CQ+EAE e NK+CQ+EAE foram coletados ao término da incubação, e 

ensaiados para a dosagem de citocinas produzidas. Conforme exposto na figura 3, as 

culturas com células provenientes de camundongos portadores de EAE sem tratamento com 

cloroquina ou infectados apresentaram elevados níveis de IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 e Fator 

de Necrose Tumoral (TNF)-α. Contudo, as células de animais pertencentes ao grupo 

NK+CQ+EAE apresentaram níveis significativamente mais elevados de IL-6, IL-17, TNF-

α e IFN-γ quando comparados com as culturas do grupo EAE. Interessantemente, as 

culturas de células esplênicas provenientes do grupo CQ+EAE apresentaram níveis 

significativamente maiores de IL-4 e IL-10, ao passo que os níveis de IL-6, IL-17, TNF-α e 

IFN-γ se encontraram significativamente mais reduzidos quando comparados com os 

grupos EAE e NK+CQ+EAE (Figura 3). 
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Alterações histológicas no Sistema Nervoso Central (SNC) de camundongos portadores 

de EAE previamente infectados por Plasmodium berghei NK65 

 

A infiltração de células do sistema imune em tecidos do Sistema Nervoso Central é 

um dos principais sinais observados em pacientes portadores de esclerose múltipla. De 

forma similar, camundongos portadores de EAE apresentam extensos infiltrados 

inflamatórios no SNC. A medula lombar é um tecido representativo do SNC para avaliação 

do infiltrado inflamatório em condições inflamatório-infecciosas (Bombeiro et al., 2012; 

Thome, Moraes, et al., 2013). Assim, tendo em vista o agravamento do quadro clínico de 

EAE em camundongos curados de malária, as medulas espinhais foram avaliadas quanto à 

inflamação tecidual. 

 

 

a. Aumento do infiltrado inflamatório em camundongos previamente curados de 

malária 

Camundongos C57BL/6 previamente infectados por P.berghei foram tratados com 

cloroquina por cinco dias consecutivos. A EAE foi induzida três dias após o término do 

tratamento. Como controle, foram utilizados camundongos apenas tratados com cloroquina 

(grupo CQ+EAE) e animais não infectados e não tratados (EAE). Aos quatorze dias após a 

imunização com neuro-antígenos, os camundongos foram mortos, e a porção lombar da 

medula espinhal foi preparada para análise histopatológica conforme descrito 

anteriormente. Conforme exposto na Figura 4 e corroborando com os dados de literatura, 

camundongos portadores de EAE apresentam infiltrado celular no SNC. Interessantemente, 
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camundongos do grupo NK+CQ+EAE apresentaram maior infiltrado celular do que os 

animais EAE. Por outro lado, não foram encontrados sítios de infiltração celular em tecidos 

provenientes de animais do grupo CQ+EAE (Figura 4). 

 

b. Inflamação neural é aumentada nos camundongos EAE previamente 

infectados por Plasmodium berghei NK65 

i. Astrogliose 

Amostras de tecido neural foram analisadas quanto a expressão de GFAP, um 

marcador de astrogliose, que é resultado da ativação de células da glia: astrócitos, 

oligodendrócitos e micróglia. Conforme exposto na Figura 5, células da glia pertencentes a 

animais portadores de EAE apresentam elevada produção de GFAP. Contudo, não se 

observou diferença na expressão deste marcador quando as amostras do grupo EAE e 

NK+CQEAE foram comparadas. As amostras pertencentes aos animais do grupo CQ+EAE 

apresentaram redução na expressão de GFAP quando comparadas com as amostras dos 

animais dos grupos EAE e NK+CQ+EAE (Figura 5). 

 

ii. IL-6 

Cortes histológicos da região lombar de medulas espinhais foram imunomarcados 

com anticorpos anti-IL-6 para análise da produção deste fator inflamatório no SNC de 

camundongos portadores de EAE. Conforme exposto na Figura 6, amostras de 

camundongos portadores de EAE apresentaram produção de IL-6. Os animais pertencentes 

ao grupo NK+CQ+EAE produziram maior quantidade de IL-6 in locu do que os 

camundongos do grupo EAE. Adicionalmente, os camundongos CQ+EAE produziram 

menos IL-6 do que os animais dos grupos EAE e NK+CQ+EAE (Figura 6). 
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iii. Enzima inducible Nitric Oxide Synthase(iNOS) 

O óxido nítrico é um importante sinalizador da resposta imune, bem como de 

impulsos nervosos. Durante a resposta imune, e em resposta a estímulos oriundos do 

microambiente, a enzima sintase de óxido nítrico pode ser induzida (isoforma iNOS) com a 

finalidade de auxiliar na eliminação de patógenos ou na liberação de sinais na comunicação 

intercelular. Nesta etapa do estudo, a expressão de iNOS foi avaliada no sítio inflamatório 

da EAE, i.e. SNC. Conforme exposto na Figura 7, a produção de iNOS mostrou-se maior 

em camundongos pertencentes ao grupo NK+CQ+EAE quando comparados com 

camundongos dos grupos EAE e CQ+EAE. Interessantemente, e em concordância com os 

marcadores previamente mostrados, verificou-se uma menor produção de iNOS nos 

animais pertencentes ao grupo CQ+EAE quando comparados com os demais grupos 

(Figura 7). 

 

c. As subpopulações celulares que infiltraram o SNC de camundongos 

previamente curados de malária são compostas principalmente de células T 

CD4+CD8+ 

Para avaliar se as células T-DP (CD4+CD8+) – elicitadas pela infecção por 

Plasmodium berghei NK65 – exercem algum papel na inflamação in locu, amostras de 

região lombar de medula espinhal foram coletadas de camundongos pertencentes aos 

grupos EAE, CQ+EAE e NK+CQ+EAE e analisadas quanto à presença de células 

CD4+CD8+ por imunofluorescência com dupla marcação. Os resultados obtidos estão 

representados na Figura 8 e mostram que animais do grupo EAE apresentam infiltrado 

formado principalmente por células T CD4+ e com poucas células T CD8+. No entanto, os 
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animais pertencentes ao grupo NK+CQ+EAE apresentaram extenso infiltrado inflamatório, 

sendo este constituído principalmente por células CD4+CD8+. Já animais pertencentes ao 

grupo CQ+EAE não apresentaram infiltrado inflamatório (Figura 8). 
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Neuro-inflamação é exacerbada em camundongos portadores de EAE que previamente 

foram infectados por Plasmodium berghei NK65 

 

A inflamação neuronal é responsável pelo surgimento dos sinais clínicos de EAE. Os 

resultados apresentados até o momento indicam que em camundongos pertencentes ao 

grupo NK+CQ+EAE a neuro-inflamação é exacerbada quando comparados com os animais 

pertencentes aos grupos EAE e CQ+EAE. Tendo em vista que células T-DP foram 

encontradas em elevada quantidade no SNC de camundongos que previamente tiveram 

malária, o passo seguinte foi investigar se tais células são capazes de produzir citocinas 

inflamatórias, bem como avaliar se a expressão de mediadores inflamatórios encontra-se 

alterada no SNC dos animais portadores de EAE. 

 

a. Produção de citocinas inflamatórias por células T-DP que infiltraram o SNC de 

camundongos que previamente tiveram malária. 

A fim de investigar a participação de células T-DP na neuro-inflamação de 

camundongos pertencentes ao grupo NK+CQ+EAE, os animais foram infectados com a 

cepa NK65 de P.berghei e, aos dez dias da infecção, o parasita foi eliminado pelo 

tratamento com cloroquina. Decorridos quatorze dias da imunização com peptídeo MOG, 

os camundongos foram mortos e as medulas lombares foram retiradas, maceradas e 

submetidas a centrifugação em gradiente de densidade para o enriquecimento de linfócitos 

T. As suspensões celulares enriquecidas em células T foram imuno-marcadas e analisadas 

quanto a presença de citocinas IFN-γ e IL-17 dentro da “gate” de células T-DP 

(CD4+CD8+). Os camundongos pertencentes ao grupo CQ+EAE não apresentaram números 

detectáveis de células infiltrantes no SNC, e por este motivo, as análises nesse grupo 
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ficaram comprometidas (dados não mostrados). Os resultados obtidos mostram que as 

células T-DP presentes nos tecidos de camundongos pertencentes ao grupo NK+CQ+EAE 

apresentam níveis maiores de IL-17 quando comparados com camundongos pertencentes ao 

grupo EAE. A detecção de IFN-γ apresentou-se semelhante entre os dois grupos (Figura 9). 

