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Resumo 

 

Desde sua descoberta, os receptores do tipo Toll (TLRs) têm sido envolvidos em 

quase todas as doenças que afetam a saúde humana. Seu papel na proteção contra vários 

patógenos, incluindo protozoários está bem estabelecido. Entretanto, pouco se sabe 

sobre o papel dos TLRs na malária. No presente estudo, investigamos o papel dos TLRs 

durante a malária murina e humana. Nossos resultados mostraram que camundongos 

com deficiência para MyD88, um adaptador essencial para a sinalização dos TLRs, 

produzem níveis de citocinas pró-inflamatórias significativamente menores e 

apresentam sintomas mais amenos durante a infecção por Plasmodium chabaudi. 

Entretanto, estes animais retêm a capacidade de controlar a parasitemia sugerindo que 

os TLRs possuam um papel na patogênese e não na proteção contra a malária. 

Posteriormente, mostramos que ambas, a infecção natural humana por P. falciparum e a 

experimental murina por P. chabaudi, aumentam a expressão e a responsividade dos 

TLRs nas células do sistema imune inato. O estado hiper-responsivo das células durante 

a malária é derivado da ativação de TLR9 e a produção de IFN por células T, levando a 

uma alta susceptibilidade ao choque séptico durante a malária aguda. Finalmente, em 

colaboração com a EISAI Research Institute, desenvolvemos um antagonista de TLR9 e 

testamos seu efeito na Malária Cerebral (CM), uma das manifestações clínicas mais 

graves da malária. O tratamento oral com este composto inibiu os sintomas, tais como 

extravasamento vascular cerebral, protegendo camundongos da morte por CM. Em 

conjunto, nossos resultados mostram um importante papel dos TLRs, especialmente 

TLR9, na patogênese da malária e que a intervenção na função destes receptores é uma 

potencial quimioterapia anti-inflamatória contra essa doença. 
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Abstract 

 

Toll-like receptors (TLRs) have been involved in almost every know disease that afflict 

human health so far and their role in resistance to several pathogens, including 

protozoan parasites, has been well established. The role of TLRs in malaria, however, 

still remains to be elucidated. Here we studied the role of TLRs in experimental and 

naturally acquired malaria infection. We showed that mice with deficiency to MyD88, 

an essential adaptor to TLRs signaling, produce significant lower levels of pro-

inflammatory cytokines and commensurate better clinical outcome upon infection with 

Plasmodium chabaudi. Nevertheless, these mice can still control parasite loads 

suggesting that TLRs are involved in pathogenesis rather than protection during malaria. 

We further studied cellular responsiveness of innate immune responses during human 

and murine malaria. We showed that both natural acquired P. falciparum infection in 

humans and experimental infection of mice with P. chabaudi increase TLR expression 

in innate immune cells causing pro-inflammatory priming of TLR responses. The 

cellular hyper-responsiveness during Malaria is caused by TLR9 activation and IFN 

production by T cells conferring high susceptibility to septic shock during the acute 

disease. Finally, in collaboration effort with EISAI Research Institute, we develop and 

tested an antagonist of TLR9, on Cerebral Malaria (CM), one of the most severe 

manifestations of malaria. Oral treatment of mice with this compound inhibited CM 

symptoms, such as vascular leakage, and prevented death from CM. All together our 

results show an important role of TLRs, especially TLR9, in malaria pathogenesis and 

that the therapeutic targeting of TLRs is a potential anti-inflammatory chemotherapy 

against malaria. 
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1 INTRODUÇÃO 

malária é ainda um grande obstáculo ao desenvolvimento econômico 

mundial. Considerando as taxas de mortalidade, esta doença está entre as 

mais letais do  mundo e assim tem sido por milênios. Para cada pessoa  

morta pela malária, há outras centenas que são infectadas pelo parasito. Os números 

exatos são difíceis de definir devido ao fato do flagelo da malária ser maior em algumas 

das regiões mais pobres do mundo (Snow et al. 2005). A organização Mundial de Saúde 

(WHO) acredita que a malária mata de um a dois milhões de pessoas por ano, a maioria 

crianças abaixo de seis anos de idade. Muitas crianças que sobrevivem a casos graves 

sofrem algum tipo de dano cerebral, deficiência cognitiva e têm dificuldades de 

aprendizagem.  

 Além do enorme fardo da mortalidade, os mais de 213 milhões de casos de 

malária levam a um acumulado de mais de 800 milhões de dias de internações/doença, 

por pessoa/ano na África (Breman et al. 2004). A situação é tão dramática que 

economistas determinaram a malária como causa definitiva de pobreza em muitas 

regiões afligidas (Sachs et al. 2002). Tudo isso coloca a malária, junto com a AIDS e a 

tuberculose, entre as três doenças infecciosas mais letais do mundo. Nas regiões 

endêmicas para a malária, o efeito da doença é também manifestado pela sua influência 

na genética humana, resultando na preservação de variantes de genes humanos 

potencialmente deletérios (ex: talassemia, anemia falciforme) devido ao fato da 

heterozigose de muitos destes genes conferirem vantagens contra as complicações da 

doença e contra a malária fatal. 

No Brasil, a transmissão da malária está tipicamente restrita à Amazônia Legal 

que compreende os estados do Acre, Amapá, Amazonas, Mato Grosso, Pará, Rondônia, 

Roraima e Tocantins e parte do estado do Maranhão (Secretaria de Vigilância à Saúde 

2007) onde condições socioeconômicas e ambientais favorecem a exposição de grandes 

contingentes populacionais ao risco de infecção. A incidência da doença nestas áreas 

aumentou dramaticamente nas décadas de 70 e 80, devido, principalmente, aos projetos 

de colonização, expansão da fronteira agrícola, construção de estradas e hidrelétricas, 

projetos agropecuários, extração de madeira e mineração (Sawyer 1986; Sawyer 1993). 

Nestas regiões, o Plasmodium vivax é responsável por mais de 90% dos casos de 

malária. Apesar dos números de casos de infecção pelo P. falciparum terem diminuído 

nas últimas décadas, a malária ainda é uma preocupação constante nessas regiões. A 

A 
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infecção pelo P. vivax geralmente não é letal, mas a doença causa alta morbidade e 

acarreta uma grande perda econômica. 

Das mais de 100 espécies de Plasmodium, 4 infectam o homem: P. falciparum, P. 

vivax, P. ovale e P. malariae (Mueller et al. 2007). Tem sido relatados casos de 

infecção humana por uma quinta espécie, o P. knowlesi, que sabidamente infecta 

macacos (Singh et al. 2004).  