 

 

b. Alterações no perfil de expressão gênica em tecido nervoso de camundongos 

portadores de EAE previamente infectados por Plasmodium berghei. 

A expressão gênica de mediadores inflamatórios no SNC foi avaliada. Os resultados 

obtidos mostram que tecidos provenientes de camundongos pertencentes ao grupo 

NK+CQ+EAE apresentaram expressão significativamente maior de IFN-γ e IL-17 quando 

comparados com os animais pertencentes ao grupo EAE e CQ+EAE. Por outro lado, a 

expressão de IL-10 e Foxp3 foi significativamente maior em SNC de camundongos 

pertencentes ao grupo CQ+EAE em comparação com os demais grupos e não tendo 

diferença entre os grupos EAE e NK+CQ+EAE (Figura 10). 
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Agravamento da Encefalomielite Autoimune Experimental é devido a estimulação 

recíproca entre células T encefalitogênicas e elicitadas na vigência da malária 

 

 Os resultados obtidos até o momento mostram a associação entre o agravamento da 

EAE com o surgimento de células T-DP no Sistema Nervoso Central de camundongos 

pertencentes ao grupo NK+CQ+EAE. Com a finalidade de caracterizar a participação de 

tais células na piora da EAE, o seguinte conjunto de experimentos foi planejado. 

Primeiramente, linfócitos T totais foram isolados de baço de camundongos infectados por 

Plasmodium berghei NK65 aos dez dias de infecção e co-cultivados com linfócitos T 

esplênicos isolados de camundongos portadores de EAE na presença de peptídeo MOG. As 

células encefalitogênicas foram previamente marcadas com a sonda CFSE. Como controles, 

os linfócitos T encefalitogênicos foram cultivados na ausência das demais células. 

 Numa segunda etapa, linfócitos T obtidos de camundongos infectados foram 

transferidos adotivamente (1x106 células/animal) a camundongos previamente imunizados 

com peptídeo MOG, e a evolução clínica da EAE foi acompanhada. 

 Por fim, células T CD4+CD8+ esplênicas provenientes de camundongos infectados 

foram isoladas por sorting e transferidas adotivamente (1,5x105 células/animal) a 

camundongos portadores de EAE. 

 

a. Análise da proliferação celular em co-culturas de células T. 

 As co-culturas conduzidas na presença de células T provenientes de camundongos 

infectados por P.berghei apresentaram proliferação significativamente maior do que as 

culturas conduzidas na presença de células T “naïve” ou na ausência de células T externas 

(Figura 11). Esses resultados indicam que linfócitos T provenientes de camundongos 
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portadores de malária estimulam a proliferação de células T encefalitogênicas por 

mecanismos ainda desconhecidos. 

 

b. Agravamento da EAE em decorrência da transferência adotiva de células T 

provenientes de camundongos com malária. 

 Interessantemente, quando linfócitos T isolados de camundongos maláricos foram 

transferidos adotivamente a camundongos em início de quadro clínico de EAE, o 

desenvolvimento do modelo foi acelerado e agravado em comparação com os animais 

recipientes de células T obtidas de camundongos “naïve” (Figura 12). 

 

 

c. Agravamento da EAE como resultado da transferência adotiva de células T-DP 

originadas na infecção por Plasmodium berghei. 

Para confirmar a participação de células T-DP elicitadas na infecção no agravamento da 

EAE, camundongos foram infectados e dez dias depois foram mortos. Os linfócitos T-DP 

foram isolados por citometria de fluxo (sorting) e transferidos adotivamente a 

camundongos portadores de EAE. Como controles, células T totais foram isoladas de 

camundongos “naïve”. Conforme exposto na Figura 13, os animais recipientes em células 

T-DP apresentaram quadro clínico mais severo do que os animais recipientes de células T 

“naïve” (Figura 13). 

Tomados em conjunto, os resultados obtidos corroboram a hipótese de que a maior 

severidade de EAE em camundongos previamente infectados por Plasmodium berghei é 

dependente da ativação de células T-DP. 
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Encefalomielite Autoimune Experimental em camundongos geneticamente resistentes 

 

Tendo em vista que camundongos C57BL/6 curados de malária desenvolveram 

quadro clínico mais agravado de EAE e que a piora na neuro-inflamação está relacionada 

com a migração para o SNC e secreção de citocinas inflamatórias por células T-DP, que 

prematuramente saíram do timo; a etapa seguinte do presente estudo teve por objetivo 

investigar se o aumento na frequência de células T-DP, elicitadas na vigência da malária, 

pode alterar a susceptibilidade ao desenvolvimento de EAE. Neste contexto, camundongos 

BALB/c, que são geneticamente resistentes a EAE, foram infectados por Plasmodium 

berghei NK65 e tratados com cloroquina. Nesta linhagem, a infecção por P.berghei é mais 

severa. Os camundongos morrem com 13-14 dias a partir da infecção (dpi). Em 

experimentos iniciais, verificou-se que o tratamento com cloroquina iniciado aos 10 dpi, 

resultou em sobrevida de 50% dos animais. Por outro lado, quando o tratamento teve início 

aos 7 dpi, a sobrevida foi de 100% (dados não mostrados). Portanto, nos experimentos 

utilizando camundongos BALB/c o tratamento com cloroquina teve início aos 7dpi. Três 

dias após a última dose de cloroquina, os animais foram imunizados com peptídeo MOG e 

acompanhados rotineiramente para avaliação dos sinais clínicos de EAE. 

 

a. Camundongos BALB/c previamente infectados por Plasmodium berghei 

desenvolvem Encefalomielite Autoimune Experimental 

Camundongos BALB/c imunizados com peptídeo MOG não apresentaram os sinais 

clínicos de EAE. Por outro lado, quando os animais foram previamente infectados por 

P.berghei e tratados com cloroquina, a imunização com neuro-peptídeo provocou o 

aparecimento dos primeiros sinais clínicos da doença (perda de tônus da cauda e fraqueza 
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dos membros posteriores) em 50% dos animais imunizados (Figura 14). Os animais 

tratados com cloroquina e imunizados (grupo CQ+EAE) não desenvolveram a doença 

(dados não mostrados). 

 

b.  Perfil de células infiltrantes no SNC de camundongos BALB/c portadores de 

EAE é inflamatório 

Camundongos foram mortos quatorze dias após imunização com peptídeo MOG, a 

medula espinhal foi coletada e macerada imediatamente. Para o enriquecimento das células 

infiltrantes, as suspensões celulares obtidas das medulas foram sobrepostas ao gradiente de 

Percol 30/70 e submetidas a centrifugação. As células presentes na interface dos gradientes 

foram coletadas e imunomarcadas. Os resultados obtidos mostraram que camundongos 

pertencentes ao grupo NK+CQ+EAE tiveram número significativamente maior de células 

infiltrantes no SNC do que camundongos pertencentes ao grupo EAE (Figura 15). 

Interessantemente, análises de citocinas intracelulares mostraram que as células de 

camundongos NK+CQ+EAE apresentaram quantidade significativamente maiores de IL-17 

quando comparadas com células de camundongos pertencentes ao grupo EAE, ao passo que 

os níveis de IL-10 foram estatisticamente reduzidos (Figura 15). A produção de IFN-γ não 

se apresentou estatisticamente diferente. 

 

c. Parte das células que infiltrou o SNC de camundongos imunizados com 

peptídeo MOG é formado por células T-DP 

Para avaliar a presença de células T-DP entre o infiltrado no SNC de camundongos 

imunizados com MOG, as medulas espinhais foram coletadas e maceradas quatorze dias 

após imunização. Após enriquecimento dos leucócitos, parte das células foi imunomarcada 
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e analisada por citometria de fluxo. A outra parte foi marcada com a sonda CFSE e 

cultivada na presença de peptídeo MOG por 96h. Os resultados obtidos mostraram que 

camundongos pertencentes ao grupo NK+CQ+EAE apresentam maior quantidade de 

células T-DP do que os camundongos do grupo EAE. Análises mostraram que as células T-

DP presentes no SNC dos camundongos EAE e NK+CQ+EAE são responsivas a estímulo 

antigênico. As células de camundongos NK+CQ+EAE apresentaram proliferação maior do 

que células de camundongos EAE (Figura 16). 

 

Tomados em conjunto, os resultados mostram que camundongos geneticamente 

resistentes a EAE são tornados susceptíveis após a infecção prévia por Plasmodium berghei 

NK65. No entanto, estudos deverão ser conduzidos a fim de avaliar se a susceptibilidade se 

deve a alterações nas regiões de reconhecimento presentes nos TCRs das células T-DP bem 

como se outros modelos de inflamação são alterados nos camundongos curados da malária. 

Este é o primeiro trabalho a mostrar o agravamento de uma doença autoimune em 

camundongos curados de malária. 
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Discussão 

 

Nesta etapa do estudo foi demonstrado que após infecção com Plasmodium berghei 

NK65, camundongos imunizados com MOG35-55 desenvolvem quadro clínico agravado de 

Encefalomielite Autoimune Experimental. Análises subsequentes demonstraram que 

timócitos prematuramente saídos do timo desempenharam um papel importante neste 

fenômeno. 

O timo é um órgão-chave para o desenvolvimento de linfócitos T e possui um papel 

importante na eliminação de células T auto-reativas (Asano et al., 1996; Starr et al., 2003). 

Precursores de linfócitos T adentram o timo por meio das vênulas de endotélio alto 

encontradas nas regiões córtico-medulares e são desprovidos da expressão das moléculas de 

TCR e seus co-receptores CD4 e CD8 (Lind et al., 2001). O processo de maturação consiste 

tanto na migração dos timócitos pelo córtex em direção à medula quanto da expressão dos 

receptores e co-receptores de linfócitos T (Anderson e Jenkinson, 2001). Durante este 

processo, células T imaturas interagem com uma miríade de citocinas, quimiocinas e 

peptídeos próprios apresentados em associação com moléculas do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade (MHC) expressos por células epiteliais tímicas (TECs) culminando 

na morte das células que reconhecem com alta afinidade as moléculas próprias (Savino et 

al., 2002). Nosso grupo demonstrou anteriormente que a infecção letal por Plasmodium 

berghei NK65 promove atrofia tímica dependente da morte timocitária e da migração 

prematura de tais células para a periferia do sistema imune (Andrade et al., 2008; Gameiro, 

Nagib, Andrade, et al., 2010; Francelin et al., 2011). No presente estudo foi verificado um 

aumento na expressão de AIRE, IL-6 e IL-7 em timos de camundongos infectados, o que 
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indica que a seleção de repertório pode estar comprometida. Futuras análises serão 

conduzidas para avaliar a presença de células portadoras de TCR proibitivos (TCR Vβ5 e 

Vβ12) em órgãos linfoides secundários. A maturação e seleção inadequadas de linfócitos T 

pode levar à liberação de células T auto-reativas para os órgãos linfoides secundários e o 

consequente desenvolvimento de desordens de origem autoimune (Hogquist et al., 1994; 

Itoh et al., 1999; Capalbo et al., 2012). 

De fato, foi observado um agravamento na severidade da EAE em camundongos 

previamente infectados por P.berghei em comparação com animais não infectados. A 

análise do infiltrado inflamatório no SNC dos camundongos pertencentes ao grupo 

NK+CQ+EAE revelou uma elevada frequência de células T-DP. Tais células são 

funcionais, uma vez que proliferaram frente estímulo antígeno e apresentaram níveis 

intracelulares detectáveis de citocinas inflamatórias, como IL-17, responsável pelo 

desenvolvimento de quadro severo de EAE (Willenborg et al., 1999; Chu et al., 2000; 

O'connor et al., 2008). Como esperado, quando células T totais ou duplo-positivas, 

provenientes de camundongos com malária, foram transferidas adotivamente a 

camundongos portadores de EAE, o quadro clínico aumentou significativamente. 

Coletivamente, este conjunto de experimentos demonstrou que as células T-DP elicitadas 

em camundongos infectados por P.berghei são inflamatórias e exacerbam a neuro-

inflamação autoimune. Interessantemente, os experimentos com co-culturas mostraram que 

células T provenientes de camundongos infectados estimularam a proliferação de células T 

de camundongos imunizados com MOG. Esses dados sugerem que células T-DP, 

originadas no curso da malária, agravam a EAE por meio de, pelo menos, dois mecanismos 

diferentes: (i) pela reação e proliferação em resposta a neuro-antígenos próprios e (ii) pela 

estimulação da proliferação de células T encefalitogênicas. 
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Os dados apresentados nesta tese são preocupantes visto que a malária permanece 

como a principal doença infecciosa do mundo, com mais de 250 milhões de pessoas 

infectadas (Bhaumik, 2013). Vários estudos demonstraram a incidência de autoimunidade 

em países que erradicaram a infecção por plasmódio (Sotgiu et al., 2008). Embora a 

hipótese da higiene pressuponha a resistência à autoimunidade em decorrência de 

infecções, tal teoria pode não ser aplicada à malária. Existe um acúmulo de evidências que 

corroboram ou refutam o papel da malária em doenças autoimunes, tanto de origem 

humana quanto animal (Cox, 1964; Loose e Di Luzio, 1973; Adu et al., 1982; Jarra, 1983; 

Phanuphak et al., 1983; Fawcett et al., 1989; Lloyd et al., 1994; Butcher, 1996; Daniel-

Ribeiro, 2000; Daniel-Ribeiro e Zanini, 2000; Butcher, 2008). Alternativamente, foi 

proposto anteriormente que durante a infecção por T.cruzi, o perfil inflamatório das células 

T-DP prematuramente egressas do timo pode ter associação com o processo autoimune 

observado na doença de Chagas (Mendes-Da-Cruz et al., 2003). 

Foi demonstrado que a infecção por Plasmodium chabaudi promove um aumento na 

frequência de células T reguladoras no baço dos animais infectados, e que tais células 

suprimem o desenvolvimento de EAE de forma não específica (by-stander suppression) 

(Farias et al., 2011). Entretanto, a infecção por P.berghei induz a produção e secreção de 

anticorpos anti-DNA e anti-núcleo de maneira dependente de linfócitos T (Poels et al., 

1980). Tais observações indicam que diferentes espécies de plasmódio induzem tipos de 

resposta imune distintos. De fato, neste estudo foi observado que a expressão genica de 

AIRE e de citocinas inflamatórias nos timos de camundongos infectados apresentou 

variações dependendo da espécie de Plasmodium empregada. Não obstante, hemácias 

infectadas por P.falciparum, P.yoelli, P.berghei e P.vivax induzem diferentes perfis de 

ativação em células dendríticas (Urban et al., 1999; Skorokhod et al., 2004; Urban e 
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Todryk, 2006; Bettiol et al., 2010; Cockburn et al., 2010; Goncalves et al., 2010; Clemente 

et al., 2011; Giusti et al., 2011; Wykes et al., 2011; Mauduit et al., 2012; Clemente et al., 

2013; Thome et al., 2014). 