A infecção humana ocorre através da picada das fêmeas de mosquitos do gênero 

Anopheles e da inoculação das formas esporozoítas do Plasmodium na pele. Cerca de 30 

minutos após a inoculação, os esporozoítos atingem a corrente sanguínea e alcançam o 

fígado. Uma vez no fígado, estes protozoários infectam os hepatócitos e se multiplicam 

de forma assexuada produzindo milhares de merozoítos. O parasito evade o fígado de 

forma indetectável se recobrindo com restos da membrana celular das células 

hospedeiras (Sturm et al. 2006). O período de replicação do parasito no fígado é 

assintomático e pode levar de 6 – 15 dias. Após a ruptura das células hospedeiras, os 

merozoítos são liberados na corrente sanguínea e invadem as hemácias dando início à 

fase eritrocítica da doença (Bledsoe 2005). Dentro das hemácias, o parasito se 

multiplica de forma assexuada e periódica rompendo as células infectadas e infectando 

outras novas. Os ciclos de febre coincidem com o rompimento de hemácias e a 

liberação de um grande número de protozoários no sangue do hospedeiro. Dentre as 

formas parasitas das hemácias, há as formas gametócitos, que quando ingeridas por 

mosquitos, darão início a fase sexuada do ciclo. Os mosquitos se contaminam ao picar 

os portadores da doença, tornando-se o principal vetor de transmissão (Marcucci et al. 

2004; Talman et al. 2004). 

Em quase todo o ciclo no hospedeiro vertebrado, o parasito fica relativamente 

protegido do ataque do sistema imune uma vez que se multiplica dentro dos hepatócitos 

ou dentro das hemácias, tornando-se relativamente invisível à vigilância das células 

imunes. Mesmo assim, as hemácias infectadas são destruídas no baço. O P. falciparum 

expressa moléculas adesivas na superfície das hemácias causando sua adesão às paredes 

dos capilares sanguíneos (através de sua interação com moléculas de adesão celulares 

CD36, ICAM e VCAM) sequestrando estas células e impedindo dessa forma sua 

passagem pelo baço. Acredita-se que este fenômeno é o principal fator que gera as 

complicações hemorrágicas (anemia grave, coagulação intravascular disseminada, 

trombocitopenia, etc.) da malária. A obstrução dos capilares sanguíneos está também 

envolvida nas complicações observadas na gravidez e na patogênese da malária cerebral 
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(CM). Na CM, as hemácias sequestradas podem romper a barreira hematoencefálica 

levando ao extravasamento (derrame) do sangue para o tecido cerebral causando 

hipóxia, convulsões, coma  e até a morte (Adams et al. 2002). 

Os sintomas da malária compreendem intensas dores abdominais, dores nas 

articulações, mialgias e cefaléias, febre alta, calafrios, vômitos, anemia (causada pela 

hemólise), hemoglobinúria, danos na retina e convulsões. Os sintomas clássicos da 

malária são a ocorrência cíclica de calafrios seguida de febre e sudorese que podem 

durar até 6 horas ocorrendo a cada dois dias na infecção por P. vivax e P. ovale e a cada 

três dias na infecção por P. malarie e a cada 36 a 48 horas na infecção por P. falciparum 

(http://www.malaria.am/eng/pathogenesis.php). Por razões que ainda não são 

inteiramente conhecidas, mas que possivelmente se devem ao aumento da pressão 

intracranial, crianças com malária frequentemente desenvolvem postura anormal, 

indicativa de danos cerebrais graves (Idro et al. 2005). A segunda maior causa de morte 

por malária, após a CM, é a anemia grave (hemoglobina < 50 g/L e hematócrito < 15%), 

responsável por grande parte da morbidade e fatalidade da doença (Anstey et al. 2009).   

É importante ressaltar que vários dos sintomas da malária, principalmente as 

mialgias, cegaléias, a febre alta, a rigidêz e os calafrios são muito característicos de uma 

resposta inflamatória onde há a liberação de citocinas altamente pirogênicas 

principalmente fator de necrose tumoral (TNFα), Interleucinas 1 (IL1β) e 6 (IL6). Estas 

citocinas são produzidas por células da imunidade inata do hospedeiro (tais como 

macrófagos, neutrófilos, células dendríticas e células NK). IL1β atua no sistema nervoso 

central (SNC) aumentando a sensibilidade à dor e TNFα e IL6 atuam no hipotálamo, o 

órgão responsável pela termoregulação causando a febre. O desequilíbrio, geralmente a 

produção exagerada, destas citocinas está implicado na patologia de várias doenças 

humanas, incluindo o câncer (Locksley et al. 2001). De fato, na malária tem sido 

relatada a presença de níveis elevados destas citocinas (Clark et al. 2006; Clark 2007; 

Clark et al. 2008) no soro de pacientes e vários estudos relatam que polimorfismos nos 

genes que codificam para estas citocinas têm sido associados à severidade da infecção 

(Aidoo et al. 2001; Gyan et al. 2002; Hananantachai et al. 2007; Atkinson et al. 2008; 

Clark et al. 2009).  

Além disso, TNFα e IFN aumentam a expressão de moléculas de adesão celular, 

tais como CD36, ICAM e VCAM, que contribuem para o aumento do sequestramento 

de hemácias infectadas nos capilares sanguíneos e, consequentemente, para a malária 

cerebral. Os mecanismos da anemia grave na malária são pouco conhecidos. É muito 
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provável que envolva a destruição de hemácias não infectadas do sangue periférico e a 

supressão da hematopoiese entre outros mecanismos. A supressão da hematopoiese é 

sabidamente regulada por citocinas (McDevitt et al. 2004; Thawani et al. 2006; 

Thawani et al. 2009). A destruição de hemácias não infectadas pode ocorrer devido à 

deposição de moléculas do parasito nestas células. Durante a ruptura dos eritrócitos, os 

níveis plasmáticos de antígenos do parasito aumentam muito. Muitas dessas moléculas 

podem aderir a outras células sadias, possivelmente resultando em destruição destas 

hemácias pelo sistema do complemento ou por anticorpos anti-Plasmodium (Waitumbi 

et al. 2000; Goka et al. 2001; Stoute et al. 2003). Dessa forma, pode se concluir que as 

citocinas pro-inflamatórias estão envolvidas em todos os processos patológicos da 

malária. 

Na malária murina as citocinas pró-inflamatórias também desempenham um 

importante papel na patogenia da infecção (Cordeiro et al. 1983; Grau et al. 1989; de 

Kossodo et al. 1993; Amani et al. 1998; Amani et al. 2000; Angulo et al. 2002; Li et al. 

2003). Os modelos murinos de malária têm sido muito utilizados e fornecem uma 

importante ferramenta para o estudo dos mecanismos imunológicos envolvidos na 

proteção do hospedeiro e na patogênese da doença (Lamb et al. 2006). Algumas 

diferenças entre os modelos humano e murino, como esperado, são observadas. Em 

camundongos, os mecanismos de ação de IL1β, TNFα e IL6 são muito similares aos de 

seres humanos. Estas citocinas atuam no SNC e no centro de termoregulação no 

hipotálamo. Entretanto, assim como na sepsis murina, o resultado é a hipotermia ao 

invés de febre (Leon 2002; Utsuyama et al. 2002). Os mecanismos da febre na malária 

ainda não são bem compreendidos, mas já está estabelecido que as citocinas produzidas 

durante a imunidade inata desempenham um importante papel. 

A imunidade inata é um das primeiras barreiras que o organismo possui para 

detectar a presença de patógenos invasores e rapidamente eliminá-los ou iniciar uma 

resposta imune adaptativa protetora. Na malária, já foi demonstrado que a imunidade 

inata do hospedeiro é ativada ainda nas fases iniciais da infecção e que a sobrevivência 

do hospedeiro, principalmente no caso da malária murina, está ligada a capacidade do 

animal em controlar a parasitemia nos primeiros 7 – 14 dias de infecção (Stevenson et 

al. 2004). Usando um modelo que mimetiza a infecção natural pelo P. falciparum, Fidel 

Zavala e sua equipe na Universidade John Hopkins  em Baltimore (EUA) demonstraram 

que os linfócitos T CD8+, que medeiam a imunidade protetora contra a malaria, são 

primados por células dendríticas nos linfonodos cutâneos ainda nas primeiras horas de 
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infecção durante a entrada dos esporozoítos (Chakravarty et al. 2007). Posteriormente, 

Kim e colaboradores observaram uma resposta de células NK com um domínio de 

genes induzidos por interferons (IFN) na resposta inicial (primeiras 16 horas de 

infecção) de camundongos infectados com P. chabaudi (Kim et al. 2008). Estas 

observações evidenciam um papel primordial da imunidade inata na defesa do 

hospedeiro contra a infecção por Plasmodium. 

Por muito tempo, a imunidade inata foi tida como inespecífica e não tão evoluída 

quanto a imunidade adquirida e era estudada apenas por pesquisadores que tinham 

interesse em inflamação. Entretanto, uma nova era no estudo da imunidade inata teve 

início quando, no início dos anos 90, a pesquisadora alemã Christiane Nüsslein-Volhard 

recebeu o prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina pelo seu trabalho que identificou 

genes que eram responsáveis pela orientação dorso-ventral durante o desenvolvimento 

embrionário da larva da mosca Drosophila melanogaster (Nusslein-Volhard et al. 

1980). A estes genes foi dado o nome Toll (que em alemão significa legal, espantoso). 

Moscas que eram deficientes para Toll apresentavam deformações graves na sua 

morfologia. Em 1996, o pesquisador Jules A. Hoffman e sua equipe observaram que os 

genes de Toll codificavam para receptores transmembrana que possuíam domínio 

intracelular com alta similaridade ao receptor da citocina pro-inflamatória IL1 de 

mamíferos (Lemaitre et al. 1996). Estes mesmos autores demosntraram que os Tolls 

possuíam um papel essencial na imunidade da mosca contra infecções por fungos 

devido ao fato da ativação dos Tolls induzir a síntese de peptídeos antimicrobianos 

(Lemaitre et al. 1996). Em 1994, Nomura e sua equipe na Escola Médica de Nippon em 

Kanagawa (Japão) identificaram pela primeira vez em seres humanos a presença de 

receptores do tipo Toll (TLRs) – nome dado devido à sua semelhança com os receptores 

Toll da Drosophila (Nomura et al. 1994). Em 1997, Charles Janeway e Ruslan 

Medzhitov demonstraram que o até então desconhecido receptor de lipopolisacarídeo 

(LPS), componente da membrana de bactérias gram-negativas, em mamíferos era na 

verdade um TLR (o TLR4) o qual, quando ativado por LPS, induzia a expressão de 

genes necessários para uma resposta imune adquirida (Medzhitov et al. 1997). Desde 

então, muito do que se sabe hoje da imunidade inata deve-se à descoberta dos TLRs 

neste período (Medzhitov 2001; Takeda et al. 2005). Extensas análises destes receptores 

da imunidade inata revelaram especificidade em relação ao reconhecimento de vários 

ligantes, expressão em diferentes tipos celulares (Tabela 1) e um papel destes receptores 

em múltiplas doenças envolvendo a imunidade inata e adquirida. 
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Hoje é sabido que os TLRs são capazes de reconhecer moléculas características de 

grupos de microorganismos, tais como: i) Lipopolissacarídeo (LPS), presente na parede 

celular de bactérias gram-negativas; ii) ácido lipoteitóico, presente em bactérias gram-

positivas,; iii) proteínas do flagelo de bactérias e protozoários; iv) seqüências de DNA 

ou RNA de origem bacteriana, viral ou protozoária, entre outros (Tabela 1). Atualmente, 

11 membros da família TLRs foram identificados em mamíferos. O número de ligantes 

reconhecidos por estes receptores continua a crescer, e parece evidente que múltiplos 

ligantes existem para um mesmo receptor (Barton et al. 2002).  

 

Tabela 1 – Os receptores do tipo Toll, seus ligantes e sua localização celular 

Receptor Ligante(s) Localização 

do ligante 

Moléculas adaptadoras Localização Tipo celular 

TLR1 

Múltiplos 

Lipopetídios 

Triacil 

Bactéria MyD88/MAL 
Superfície 

celular 

 Monócitos/Macrófagos 

 Subtipos de Células 

Dendríticas 

 Linfócitos B 

Glicolípides Bactéria 

Lipopeptídios Bactéria 

Lipoproteínas Bactéria 

HSP70 
Célula 

hospedeira 

Zimozan Fungos 

TLR2 

Glicofosfatidil 

Inositol (GPI) 
Protozoários 

MyD88/MAL 
Superfície 

celular 

 Monócitos/Macrófagos 

 Células Dendríticas 

 Mastócitos 

TLR3 
RNAs de fita 

dupla, Poly:IC 
Virus TRIF 

Endosoma 

celular 

 Células Dendríticas 

 Linfócitos B 

Lipopolisacarídeo 

(LPS) 

Bactérias 

gram-

negativas 

Várias proteínas 

“heat shock” 

Célula 

hospedeira 

Fibrinogênio 
Célula 

hospedeira 

Glicofosfatidil 

Inositol (GIPL) 

Trypanosoma 

cruzi 

TLR4 

Ácido hialorônico 
Célula 

hospedeira 

MyD88/MAL/TRIF/TRAM 
Superfície 

celular 

 Monócitos/Macrófagos 

 Células Dendríticas 

mielóides 

 Mastócitos 

 Epitélio intestinal 

TLR5 Flagelina Bactéria MyD88 Superfície  Monócitos/Macrófagos 
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Celular  Subtipos de Células 