Baseado nestas observações, a presente tese propõe a hipótese de que, durante a 

malária por P.berghei, timócitos DP saem prematuramente do timo em direção ao sistema 

imune periférico. Nos órgãos linfoides secundários, devido a um evento inflamatório 

(disposição genética, infecção, radiação, entre tantos outros) as células T-DP proliferam e 

migram para o tecido-alvo onde produzem elevados níveis de citocinas inflamatórias 

levando ao surgimento de inflamação exacerbada (Figura 17). 

Ainda assim, novos estudos deverão ser conduzidos com a finalidade de determinar 

quais os fatores de ativação de células T-DP e com relação à sua especificidade antigênica. 

Enquanto algumas evidências mostram a existência de células T-DP no controle da 

inflamação (Bang et al., 2001; Das et al., 2003; Tutaj e Szczepanik, 2007), os dados 

apresentados neste estudo indicam que as células T-DP, elicitadas na malária, são 

inflamatórias. 
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Conclusões 

 

Tendo em vista os resultados apresentados neste capítulo, pode-se concluir que: 

 

a. A presença de células T DP no CNS de camundongos que previamente tiveram 

malária indica que a emigração precoce de timócitos em decorrência da infecção 

pode contribuir para o agravamento de doenças autoimunes em camundongos 

geneticamente susceptíveis. 

b. A elevada frequência de células T DP, estimulada pela infecção por P.berghei 

NK65, pode desempenhar um papel importante no agravamento da EAE em 

camundongos C57BL/6 e BALB/c. 

c. Células T DP esplênicas migram para o sistema nervoso central após a 

administração de neuroantígenos. No sítio inflamatório, tais células produzem 

elevados níveis de citocinas inflamatórias que podem contribuir para a 

destruição da bainha de mielina tanto diretamente quanto pela estimulação de 

células efetoras, contudo novas análises são necessárias para confirmar esses 

achados. 

d. Camundongos resistentes à EAE induzida por peptídeo MOG35-55 

desenvolveram a doença. Embora os sinais sejam reduzidos em comparação 

com animais susceptíveis, a presença de células T DP no CNS desses 

camundongos foi verificada. 
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Os resultados obtidos permitiram a confecção dos artigos científicos “Chloroquine 

Treatment Enhances Regulatory T Cells and Reduces the Severity of Experimental 

Autoimmune Encephalomyelitis”; “Reduced Severity of Experimental Autoimmune 

Encephalomyelitis After Violacein Treatment is a Result of Regulatory T Cells Induction 

and Inhibition of the Central Nervous System Inflammation” e “Exacerbation of 

Autoimmune Neuro-inflammation in Mice Cured from Blood-Stage Plasmodium berghei 

Infection” (Páginas 199, 264 e 285, respectivamente). 
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Capítulo 3 – Modulação de células dendríticas por extratos de plasmódio 

e terapia de Encefalomielite Autoimune Experimental. 

 

Introdução 

 

Células dendríticas (DCs) são células apresentadoras de antígenos profissionais que 

ativam linfócitos T “naïve” e ditam o curso da resposta imune adaptativa através da 

estimulação de células Th1, Th2, Th17 e células T reguladoras (Treg) (Banchereau e 

Steinman, 1998; Banchereau et al., 2000; Leung et al., 2010; Baxter e Jordan, 2013). Por 

conta deste potencial, as DCs são alvos frequentes em infecções. Por exemplo, foi 

demonstrado que DCs abrigam bactérias e parasitas nas infecções por Salmonella e 

Plasmodium, respectivamente (Niedergang et al., 2000; Van Der Velden et al., 2003; 

Bueno et al., 2008; Wykes et al., 2011). O bloqueio das funções das células dendríticas 

reduz a eficácia do sistema imune e reduz a eliminação de patógenos. Tal fenômeno pode 

ser observado em células dendríticas de pacientes portadores de malária, que se apresentam 

moduladas para um fenótipo anti-inflamatório: baixa expressão de moléculas co-

estimuladoras, secreção de IL-10 e estimulação de células Tregs (Urban et al., 1999; Giusti 

et al., 2011). Os mecanismos pelos quais algumas cepas de plasmódio suprimem DCs ainda 

não estão esclarecidos. Entretanto, foi demonstrado que hemozoina, o pigmento de 

plasmódio, é capaz de reduzir a maturação de DCs humanas e murinas (Millington et al., 

2006; Urban e Todryk, 2006; Giusti et al., 2011). 

A modulação de células dendríticas tem se mostrado uma abordagem promissora no 

tratamento de doenças inflamatórias. Por exemplo, foi demonstrado que DCs tratadas com 
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formulações sintéticas ou extratos derivados de patógenos adquirem um fenótipo imaturo e, 

depois de transferidas adotivamente, suprimem a severidade de artrite experimental 

induzida por colágeno, transplantações renais e Encefalomielite Autoimune Experimental 

(Moser et al., 1995; Rea et al., 2000; Roelen et al., 2003; Tarbell et al., 2004; Van Halteren 

et al., 2004; Emmer et al., 2006; Terness et al., 2008; Unger et al., 2009; Ko et al., 2010; 

Sofronic-Milosavljevic et al., 2013). 

A Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) é uma neuroinflamação mediada 

por células T que, em muitos aspectos, mimetiza a doença humana Esclerose Múltipla. Os 

linfócitos T CD4+ desempenham um papel central no desenvolvimento deste modelo de 

doença por meio da estimulação de células acessórias e produção de mediadores 

inflamatórios, que geram inflamação e danos neuronais (Chu et al., 2000; Domingues et al., 

2010). Portanto, é desejável a supressão da resposta imune para o controle da EAE. 

A interação entre células dendríticas e plasmódio precisa ser mais bem caracterizada 

e, quando possível, direcionada para novas abordagens terapêuticas em condições 

inflamatórias. Resultados obtidos em nosso laboratório mostraram que a infecção por 

Plasmodium berghei NK65 induz alterações distintas sobre o perfil fenotípico e funcional 

de células dendríticas tímicas e esplênicas. Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram 

infectados com P.berghei NK65, selvagem ou GFP-Knock in, e aos quatorze dias de 

infecção as células dendríticas esplênicas e tímicas foram coletadas e analisadas quanto a 

expressão de moléculas envolvidas na apresentação de antígenos. O perfil funcional de DCs 

de camundongos infectados foi avaliado por meio de ensaios de co-cultura com linfócitos T 

esplênicos. Os resultados mostram que células dendríticas tímicas de camundongos 

infectados apresentaram-se imaturas, ao passo que DCs esplênicas apresentaram um 
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fenótipo inflamatório. Neste contexto, a modulação de DCs por extratos de P.berghei 

também foi investigada.  

Interessantemente, quando células dendríticas geradas a partir de precursores de 

medula óssea foram tratadas com extratos de P.berghei e estimuladas com 

lipopolissacarídeo, a expressão de moléculas de apresentação de antígenos foi reduzida. 

Ensaios de funcionalidade mostraram que as DCs moduladas foram capazes de estimular a 

geração de células Tregs e, quando transferidas adotivamente, suprimiram o curso da EAE 

tanto de forma profilática quanto terapêutica de maneira antígeno-específica. Este é o 

primeiro estudo a mostrar ao contato com o plasmódio por diferentes vias gera alterações 

distintas em células dendríticas. Ao mesmo tempo, a modulação de DCs com extratos de 

plasmódio objetivando seu emprego no controle de neuroinflamação autoimune é inédita 

até o momento. 
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Resultados 

 

Células dendríticas são moduladas para um perfil imaturo quando tratadas com 

extrato de Plasmodium berghei NK65. 

a. Análise fenotípica de células dendríticas moduladas com extratos de 

Plasmodium berghei 

Estudos recentes têm demonstrado o efeito de parasitas do gênero Plasmodium sobre o 

perfil de ativação de células dendríticas humanas e murinas. Foi observado que células 

dendríticas podem abrigar parasitas durante o curso da infecção malárica (Niedergang et 

al., 2000; Van Der Velden et al., 2003; Bueno et al., 2008; Wykes et al., 2011). A 

interferência na maturação de DCs também promove a supressão do sistema imune, o que 

atrasa ou até impede a eliminação do patógeno. Células dendríticas de pacientes com 

malária apresentam fenótipo imaturo, com reduzida expressão de moléculas envolvidas na 

apresentação de antígenos (MHC-II, CD-80 e CD-86) bem como numa acentuada 

predisposição a geração de células T reguladoras (Urban et al., 1999; Giusti et al., 2011). 