Dendríticas 

 Epitélio intestinal 

TLR6 

Múltiplos 

lipopeptídeos 

Diacil 

Micoplasma MyD88/MAL 
Superfície 

Celular 

 Monócitos/Macrófagos 

 Mastócitos 

 Linfócitos B 

Imidazolquinolina 

loxoribina 

bropirimina 

Compostos 

Sintéticos 

pequenos 
TLR7 

RNAs de fita única 

MyD88 
Endosoma 

celular 

 Monócitos/Macrófagos 

 Células Dendríticas 

Plasmacitóides 

 Linfócitos B 

TLR8 
Compostos Sintéticos pequenos 

RNAs de fita única 
MyD88 

Endosoma 

celular 

 Monócitos/Macrófagos 

 Subtipos de Células 

Dendríticas 

 Mastócitos 

TLR9 
CpG DNA não 

metilado 
Bactéria MyD88 

Endosoma 

celular 

 Monócitos/Macrófagos 

 Células Dendríticas 

Plasmacitóides 

 Linfócitos B 

TLR10 desconhecido desconhecido desconhecido 
Superfície 

celular 

 Monócitos/Macrófagos 

 Linfócitos B 

TLR11 profilina 
Toxoplasma 

gondii 
MyD88 

Superfície 

celular 

 Monócitos/Macrófagos 

 Hepatócitos 

 Rim 

 Epitélio da bexiga 

 

A ativação dos TLRs resulta na estimulação da resposta imune inata através de 

vias de sinalização celulares envolvendo moléculas adaptadoras e fatores de transcrição 

que levam a produção de citocinas (Takeda et al. 2005) (figura 1). De uma maneira 

geral, pode-se dizer que o principal produto da ativação destes receptores são as 

citocinas pró-inflamatórias. 
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Figura 1 - Esquema da via de sinalização celular dos TLRs. Os TLRs são expressos em diferentes 

compartimentos celulares onde reconhecem diferentes ligantes. Uma vez ativados por seus respectivos 

ligantes, os TLRs recrutam a proteína adaptadora Myd88 (myeloid differentiation primary-response 

protein 88). Esta, por sua vez, ativa IRAKs (IL-1R-associated kinases) e TRAF6 (tumour-necrosis-

factorreceptor-associated factor 6) e leva à ativação do complexo IKK (inhibitor of nuclear factor-κB 

(IκB)-kinase complex). Esta via de sinalização é utilizada por TLR1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 e libera fator 

nuclear B (NF-B) do seu complexo inibidor permitindo sua translocação para o núcleo e a indução da 

expressão de citocinas pró-inflamatórias. MAL/TIRAP, uma segunda proteína adaptadora contendo um 

domínio TIR está envolvida na via de sinalização de TLR2 e 4. Outras duas proteínas adaptadoras que 

contém domínios TIR e que também estão envolvidas na sinalização independente de Myd88 são TRIF e 

TRAM (Takeda et al. 2005). A ativação dessa via leva a fosforilação do fator de transcrição IRF3 e à 

indução de genes de IFNs do tipo I. 

Em várias doenças infecciosas, a produção de citocinas pró-inflamatórias pelo 

sistema imune inato em resposta à infecção protege o organismo hospedeiro 

controlando o crescimento do patógeno. Entretanto, como mencionado anteriormente, 

uma produção exagerada destas citocinas resulta em quadros patológicos tais como 

sepsis (El-Menyar et al. 2009), falha múltipla dos órgãos e doenças auto-imunes (ex: 

lúpus eritromatoso)  (Lourenco et al. 2009; Nalbandian et al. 2009). 

Isso é especialmente importante no caso da malária onde é observada uma 

inflamação sistêmica exagerada que pode ocasionar a morte do hospedeiro. Acredita-se 

também que as manifestações mais graves da malária, como a malária cerebral, podem 

ser resultado de uma resposta inflamatória disseminada mais do que aos danos teciduais 
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causados pelo sequestramento de hemácias infectadas e a consequente hipóxia. Isso é 

evidenciado em vários casos de autópsias de vítimas de malária cerebral nos quais não 

foi observada a presença de células infectadas no cérebro. De fato, a malaria cerebral 

geralmente ocorre quando a parasitemia ainda é baixa (< 10%) (Doolan et al. 2009).  

Estes achados sugerem que a febre e os sintomas clínicos da malária não são 

apenas causados pela presença do parasito no sangue e sim, por uma resposta excessiva 

do sistema imune do hospedeiro. Nesse sentido, a malária se assemelha à síndrome 

séptica (Hemmer et al. 2008) e a outras doenças caracterizadas por uma reação 

inflamatória exagerada. De fato, os relatos de indivíduos residentes em áreas de 

transmissão holoendêmica que são continuamente infectados pelo parasito e, no entanto, 

não desenvolvem sintomas contribuem para essa hipótese. Nos últimos anos tem havido 

um consenso de que grande parte da patogenia envolvida na malária pode ser resultado 

de uma hiper-ativação de vias inflamatórias, resultando em uma produção excessiva de 

citocinas, tais como TNFα, linfotoxina (LT), interferon-gamma (IFN), IL6 e IL12 

(Clark et al. 2000; Lou et al. 2001; Schofield et al. 2005; Clark et al. 2006; Walther et 

al. 2006).  

Dada a importância dos TLRs para a síntese de citocinas pró-inflamatórias, e ao 

fato de terem sido identificados ligantes destes receptores em uma variedade de 

patógenos que infectam o homem (Barton et al. 2002; Gazzinelli et al. 2006), o papel 

dos TLRs na imunidade do hospedeiro contra infecções tem sido muito estudado nas 

últimas décadas. Nesse âmbito, camundongos deficientes para os TLRs ou para a 

proteína adaptadora Myd88 (Myd88-/-), responsável pela sinalização celular da maioria 

dos TLRs (Figura 1), têm se mostrado um modelo valioso para o estudo destes 

receptores em infecções por vírus, protozoários, bactérias e fungos. De uma maneira 

geral, animais Myd88-/- são imunocomprometidos e sucumbem à infecção por diferentes 

patógenos, incluindo vírus como o Herpes simplex (Mansur et al. 2005), bactérias como 

a Brucela abortus (Weiss et al. 2005; Macedo et al. 2008), e os protozoários 

Toxoplasma gondii (Chen et al. 2002; Scanga et al. 2002), Trypanosoma cruzi (Campos 

et al. 2004), Leishmania major (de Veer et al. 2003; Muraille et al. 2003) e 

Mycobacterium tuberculosis (Fremond et al. 2004; Scanga et al. 2004). Em todos estes 

modelos, a susceptibilidade aumentada de animais Myd88-/- foi associada com a 

deficiência destes animais em produzir níveis ideais de citocinas pró-inflamatórias 

necessários para o controle da parasitemia nos primeiros estágios da infecção e para a 

geração de uma imunidade adquirida protetora e memória imunológica.  
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A partir destes estudos é possível concluir que os TLRs possuem papel essencial 

na proteção do hospedeiro contra infecções por protozoários. Seu papel na malária, no 

entanto, ainda não é conhecido. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Apesar não ser reconhecida por muitos pesquisadores como uma doença 

inflamatória, a malária é caracterizada por uma a inflamação sistêmica com a presença 

de níveis séricos elevados de citocinas pró-inflamatórias. Estes níveis de citocinas 

geralmente são deletérios para o organismo podendo levar ao choque séptico, a falha 

múltipla dos órgãos e à morte. Os mecanismos para essa hiper produção de citocinas 

encontrada em pacientes com malária ainda não são conhecidos. No entanto, é evidente 

que as citocinas pró-inflamatórias possuem um papel fundamental na patogenia da 

malária.  

Em infecções por outros protozoários parasitos como o T. cruzi, T. gongii e 

Leishmania, as citocinas possuem um papel essencial no controle da replicação do 

parasito e na proteção do hospedeiro. Dada a importância da ativação dos TLRs para a 

síntese destas citocinas seu papel na proteção do hospedeiro contra a infecção por estes 

protozoários foi demonstrado. Da mesma forma, seu envolvimento na patogenia da 

malária é muito provável. 

O presente trabalho se justifica devido à necessidade de se compreender o papel 

dos TLRs na malária. Acreditamos que o entendimento dos mecanismos patológicos 

envolvidos na malária pode ajudar no desenvolvimento de novas terapias para 

tratamento e prevenção da doença ou para a geração de novas estratégias de vacinação. 
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 

Avaliar o papel dos receptores do tipo Toll (TLRs) na malária. 

3.2 Objetivos específicos 

Avaliar o papel dos receptores do tipo Toll (TLRs) na imunidade inata e adquirida 

contra a malária.  

 

Identificar qual TLR reconhece o Plasmodium falciparum ou P. chabaudi e ativa as 

respostas imunes na malária humana e murina respectivamente.  

 
Avaliar como a interferência com a função dos TLRs pode influenciar a produção de 

citocinas e os sintomas da malaria grave. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Pacientes  

Com a colaboração dos Drs. Luiz Hildebrando, Mauro Tada, Cor Jesus e Dhélio 

Pereira, todos do Centro de Pesquisas em Medicina Tropical de Rondônia (CEPEM). 

Selecionamos 57 indivíduos na fase aguda da infecção por P. falciparum residentes nas 

proximidades do município de Porto Velho (RO). Todos os indivíduos relatavam a 

presença de sintomas nas últimas 24 horas e tiveram a infecção por P. falciparum 

comprovada pelo exame de sangue à microscopia óptica em gota espessa. Casos de co-

infecção por P. vivax foram excluídos após confirmação por PCR.  

4.2 Comitê de Ética 

Um termo de consentimento foi obtido de cada indivíduo incluído no estudo. Este 

estudo foi aprovado pelo Conselho de Ética e Pesquisa do Instituto René Rachou, 

Conselho nacional de Ética e Pesquisa (CONEP) e IRB Universidade de Massachusetts. 

Depois de detectada a positividade da infecção, os indivíduos foram imediatamente 

tratados com mefloquina (4 comprimidos por adulto). Amostras de sangue periférico 

destes indivíduos foram coletadas antes e 30 dias após o tratamento antimalárico.  

4.3 Obtenção das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) 

O sangue periférico (~20 ml) dos indivíduos selecionados foi coletado em tubos de 

coleta a vácuo e heparinizados. Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) 

foram isoladas segundo protocolo previamente estabelecido (Ockenhouse et al. 2006). 

Brevemente, aos 20 ml de sangue foram adicionados a 10 ml de PBS estéril. Essa 

mistura foi depositada sobre 15 ml de Ficoll Paque (GE Healthcare) e centrifugada a 

1500 x g por 20 minutos à temperatura ambiente.  

4.4 Estimulação ex vivo de PBMCs 

As PBMCs (2 x 105) isoladas de pacientes em fase aguda da infecção por P. falciparum 

foram estimuladas por 12 horas com diferentes concentrações de agonistas de TLRs 
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sintéticos de alta pureza (Invivogen). Para a estimulação de TLR4 foi utilizado LPS, 

Pam2cysk4 para TLR2/1, Poly:IC para TLR3, CL075 para TLR7/8 e CpG ODN para 

TLR9. Os níveis de IL1β, IL12, TNFα e IL10 foram medidos no sobrenadante das 

culturas por ELISA (R&D Systems). 

4.5 Obtenção de RNA de PBMCs de pacientes com malária por P. falciparum 

O RNA total foi extraído de PBMCs de pacientes com malária aguda usando o kit 

RNeasy (Qiagen) segundo instruções do fabricante. A integridade e pureza das amostras 

de RNA foram confirmadas usando-se o sistema de eletroforese automatizado (Experion 

Bio-Rad, Hercules, CA) e um espectrofotômetro ND-1000 (NanoDrop Technologies 

Inc, Wilmington, DE). O RNA total foi extraído de cada paciente para análise durante a 

fase aguda da doença e 30 dias após tratamento anti-malárico específico. Assim, cada 

paciente serviu como seu controle para a análise do perfil de expressão gênica. Após 

extraído, o RNA total foi convertido em cDNA usando-se o kit SuperScript III 

(Invitrogen) segundo as instruções do fabricante. Este material foi marcado com 

fluorocromos e analisado em ensaios de microarray realizados na Universidade de 

Massachusetts. Os genes que apresentarem alterações significativas em sua expressão 

foram submetidos à análise por Real Time PCR para confirmação.  

4.6 Experimentos de Microarray 

Um total de 23 pacientes foi selecionado para o estudo de microarray por 

apresentarem febre no momento da coleta de material. Ao final, dois foram 

desqualificados do estudo; um devido à falha no tratamento e persistência da 

parasitemia e outro devido à co-infecção por P. vivax detectada após exame de PCR. 

Amostras de 21 pacientes foram amplificadas usando o kit SenseAMP (Genisphere) e o 

ensaio de Microarray realizado na Microarray Facilities do Hospital Geral de 

Massachusetts (Cambridge, MA) usando-se um chip Operon (desenhado pelo Dr. B 
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Seed e M. Freeman, da Harvard University). Este chip é composto por ~17000 sondas 

de cDNAs que abrangem diversas vias de sinalização celulares.  

4.7 Análise dos Microarrays 

As amostras submetidas ao microarray foram analisadas por filtragem simples, 

normalização e média utilizando-se o software BioArray Software Enviroment (BASE 

https://base.mgh.harvard.edu). Para a análise e visualização dos agrupamentos, 

utilizamos o software Tiger Multi Experiment Viewer (TMEV, http://www.tm4.org). Os 

valores de “p” foram obtidos por permutação através da correção Bon Ferroni padrão. 

Os genes que passaram no critério de significância foram analisados com o algoritmo 

KMC (K median).  

A anotação e determinação da função biológica dos genes cuja expressão foi 

aumentada durante a doença em ambos os arrays foi realizada com o software Onto 

Express (http://vortex.cs.wayne.edu/projects.htm). A identificação de sítios de ligação 

para fatores de transcrição nos genes aumentados nos arrays foi realizada através do 

software online Advanced Biomedical Computer Center ABCC 

(http://grid.abcc.ncifcrf.gov/promoters/comparePromoters.php).  