Os mecanismos pelos quais as células dendríticas tornam-se tolerogênicas ainda não estão 

totalmente elucidados. Contudo, foi verificado que hemozoina, o pigmento de plasmódio, é 

capaz de impedir a maturação de células dendríticas humanas e de camundongos 

(Millington et al., 2006; Urban e Todryk, 2006; Giusti et al., 2011). Neste sentido, o efeito 

do tratamento com extratos de Plasmodium berghei (PbX) sobre a maturação de células 

dendríticas foi avaliado. Para tanto, células dendríticas foram diferenciadas a partir de 

precursores de medula óssea e tratadas com PbX (100µg/mL) na presença de um estímulo 

de maturação – lipopolissacarídeo (LPS, 1ηg/mL) por 18h. Como controles as células 
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foram tratadas com extrato de hemácias provenientes de camundongos saudáveis (RBC). 

Ao término do período de incubação, as células foram coletadas e imuno-marcadas para 

análise por citometria de fluxo de moléculas envolvidas na apresentação de antígenos. Os 

resultados obtidos mostram que células dendríticas tratadas com RBC apresentaram 

aumento na expressão de MHC-II, CD-80 e CD-86 quando comparadas com células não 

tratadas com LPS (dados não mostrados). Por outro lado, a exposição de DCs a PbX 

promoveu significativa redução na expressão de moléculas co-estimuladoras (CD-80 e CD-

86) mas não de MHC-II quando comparadas com DC-RBC (Figura 1). Esses resultados 

indicam que o tratamento de DCs com extratos de P.berghei direcionam tais células para 

um estágio imaturo de ativação. 
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b. Análise funcional de células dendríticas moduladas com extrato de 

Plasmodium berghei. 

Células dendríticas apresentando elevada expressão de MHC-II, mas com menor 

expressão de CD-80 e CD-86 são consideradas imaturas, ou semi-maduras (Lutz e Schuler, 

2002). Outra característica de DCs imaturas é a capacidade de induzir a expressão do fator 

de transcrição Foxp3 em linfócitos T “naïve”, o que confere a essas células uma capacidade 

reguladora. Neste sentido, os experimentos realizados na sequência tiveram por objetivo 

avaliar a frequência de células T Foxp3+ e a produção de citocinas em co-culturas 

conduzidas na presença de células dendríticas tratadas com PbX e RBC. Os resultados 

mostram que os linfócitos T cultivados na presença de DC-RBC apresentaram maior 

produção de IL-17, IFN-γ e IL-10 quando comparados com células T cultivadas na 

ausência de DCs (Figura 2A, B e C, respectivamente). Por outro lado, as culturas 

conduzidas na presença de DC-PbX apresentaram frequência significativamente menor de 

linfócitos T produtores de IL-17 e significativamente maior produção de IFN-γ e IL-10 

quando comparadas com culturas conduzidas na presença de DC-RBC (Figura 2A, B e C, 

respectivamente). Interessantemente, as culturas conduzidas na presença de DC-PbX 

apresentaram significativamente maior frequência de células CD4+Foxp3+ do que as demais 

culturas (Figura 2D). 

Os níveis de citocinas presentes nos sobrenadantes das culturas foram determinados 

por citometria de fluxo. Resultados mostram que as culturas conduzidas na presença de 

DC-RBC apresentam produção significativamente maior de IL-6, TNF-α e IFN-γ quando 

comparadas com culturas sem DCs (Figura 2E). Em contrapartida, culturas conduzidas na 

presença de DC-PbX apresentaram níveis significativamente reduzidos de IL-6 e TNF-α do 
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que culturas com DC-RBC. Por outro lado, os níveis de IL-10 e IFN-γ foram encontrados 

aumentados em culturas com DC-PbX quando comparados com as demais culturas (Figura 

2E). Esses achados confirmam que a administração de extrato de P.berghei promove a 

geração de células dendríticas com perfil tolerogênico. Tais células são eficazes na indução 

de células T reguladoras. Curiosamente, DC-PbX induzem tanto a produção de IFN-γ 

quanto de IL-10 por linfócitos T. 
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Células dendríticas moduladas com extratos de P.berghei suprimem a Encefalomielite 

Autoimune Experimental 

a) Transferência adotiva de DC-PbX reduz o quadro clínico de EAE. 

A geração de células T reguladoras e células produtoras de IL-10 é uma 

característica importante em células dendríticas tolerogênicas. Tendo em vista que o 

desenvolvimento de inflamações crônicas de origem autoimune resulta de falhas nos 

mecanismos reguladores da resposta celular (Chu et al., 2000), o potencial terapêutico de 

células dendríticas moduladas com extratos de Plasmodium berghei foi avaliado. O modelo 

de EAE se desenvolve após a migração de células T encefalitogênicas para o Sistema 

Nervoso Central (SNC). Fato que ocorre, normalmente, dez dias após a imunização com 

peptídeo MOG (Domingues et al., 2010). 

Neste sentido, visando a utilização profilática de células dendríticas imaturas 

geradas com extratos de plasmódio, DC-PbX foram transferidas adotivamente para 

camundongos C57BL/6 três dias antes da imunização com peptídeo MOG. O 

desenvolvimento da EAE foi acompanhado diariamente. Os resultados obtidos mostram 

que camundongos recipientes de DC-RBC desenvolveram quadro clínico de EAE similar 

ao observado em camundongos não tratados com células dendríticas (Figura 3). Ao passo 

que, camundongos pertencentes ao grupo DC-PbX+EAE tiveram sinais clínicos de EAE 

significativamente reduzidos quando comparados com animais dos demais grupos (Figura 

3). 
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b) Análise do infiltrado inflamatório no SNC de camundongos portadores 

de EAE 

A infiltração de células inflamatórias no SNC é um dos marcos da EAE. Neste 

sentido, camundongos controles e recipientes de células dendríticas moduladas, ambos 

portadores de EAE, foram mortos. A região lombar das medulas espinhais foi coletada e 

incluída em meio crioprotetor. Cortes de 14µm foram realizados e corados em hematoxilina 

e eosina (H&E). Os resultados mostram que a transferência adotiva de células dendríticas 

moduladas com PbX foi capaz de reduzir a infiltração celular no SNC de camundongos 

imunizados com peptídeo MOG (Figura 4). 

Adicionalmente, o perfil de linfócitos T que infiltraram o SNC foi investigado. Os 

dados obtidos mostram que tanto a frequência quanto os números absolutos de células T 

produtoras de IL-17 e IFN-γ são significativamente menores em camundongos que 

receberam DC-PbX quando comparados com os demais grupos (Figura 5A e B, 

respectivamente). A frequência de células T produtoras de IL-10 estava significativamente 

maior em medulas lombares de camundongos recipientes de DC-PbX quando comparados 

com camundongos dos demais grupos, no entanto, devido à menor infiltração de células no 

SNC (Figura 4), os números absolutos de células produtoras de IL-10 foram 

significativamente reduzidos em comparação com o grupo EAE (Figura 5C). 
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c) Responsividade celular em camundongos portadores de EAE 

A resposta imune celular contra neuro-antígenos na Encefalomielite Autoimune 

Experimental foi caracterizada anteriormente (Dittel et al., 1999; El-Behi et al., 2011). 