4.8 Camundongos 

Em todos os experimentos os animais pertenciam à linhagem C57BL/6 produzidos por 

retrocruzamento por pelo menos 8 gerações. Foram utilizados animais deficientes para 

TLRs (TLR2-/-, TLR4-/-, TLR6-/-, TLR9-/-), para a proteína adaptadora MyD88 (MyD88-

/-) e o co-receptor CD14 (CD14-/-), para a proteína Unc93b (3D), que participa do 

translocamento dos TLRs 3, 7, 8 e 9 do retículo endoplasmático para o endosoma 

celular, bem como animais deficientes para as citocinas IL12 (IL12-/-) IFN- (IFN--/-). 

Os animais foram mantidos sob condições padrões no biotério do Centro de Pesquisas 

René Rachou/FIOCRUZ e da Universidade de Massachusetts.  
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4.9 Parasitos 

 Para os experimentos de infecção experimental, foram utilizadas as cepas AS de P. 

chabaudi e ANKA de P. berghei. Os camundongos foram infectados com injeção 

intraperitoneal com 105 eritrócitos infectados (iRBCs) e monitorados para patologia 

associada à malária ao longo da infecção. Esta avaliação incluiu porcentagem de 

parasitemia no sangue periférico por esfregaço sangüíneo corado com Giemsa (Merk, 

Darmstadt, Germany), variações de temperatura e peso, mortalidade e sintomas da 

malária cerebral no caso da infecção por P. berghei ANKA tais como: pêlo arrepiado, 

postura anormal, paralisia, convulções, coma e morte(Coban et al. 2007). 

4.10 Cultura de esplenócitos 

 Células esplênicas dos animais foram obtidas macerando os baços por uma 

membrana de nylon. Os eritrócitos foram lisados com solução de lise (155 mM NH4Cl, 

10 mM KHCO3, 100 mM EDTA; pH 7.4). Os esplenócitos foram ressuspendidos em 

meio RPMI (Gibco, USA) com 5% soro bovino fetal (SBF) (Gibco, USA), 1% de 

antibiótico gentamicina (Schering Plough, RJ, Brazil) e 2,5 x 106 células foram 

cultivadas por 48 horas na ausência de estímulo.  

4.11 Avaliação dos níveis de citocinas 

 Os níveis de citocinas (IFN, TNFα, IL1β, IL6, IL10 e IL12) foram avaliados no 

soro e em sobrenadantes de cultura de esplenócitos usando kits de ELISA convencionais 

(R&D Systems, San Diego, CA, USA) e o Kit Cytokine Bead Array (CBA) (BD 

Biosciences) de acordo com as especificações do fabricante. 

4.12 Marcação intracelular de citocinas 

 Para avaliação dos níveis intracelulares de citocinas, 5 x 105 células esplênicas 

foram tratadas com Brefeldina A (1mg/ml) por 4h em placas de 96 poços, lavadas e 

incubadas com anticorpos marcados com FITC (fluorescein isothiocyanate) ou PE 
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(phycoerythrin) por 20 minutos a 4oC. Após incubação, as células foram lavadas e 

fixadas com PBS 1X contendo 2% de formaldeído (Sigma Chemical Co., St. Louis, 

MO). As células fixadas foram então permeabilizadas com saponina, marcadas 

utilizando-se anticorpos monoclonais anti-citocinas, re-fixadas e analisadas por 

citometria de fluxo (FACs). Os anticorpos utilizados para marcação foram anti-

imunoglobulinas FITC e PE (utilizados como controle da especificidade da marcação), 

anti-TCR-FITC, anti-CD4-FITC, anti-CD8-FITC, anti-NK-FITC, anti-CD69-FITC, 

anti-CD25-FITC, anti-DC-FITC, anti-11b-FITC, anti-CD4-PE, anti-CD8-PE, anti-IL-6-

PE, anti-IL-12-PE, anti-IL-1a-PE, anti-TNF-a-PE, anti-IFN-g-PE, anti-CD4-PE-Cy, 

anti-CD8-PE-Cy (PharMingen, San Diego, CA). A análise de Linfócitos, células NK e 

células dendríticas foi realizada considerando-se sua distribuição, característica de 

células mononucleares, baseada nos perfis de tamanho e granulosidade das células, além 

da expressão de seus marcadores específicos. A intensidade de florescência detectada 

nas diferentes condições experimentais foi avaliada usando-se o software Cell Quest 

(Becton & Dickinson, San Jose, CA).  

4.13 PCR quantitativo em tempo real (Real Time PCR) 

 Real Time PCR (qPCR) foi utilizado para a validação de genes identificados no 

microarray como diferencialmente expressos durante a malária humana e de 

camundongos infectados com P. chabaudi, após vários dias de infecção, foi realizado 

utilizando-se kits SYBR Green e o termociclador ABI Prism 7000 Sequence Detection 

System (Applied Biosystems). Os iniciadores (primers - Tabela 2) utilizados nas reações 

de Real Time PCR foram desenhados com o auxílio do software Primer3 Express 

(Applied Biosystems). Todos os primers foram desenhados para uma temperatura de 

anelamento a 60oC. As condições da reação de Real Time PCR foram: 95oC por 2 min, 

95oC por 15 segundos e 60oC por 1 min (25 ciclos). 
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Os níveis de mRNA dos genes alvo foram avaliados utilizando-se a metodologia 

de “quantificação relativa” que faz uso da fórmula 2-Ct onde os dados das amostras de 

animais infectados são normalizados contra os níveis de mRNA detectados para o gene 

da β-actina e expressados em “fold change” comparados com os das amostras de 

animais não-infectados. 

Tabela 2 – Iniciadores (Primers) utilizados nas reações de Real Time PCR. 

Primer Forward (5’ - 3’) Reverse (5’ - 3’) 

TLR2 CGTTGTTCCCTGTGTTGCT AAAGTGGTTGTCGCCTGCT 

TLR3 TTGCGTTGCGAAGTGAAG TAAAAAGAGCGAGGGGACAG 

TLR4 TTCACCTCTGCCTTCACTACA GGGACTTCTCAACCTTCTCAA 

TLR7 GCTGTGTGGTTTGTCTGGTG CCCCTTTATCTTTGCTTTCC 

TLR9 GAAAGCATCAACCACACCAA ACAAGTCCACAAAGCGAAGG 

Β-actin GGATGCAGAAGGAGATTACTG CGATCCACACAGAGTACTTG 

 

4.14  Análises estatísticas 

 Cada experimento foi realizado três ou quatro vezes utilizando-se oito animais 

C57BL/6 e número correspondente de Knockouts infectados ou não com P. chabaudi 

ou P. berghei ANKA analisados individualmente. A média aritmética e erro padrão da 

média dos dados de parasitemia, peso, temperatura, níveis de citocinas no soro e baço, 

bem como número/porcentagem de células produzindo citocinas observadas nos 

experimentos de FACs foram calculados. A determinação da significância estatística 

das diferenças observadas foi realizada utilizado-se o teste T de Student ou Mann-