Neste contexto, a responsividade celular frente ao peptídeo MOG, empregado na 

imunização, e contra proteína básica de mielina (MBP, do inglês Myelin Basic Protein) foi 

comparada entre os grupos experimentais. Os resultados obtidos mostraram que células de 

camundongos recipientes de DC-PbX tiveram proliferação significativamente menor do 

que células de camundongos pertencentes aos outros grupos (Figura 6A e B). Parte das 

culturas celulares foi conduzida na presença de ovalbumina (OVA), um antígeno 

irrelevante ao modelo de EAE. Nestas culturas, as células dos camundongos proliferaram 

em níveis similares entre si (Figura 6C). Esses achados indicam que a supressão imune 

observada nos camundongos recipientes de DC-PbX é antígeno/tecido-específica, visto que 

as células mantiveram seu potencial proliferativo quando cultivadas na presença de 

antígeno irrelevante. 
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Células dendríticas moduladas com extratos de plasmódio podem ser utilizadas no 

controle da neuro-inflamação autoimune estabelecida previamente. 

c. Células dendríticas tratadas com PbX suprimem a resposta de células T 

encefalitogênicas. 

 

A severidade da EAE foi significativamente menor em camundongos que receberam 

células dendríticas moduladas com extratos de plasmódio. Tendo em vista que a 

administração de células dendríticas foi realizada de forma profilática (três dias antes da 

imunização com neuro-antígeno), o potencial terapêutico da transferência adotiva foi 

investigado. Para tanto, camundongos com EAE estabelecida (após dez dias, quando 

surgem as primeiras manifestações clínicas) receberam células dendríticas, tratadas com 

extrato de plasmódio ou extrato de hemácias normais. Os resultados obtidos mostraram que 

a transferência adotiva de DC-PbX foi capaz de reduzir significativamente o quadro clínico 

de EAE quando comparado com os demais grupos (Figura 7). 

 

 

d. Transferência adotiva de células dendríticas moduladas reduz a severidade 

de EAE em curso. 

 

Conforme demonstrado anteriormente, DC-PbX induziu a diferenciação de células 

T reguladoras quando co-cultivadas com linfócitos T “naïve” (Figura 2). Essa 

característica, juntamente com a reduzida expressão de moléculas envolvidas na 

apresentação de antígenos, classifica as células dendríticas moduladas com extratos de 

plasmódio como células dendríticas imaturas (ou tolerogênicas). Entretanto, neste conjunto 
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de experimentos, DC-PbX foram transferidas a camundongos previamente imunizados com 

peptídeo MOG. Para investigar se DC-PbX exerce efeito sobre a funcionalidade de células 

T encefalitogênicas, linfócitos T esplênicos foram enriquecidos a partir de baços de 

camundongos portadores de EAE e co-cultivados na presença de células dendríticas 

tratadas com extratos. Como controles, as células foram cultivadas na ausência de DCs. A 

proliferação celular e a produção de citocinas foram avaliadas. 

As análises das co-culturas revelaram que células T cultivadas sem DCs não 

apresentaram proliferação celular. Quando cultivadas na presença de DC-RBC, células T 

encefalitogênicas apresentaram elevada taxa de proliferação. Por outro lado, culturas 

conduzidas na presença de células dendríticas moduladas com extratos de plasmódio 

apresentaram redução na taxa de proliferação quando comparadas com as culturas de DC-

RBC (Figura 8A). A determinação dos níveis de citocinas presentes nos sobrenadantes 

revelou que culturas conduzidas na presença de DC-PbX apresentaram níveis 

significativamente reduzidos de IL-6 e TNF-α, ao passo que, os níveis de INF-γ e IL-10 

foram encontrados significativamente aumentados quando comparadas com culturas de 

DC-RBC (Figura 8B). 

Tomados em conjunto, esses dados indicam que células dendríticas podem ser 

direcionadas a um estado tolerogênico quando tratadas com extratos de plasmódio. DC-

PbX induzem a geração de células T reguladoras e produtoras de IFN-γ e IL-10 quando 

cultivadas na presença de linfócitos T “naïve”. Quando cultivadas com linfócitos T 

encefalitogênicos, DC-PbX suprimem a proliferação celular e induzem a produção de IFN-

γ e IL-10, ao passo que reduzem a produção de IL-6 e TNF-α. Esses achados indicam que 

células dendríticas tratadas com extratos de plasmódio modulam a resposta imune por 

mecanismos distintos: (i) indução de células T reguladoras a partir de linfócitos T “naïve”, 
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(ii) criação de microambiente supressor por meio da estimulação da secreção de IL-10 e 

IFN-γ por linfócitos T e (iii) redução da responsividade celular quando cultivadas com 

células T ativadas. 
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Discussão 

 

Foi demonstrado que células dendríticas em pacientes e roedores com malária são 

imaturas e não funcionais (Skorokhod et al., 2004; Millington et al., 2006; Urban e Todryk, 

2006; Giusti et al., 2011). Embora na malária a inatividade de DCs seja um problema, na 

inflamação autoimune, este é um fenômeno almejado. Neste estudo, é demonstrado que 

células dendríticas moduladas com extratos de hemácias infectadas por Plasmodium 

berghei suprimem o desenvolvimento de Encefalomielite Autoimune Experimental. 

Na vigência da infecção por plasmódio, o parasita desenvolve tropismo por células 

dendríticas, que fagocitam o eritrócito infectado (Cockburn et al., 2011; Mauduit et al., 

2012). Dentro das DCs, o parasita produz hemozoina, um produto gerado a partir da 

degradação da hemoglobina, culminando no bloqueio da maturação de células dendríticas 

(Urban e Todryk, 2006). DCs tratadas in vitro com hemozoina adquirem habilidades 

imunossupressoras como a redução na expressão das moléculas co-estimuladoras CD80 e 

CD86, secreção de IL-10 e indução de células Tregs (Skorokhod et al., 2004; Giusti et al., 

2011). Os resultados obtidos neste estudo mostram que extratos de eritrócitos infectados 

por P.berghei (PbX) alteram a maturação de DCs, com baixa expressão de moléculas 

apresentadoras de antígenos. As DCs moduladas estimularam a produção de citocinas anti-

inflamatórias por linfócitos T e foram capazes de induzir a conversão de linfócito T “naïve” 

em células T reguladoras. DC-PbX estimularam a produção de IFN-γ por linfócitos T 

“naïve”, sugerindo que o perfil anti-inflamatório induzido por PbX é dependente da geração 

de microambiente rico em IFN-γ. Um mecanismo similar de modulação por DCs foi 

descrito recentemente, onde DCs moduladas com proteína Sj16, derivada de Schistosoma 
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japonicum, induzem células Treg produtoras de IFN-γ e IL-10 (Sun et al., 2012). Também 

foi demonstrado que extratos de P.falciparum modulam DCs humanas, induzindo-lhes um 

perfil imaturo e estimulando a geração de células Tregs a partir de linfócitos T autólogos 

(Clemente et al., 2013). Por outro lado, verificou-se que extratos de Plasmodium yoelli 

induzem a maturação de DCs e sua ativação inflamatória (Bettiol et al., 2010). Esses dados 

em conjunto com os obtidos nesta tese indicam que diferentes espécies de plasmódio são 

capazes de induzir alterações distintas em células dendríticas. 

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a transferência adotiva de células 

dendríticas moduladas com PbX reduziu o quadro clínico de EAE. A resposta imune contra 

neuro-antígenos foi reduzida ao passo que células T de camundongos recipientes de DC-

PbX proliferaram na presença de um antígeno não relacionado, ovalbumina (OVA). Estes 

achados sugerem que a transferência de DC-PbX não apenas reduziu a neuroinflamação, 

mas também estimulou a geração de supressão antígeno/tecido-específica. 

Adicionalmente, quando DCs foram co-cultivadas com linfócitos T 

encefalitogenicos a proliferação específica foi reduzida bem como os níveis de citocinas 

inflamatórias nos sobrenadantes. Essas observações podem se correlacionar com a melhora 

no quadro clínico da doença. Embora o mecanismo para essas observações seja 

desconhecido, evidências sugerem que moléculas derivadas de plasmódio modulam o 

sistema imune. Foi observado que extratos solúveis de P.falciparum potencializam a 

indução e a função de células T reguladoras humanas por um mecanismo dependente de 

TGF-β (Clemente et al., 2011). Na infecção murina por Plasmodium chabaudi, existe um 

aumento na frequência de células T reguladoras, responsáveis pela redução do quadro 

clínico de EAE (Farias et al., 2011). 
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Interessantemente, co-culturas de células dendríticas moduladas com PbX 

conduzidas na presença de linfócitos T “naïve” ou encefalitogenicos apresentaram 

diferenças com relação a secreção de IFN-γ. Ainda é incerto como as células que produzem 

ambas as citocinas (IFN-γ/IL-10) modulam a EAE (na abordagem profilática), embora 

células T reguladoras duplo-produtoras de IFN-γ/IL-10 foram descritas como fundamentais 

na modulação de resposta imune através da administração de produtos derivados de 

helmintos (Sun et al., 2012). Tais observações sugerem que células dendríticas modulam 

linfócitos T “naïve” e ativados por mecanismos diferenciados, o que carece de maior 

aprofundamento. 

É notória a modulação de células dendríticas com moléculas derivadas de 

patógenos. Por exemplo, foi demonstrado que ovos de Schistosoma mansoni bloqueiam a 

maturação de DCs induzindo-lhes um perfil imaturo (Osada et al., 2009; Everts et al., 

2010). Adicionalmente, antígenos solúveis de ovos de S.mansoni (SEA) são enriquecidos 

em ômega-1, produto com a capacidade de modular DCs e induzir a expressão de Foxp3 

em células T in vitro (Everts et al., 2009; Steinfelder et al., 2009). Embora a retenção da 

resposta imune seja um problema nas infecções por Schistosoma e Plasmodium, o bloqueio 

da maturação de DCs pode ser útil no controle de inflamações crônicas de origem 

autoimune. Neste sentido, DCs expostas a SEA e ômega-1 adquirem propriedades 

moduladoras e induzem células Tregs a partir de linfócitos T “naïve” provenientes de 

camundongos NOD, reduzindo a incidência de diabetes espontânea (Zaccone et al., 2011). 

Outros grupos também reportaram que a administração de produtos derivados de helmintos, 

como Trichuris suis, reduziu a manifestação de EAE, provavelmente pela modulação de 

células apresentadoras de antígenos (Kuijk et al., 2012). 
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Tendo em vista que células dendríticas ditam o curso da resposta imune, é razoável 

assumir que tais células são alvos durante infecções, resultando na mudança de seu perfil de 

ativação/maturação para um contexto anti-inflamatório. Tomados em conjunto, os 

resultados apresentados nesta etapa da tese mostram que células dendríticas moduladas com 

extratos de P.berghei são supressoras e controlam a EAE. Novos estudos serão conduzidos 

com a finalidade de determinar o mecanismo responsável pela modulação de células 

dendríticas. 
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Conclusões 

 

Tendo em vista os resultados apresentados neste capítulo, pode-se concluir que: 

 

a. Células dendríticas diferenciadas a partir de precursores de medula óssea 

adquirem um fenótipo imaturo quando tratadas com extratos de Plasmodium 

berghei NK65 (DC-PbX). 

b. Quando co-cultivadas com linfócitos T “naïve”, as DC-PbX induzem a geração 

de células T reguladoras, o que as classifica como células dendríticas 

tolerogênicas. 

c. A transferência adotiva de células dendríticas moduladas com extratos de 

plasmódio suprimiu o quadro clinico de EAE tanto de forma profilática quanto 

terapêutica. 

d. Camundongos recipientes de DC-PbX apresentaram alterações na expressão 

genica de mediadores inflamatórios no Sistema Nervoso Central quando 

comparados com camundongos pertencentes aos grupos controles. 

e. Os mecanismos de atuação de DC-PbX investigados, apesar de poderem não se 

restringir apenas a eles, incluem: (i) indução de células T reguladoras, (ii) 

criação de microambiente anti-inflamatório e (iii) supressão de células T auto-

reativas. 
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Os resultados obtidos permitiram a confecção dos artigos científicos “Dendritic 

cells treated with chloroquine modulate experimental autoimmune encephalomyelitis”; 

“Dendritic cells treated with crude Plasmodium berghei extracts acquire immune-

modulatory properties and suppress the development of autoimune neuroinflammation” e 

“Nitric oxide plays a key role in the suppressive activity of chloroquine-modulated 

dendritic cells” (páginas 218, 228 e 252). 
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Neste trabalho mostramos que a infecção prévia por Plasmodium berghei promove a 

exacerbação de respostas neuro-inflamatórias de origem autoimune por mecanismos ainda 

não totalmente esclarecidos, mas que envolvem a participação de células T-DP, 

precocemente saídas do timo, e sua posterior migração para o Sistema Nervoso Central. 

Embora a ocorrência de doenças autoimunes seja reduzida em zonas endêmicas de malária, 

estudos têm demonstrado a presença de elevados níveis de auto-anticorpos na circulação de 

pacientes infectados pelo plasmódio (Wallace et al., 1993; Datta et al., 2013). 

Interessantemente, mutações de ganho de função da enzima Chit, importante na resposta 

contra o plasmódio, aparentemente desempenham papel fundamental na resposta autoimune 

observada em pacientes com esclerose múltipla (Boot et al., 1995; Barone et al., 2003; 

Malaguarnera et al., 2003; Sotgiu et al., 2006; Sotgiu et al., 2008). Não obstante, foi 

proposto que a infecção silenciosa por plasmódio em adolescentes e adultos pode ser uma 

das causas de MS (Kissler, 2001a; b). Experimentalmente foi demonstrado que 

camundongos infectados por Plasmodium berghei NK65 apresentam níveis séricos 

elevados de anticorpos anti-núcleo e contra células de musculatura lisa e que tal auto-

resposta é dependente da atuação de células T, uma vez que a infecção em camundongos 

timectomizados não provocou o surgimento de auto-anticorpos (Poels et al., 1979; Poels et 

al., 1980). Esses resultados sugerem que a infecção por P.berghei, de alguma forma, altera 

a resposta imune facilitando o surgimento de auto-resposta, possivelmente, por meio da 

modulação de linfócitos T. 

Tendo em vista que a seleção de repertório e a exclusão de células T auto-reativas 

acontece no timo, nosso grupo tem por objetivo investigar as possíveis alterações tímicas 

que ocorrem na vigência da infecção por plasmódio. Os resultados anteriormente obtidos 

mostraram a presença de P.berghei no timo após quatorze dias da infecção (Andrade et al., 



Discussão 

130 

 

2008). Análises subsequentes conduzidas com camundongos C57BL/6 infectados por 

P.berghei-GFPknock-in, que é fluorescente, mostraram que o parasita invade o timo a partir 

do terceiro dia de infecção e se aloja na região medular tímica, em contato com células 

dendríticas (dados não mostrados e artigo em preparação). Essa observação é intrigante 

visto que DCs tímicas (DCts) estão envolvidas nos processos de seleção de repertório, com 

especial participação na seleção negativa (Watanabe et al., 2004; Capalbo et al., 2012; 

Hadeiba et al., 2012). Adicionalmente, foi verificado que timócitos de camundongos 

infectados por Plasmodium berghei apresentaram elevada taxa de morte celular por 

apoptose, principalmente por células DN e SP. Por outro lado, observou-se uma maior 

frequência de linfócitos T-DP em órgãos linfoides secundários após dez dias de infecção 

(Francelin et al., 2011). Para investigar as possíveis consequências da atrofia tímica e 

presença de células T-DP em órgãos linfoides secundários, os camundongos foram tratados 

com cloroquina a partir de dez dias de infecção a fim de eliminar o parasita do sistema. 