Whitney quando a distribuição dos dados não atingia os critérios de uma distribuição 

Gaussiana. Diferenças foram consideradas significativas quando p < 0.05. O software 

Graphpad Instat 4.0 foi utilizado para as análises estatísticas. 
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ARTIGO 1 

 

Myd88-dependent activation of Dendritic Cells 
and CD4+ T lymphocytes mediates symptoms, but 
is not required for the immunological control of 

parasites during rodent malaria 
 

Bernardo S. Franklin, Soraia O. Rodrigues, Lis R. Antonelli, 
Roberta V. Oliveira, Arthur M. Goncalves, Policarpo A. Sales-Junior, 

Eneida P. Valente, Jacqueline I. Alvarez-Leite, Catherine Ropert, 
Douglas T. Golenbock and Ricardo T. Gazzinelli  

Microbes and Infection 9 (2007) 881 - 890 

 

Este artigo apresenta a síntese dos resultados relativos ao objetivo específico 1: 

1) Avaliar o papel dos receptores do tipo Toll (TLRs) na imunidade inata e 

adquirida contra a malária.  

Neste trabalho demonstramos que Myd88 e os TLRs são essenciais para a 

produção de citocinas pró-inflamatórias que orquestram a patogenia da malária por P. 

chabaudi. Entretanto, os TLRs não são essenciais para o controle da parasitemia nem 

para resolução da infecção, ou mesmo para a produção de anticorpos de memória contra 

o parasito. Mais especificamente, mostramos que as Células Dendríticas (DCs) são 

cruciais para iniciar as respostas de células T e promover os sintomas da malária de 

maneira dependente de TLR.  

 

 

 

 

 



 

Tese de doutorado  Bernardo S. Franklin 42

Resultados/Artigos 

 



 

Tese de doutorado  Bernardo S. Franklin 43

Resultados/Artigos 

 



 

Tese de doutorado  Bernardo S. Franklin 44

Resultados/Artigos 

 



 

Tese de doutorado  Bernardo S. Franklin 45

Resultados/Artigos 

 



 

Tese de doutorado  Bernardo S. Franklin 46

Resultados/Artigos 

 



 

Tese de doutorado  Bernardo S. Franklin 47

Resultados/Artigos 

 



 

Tese de doutorado  Bernardo S. Franklin 48

Resultados/Artigos 

 



 

Tese de doutorado  Bernardo S. Franklin 49

Resultados/Artigos 

 



 

Tese de doutorado  Bernardo S. Franklin 50

Resultados/Artigos 

 



 

Tese de doutorado  Bernardo S. Franklin 51

Resultados/Artigos 



 

Tese de doutorado  Bernardo S. Franklin 52

Resultados/Artigos 

A
rt

ig
o 

2 

ARTIGO 2 

 

Role of TLRs/MyD88 in host resistance and 
pathogenesis during protozoan infection: lessons 

from malaria 
 

Catherine Ropert, Bernardo S. Franklin, and Ricardo T. Gazzinelli  

Semin Immunopathol (2008) 30:41–51 

 

Neste artigo de revisão, dissertamos sobre o contrastante papel de MyD88 em 

doenças causadas por protozoários e na malária. Alem disso, fazemos um levantamento 

criterioso da literatura envolvendo estudos com modelos murinos onde o papel das 

citocinas pró-inflamatórias e dos TLRs nas infecções por diferentes protozoários 

parasitos foi investigado. MyD88 é uma molécula adaptadora chave para a produção de 

citocinas pró-inflamatórias derivada da ativação dos TLRs e desempenha um importante 

papel na proteção contra várias doenças causadas por protozoários, tais como T. cruzi, 

T. gondii e Leishmania sp. No caso da malária, no entanto, a ativação dos TLRs 

dependentes de MyD88 e a resultante produção de citocinas pró-inlfamatórias possui 

um papel na gravidade dos sintomas e na patogênese da malária. Dessa forma, MyD88 e 

os TLRs podem ser um favorável alvo terapêutico para a prevenção das respostas 

inflamatórias excessivas e deletérias durante a malária. 
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ARTIGO 3 

 

Malaria primes the innate immune response due 
to interferon- induced enhancement of Toll-like 

receptor expression and function 
 

Bernardo S. Franklin, Peggy Parroche, Marco Antônio Ataíde, Fanny Lauw, Catherine 
Ropert, Rosane B. de Oliveira, Dhelio Pereira, Mauro Shugiro Tada , Paulo Nogueira, 

Luiz Hildebrando Pereira da Silva, 
Harry Bjorkbacka, Douglas T. Golenbock and Ricardo T. Gazzinelli 

 
Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 106 (2009) 5789–5794 

 
Este artigo apresenta a síntese dos resultados relativos ao objetivo específico 2: 

2) Identificar qual TLR reconhece o Plasmodium e ativa as respostas imunes 

durante a malária humana e murina.  

 

Neste trabalho demonstramos que a malária tanto murina quanto humana causa uma 

hiper-responsividade celular às ligantes de TLRs. De forma inédita, mostramos que 

TLR9 é fundamental para reconhecer a presença do P. falciparum em humanos e do P. 

chabaudi em camundongos e iniciar as respostas de IL12 em Células Dendríticas (DCs). 

As DCs ativadas estimulam a produção de IFN por células T e NK. IFN por sua vez 

aumenta a expressão e responsividade celular dos TLRs nas células da imunidade inata 

que passam a produzir níveis extremamente altos de citocinas pró-inflamatórias. Este 

quadro clínico favorece o choque séptico e os sintomas mais graves da doença. 
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ARTIGO 4 

 

Therapeutic targeting of nucleic acid sensing 

Toll-like receptors prevents Cerebral Malaria  

 
Bernardo S. Franklin, Sally Ishizaka, Fabian Gusovsky, Marco Antônio Ataide, 

Natalia Oliveira, Rosane B. Oliveira, Douglas T. Golenbock and Ricardo T. 

Gazzinelli. 

 
O objetivo 3 deu origem a esse artigo que está em fase de submissão à revista 

Science. 

Iniciamos uma colaboração com a EISAI Research Institute que desenvolveu um 

antagonista de TLR9 denominado AT9. Neste trabalho demonstramos os resultados dos 

testes do AT9 que bloqueia a ativação de TLR9 na malária. Mostramos que AT9 inibe a 

resposta de células à estimulação com CpG ODN (um ligante sintético de TLR9) in 

vitro.  O tratamento oral de camundongos com AT9 inibe a resposta de TLR9 in vivo e 

ex vivo e protegeu camundongos da malária cerebral (CM) por P. berghei ANKA. 