Decorridos três dias após a última aplicação de cloroquina, os animais foram imunizados 

com peptídeo encefalitogênico e acompanhados para o desenvolvimento de Encefalomielite 

Autoimune Experimental. 

Conforme visto anteriormente, os animais curados de malária apresentaram uma 

exacerbação da EAE e as análises que se seguiram mostraram que células T-DP presentes 

no baço, não apenas migraram para o SNC, como produziram quantidades significativas de 

citocinas inflamatórias. Esses resultados são interessantes, uma vez que tais células não 

passaram pelos mecanismos de seleção e, em teoria, seriam pouco responsivas a estímulo 

antigênico (Hirokawa et al., 1994; Sprent, 1995; Asano et al., 1996; Anderson et al., 2002; 

Starr et al., 2003; Hogquist et al., 2005; Cheng et al., 2007; Gameiro, Nagib e Verinaud, 

2010; Capalbo et al., 2012). Corroborando a hipótese de que as células T-DP não apenas 
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migram para o tecido-alvo, mas são capazes de responder a estímulos, quando esplenócitos 

foram desafiados in vitro com peptídeo MOG a análise da proliferação celular mostrou que 

o subtipo celular que mais ativamente proliferou consistiu de células T-DP. 

Esses resultados mostraram que as células T-DP elicitadas na malária são capazes 

de responder a peptídeo encefalitogênico, mas não confirmam se essas células participam 

da piora do quadro clínico na EAE. Para investigar se o mecanismo de exacerbação da 

resposta imune deve-se a um efeito direto ou indireto de células T na EAE, foram 

conduzidos experimentos de cultivo conjunto entre células T provenientes de camundongos 

infectados com células T provenientes de camundongos portadores de EAE. Os resultados 

mostraram que as células T de camundongos com malária estimularam a proliferação de 

linfócitos T encefalitogenicos. A transferência adotiva de linfócitos T totais ou DP, 

oriundos de camundongos com malária, também foi capaz de agravar a EAE. Em conjunto, 

tais observações indicam que a piora na inflamação neural e no quadro clínico de EAE se 

deve a uma participação direta e indireta de células T-DP elicitadas na malária. 

Interessantemente, a literatura descreve a presença de células T-DP originadas 

extratimicamente e envolvidas na supressão da resposta antitumoral em melanomas, 

cânceres de mama e cólon, por meio da secreção das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 e baixo 

potencial proliferativo (Desfrancois et al., 2009; Freeman et al., 2011; Sarrabayrouse et al., 

2011). Oposto ao observado neste estudo, onde as células T-DP produziram elevadas 

quantidades de IL-17 e apresentaram alta taxa de proliferação após estimulação antigênica. 

Não obstante, a presença de células T-DP em camundongos BALB/c se relacionou com o 

desenvolvimento de EAE nesta linhagem, que é geneticamente resistente. 

Os resultados obtidos indicam que a maturação e seleção de repertório de linfócitos 

T em camundongos infectados por plasmódio estão comprometidas. A possível modulação 
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de células dendríticas tímicas por plasmódio pode ter efeito na maturação de linfócitos T. 

Estudos subsequentes conduzidos em nosso laboratório mostraram que DCts de 

camundongos infectados por P.berghei apresentam-se alteradas tanto em seu fenótipo 

quanto em sua função (dados não mostrados e artigo em submissão). A quantidade 

absoluta de DCts é significativamente menor quando comparadas com camundongos 

saudáveis (15.105 x 5.105 DCts/timo) assim como a expressão de moléculas co-

estimuladoras CD80 e CD86. Por outro lado, a expressão de moléculas de MHC-II 

apresentou-se significativamente maior em DCts de camundongos infectados quando 

comparadas com células de camundongos saudáveis. Quando cultivadas em conjunto com 

timócitos totais, as DCts inibiram a proliferação de celular e promoveram a sobrevivência 

de células T-DP (dados não mostrados e artigo em submissão). 

Entretanto, a avaliação de células dendríticas esplênicas de camundongos infectados 

por plasmódio apresentou resultados distintos dos observados em DCts. As DCs de 

camundongos infectados por P.berghei NK65 apresentaram expressão significativamente 

maior de MHC-II, CD80 e CD86 quando comparadas com DCs “naïve” (dados não 

mostrados e artigo em redação). Quando cultivadas em conjunto com linfócitos T 

esplênicos provenientes de camundongos “naïve”, as DCs estimularam sua proliferação 

frente ovalbumina e extrato de plasmódio. Interessantemente, a análise de DCs esplênicas 

de camundongos infectados por outras espécies de plasmódio (P.chabaudi, P.yoelli XL e 

P.yoelli 17X) apresentou resultados distintos. DCs de camundongos infectados por 

P.chabaudi apresentaram expressão semelhante de moléculas CD80 e CD86 em 

comparação com DCs “naïve”, ao passo que em MHC-II foi aumentada. Por outro lado, 

DCs de camundongos infectados por P.yoelli apresentaram níveis elevados de expressão de 

MHC-II, CD80 e CD86 quando comparadas com DCs “naïve” e infectadas por P.chabaudi 
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e P.berghei. Esses resultados estão em concordância com a literatura, em que diferentes 

espécies de plasmódio induzem respostas distintas em células dendríticas periféricas 

(Skorokhod et al., 2004; Urban e Todryk, 2006; Bettiol et al., 2010; Cockburn et al., 2010; 

Giusti et al., 2011; Mauduit et al., 2012; Clemente et al., 2013). 

Os resultados permitem supor que, em camundongos infectados por P.berghei 

NK65, timócitos DP entram em contato com DCts que estimulam sua sobrevivência. 

Quando saem prematuramente do timo, o encontro de células T-DP com DCs ativadas 

expressando fortemente moléculas envolvidas na apresentação de antígenos pode estimular 

a exacerbação da resposta autoimune observada nos camundongos previamente infectados e 

imunizados com peptídeo MOG. No entanto, novos estudos deverão ser conduzidos para 

avaliar tal hipótese. 

Interessantemente, células dendríticas diferenciadas a partir de precursores de 

medula óssea quando tratadas com extratos derivados de P.berghei apresentaram um 

fenótipo imaturo e estimularam a geração de células T reguladoras. A transferência adotiva 

de DC-PbX mostrou-se eficaz no controle da EAE por meio da redução da resposta celular 

específica a neuro-antígenos. Esses achados são intrigantes, uma vez que se observou uma 

diferença na ativação entre DCts e DCs isoladas de camundongos infectados. O contato de 

DCs com extratos de patógeno promoveu alterações distintas das observadas quando a 

interação ocorreu com o parasita intacto. A literatura nos mostra que a forma como DCs 

entram em contato com o plasmódio influencia na resposta orquestrada por células 

dendríticas (Urban et al., 1999; Skorokhod et al., 2004; Wykes et al., 2011; Thome et al., 

2014). Novos estudos serão realizados com a finalidade de determinar a possível utilização 

de células dendríticas moduladas com extratos de patógeno no controle de inflamações 

crônicas. 
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Tomados em conjunto, os resultados obtidos neste estudo indicam que a infecção 

por Plasmodium berghei NK65 promove alterações profundas no sistema imune, que não 

são normalizadas após a eliminação do parasita. A emigração precoce de células T-DP do 

timo, em decorrência da malária, predispõe camundongos ao desenvolvimento de 

inflamações exacerbadas. Por outro lado, a modulação de células dendríticas com extratos 

de plasmódio pode ser uma alternativa interessante para o controle de inflamações crônicas 

de origem autoimune. 
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Tomados em conjunto, os resultados obtidos mostram que a infecção por 

Plasmodium berghei NK65 promove alterações significativas no sistema imune que 

auxiliam na exacerbação da neuro-inflamação autoimune. Por outro lado, a utilização de 

extratos do plasmódio pode se tornar uma alternativa inovadora na modulação da 

inflamação por meio da transferência adotiva de células dendríticas tornadas tolerogênicas 

com tais extratos. 
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