Camundongos tratados com AT9 não apresentaram as lesões cerebrais e disfunções 

neurológicas característicos da CM por P. berghei e foram protegidos dos efeitos do 

“priming” causado pela malária. Mostramos então que TLR9 possui um papel essencial 

em mediar os sintomas da malária cerebral e que o bloqueio da ativação de TLR9 por 

AT9 é uma promissora estratégia terapêutica contra a malária.  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Como parte do nosso primeiro trabalho (Franklin et al., Microbes and Infection, 

2007) identificamos um papel dos TLRs na patogênese da malária. Mais 

especificamente, mostramos que os TLRs participam da ativação inicial do sistema 

imune inato do hospedeiro e contribuem para a produção de citocinas pró-inflamatórias. 

No entanto, a ativação destes receptores não é necessária para o controle da parasitemia 

e o desenvolvimento de uma imunidade protetora e memória imunológica contra o 

parasito. Acreditamos que na ausência de MyD88 e dos TLRs o sistema imune inato 

produza quantidades de citocinas pró-inflamatórias que, apesar de menores, são 

suficientes para o controle da replicação do parasito sem gerar os sintomas resultantes 

de uma inflamação sistêmica.  

Mostramos ainda que as células dendríticas (DCs) desempenham um importante 

papel na ativação da resposta de células T e na produção de citocinas. O bloqueio da 

ativação das células T pelas DCs com o uso de anticorpos específicos revelou um 

importante papel destas duas populações celulares na patogênese da doença. 

Finalmente, mostramos que a função das DCs na produção de citocinas que medeiam a 

patogênese da malária é dependente da função dos TLRs, já que células dendríticas de 

animais MyD88-/- apresentaram níveis muito menores de citocinas pró-inflamatórias 

comparados aos níveis produzidos por células de animais selvagens (Wt) durante a 

infecção aguda por Plasmodium.  

Um papel dos TLRs na patogênese da malária também foi observado por 

Nakanishi e sua equipe utilizando o modelo murino com P. berghei NK65 (Adachi et 

al. 2001). Estes autores mostraram que animais Myd88-/- não apresentaram a patologia 

hepática característica (apoptose e necrose de hepatócitos e denso infiltrado de 

linfócitos) deste modelo de malária, sugerindo que a ativação dos TLRs estaria 
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envolvida na patogenia da doença. A resistência de animais Myd88-/- foi associada a 

uma menor produção de IL12 em comparação com camundongos Wt. De fato, animais 

IL12-/- também se mostraram resistentes à patogenia mediada pela infecção por P. 

berghei.  

A malária Cerebral (CM) é certamente uma das complicações mais graves da 

infecção aguda por P. falciparum em humanos e por P. berghei ANKA em 

camundongos. Utilizando o modelo de P. berghei ANKA Akira e sua equipe mostraram 

que animais Myd88-/- são mais resistentes a CM mediada do que camundongos Wt 

(Coban et al. 2007).  

Apesar de estes estudos evidenciarem o envolvimento de Myd88 na patogênese da 

malária e serem de grande importância para o entendimento dos mecanismos 

imunológicos envolvidos nesta doença, ainda não foi identificado o TLR, dependente de 

MyD88, que reconheceria o parasito e iniciaria as respostas imunes durante a infecção.  

A busca por um TLR diretamente envolvido na malária tem sido foco de vários 

estudos em camundongos (Adachi et al. 2001; Coban et al. 2007; Togbe et al. 2007; 

Lepenies et al. 2008) e seres humanos (Mockenhaupt et al. 2006; Mockenhaupt et al. 

2006; Ockenhouse et al. 2006; Khor et al. 2007). Além disso, foi demonstrada a 

presença de ligantes de TLR em Plasmodium: âncoras de Glicofosfatidil-inositol (GPI) 

que ativam TLR2 (Krishnegowda et al. 2005) e DNA do parasito que, quando carreado 

para o endosoma celular pela hemozoína, ativa TLR9 (Parroche et al. 2007).  

Entretanto, até então, permanece desconhecido qual(ais) é(são) o(s) TLR(s) 

responsável(is) pelo reconhecimento do parasito e ativação da resposta imune do 

hospedeiro. Muito menos são conhecidas quais as células da imunidade inata que 

reconhecem o parasito ou mesmo quais moléculas do parasito ativam estes TLRs. 
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Em nosso terceiro trabalho, (Franklin et al. Proceedings of the National Academy 

of Sciences PNAS, 2009) identificamos TLR9 como responsável por reconhecer a 

presença do parasito e iniciar as respostas inflamatórias. TLR9 é ativado nas primeiras 

fases da infecção, possivelmente através do reconhecimento de sequências de DNA do 

parasito, e inicia a resposta de IL12 em DCs. Evidenciando, mais uma vez, o papel 

destas células na patogenia da malária. DCs de animais deficientes em TLR9 

produziram níveis menores de IL12 em resposta a hemácias infectadas com P. chabaudi 

in vitro. IL-12 é uma potente indutora de IFN por linfócitos T e células NK.  O IFN 

produzido, por sua vez, atua nas células do sistema imune inato aumentando a expressão 

de vários genes pró-inflamatórios, incluindo os de TLRs, primando as células no caso 

de um subseqüente encontro com ligantes de TLR ou outros receptores da imunidade 

inata (Figura 2). 

 

 

Figura 2 - Esquema da ativação de TLR9 durante a malária.  A ativação de TLR9 pelo 

reconhecimento de moléculas do parasito (provavelmente DNA associado à hemozoína) leva à produção 

de IL12, uma potente indutora de IFN em linfócitos T e células NK. O IFN produzido atua nas células 
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do sistema imune aumentando a expressão e responsividade dos TLRs levando a uma hiper-ativação 

sistêmica do sistema imune inato. Fonte: Franklin et al., (2009) (Franklin et al. 2009). 

Na busca de um receptor TLR responsável pelo reconhecimento do Plasmodium 

descobrimos um importante mecanismo envolvido na patogênese da malária.  

Mostramos que a malária prima o sistema imune inato do hospedeiro tornando-o hiper-

responsivo no caso de uma segunda ativação mediada por encontros subseqüentes com 

ligantes de TLRs. A esse fenômeno dá-se o nome de “priming”. Mostramos ainda que 

TLR9 e IFN são essenciais para o priming. De fato, IFN é conhecido por primar 

células do sistema imune, principalmente macrófagos, para responder à estímulos 

subsequentes. Usando um modelo que também causa priming das respostas do sistema 

imune inato, Kalis et al (2005) mostraram que a produção de IFN, resultante da 

ativação de TLR9, está envolvida na hiper-responsividade celular causada pela infecção 

por Propionibacterium (Kalis et al. 2005). 

Estes achados são de extrema importância para o entendimento dos processos 

patológicos envolvidos na malária, principalmente se levarmos em consideração o fato 

de que as áreas do mundo com a maior incidência e prevalência para malária também 

possuem alta incidência para infecções bacterianas invasivas, tais como Salmonella sp., 

Pneumococcus sp. e Meningococcus sp.(Bronzan et al. 2007). Há 10 anos já era 

observado que infecções bacterianas aumentam a gravidade e a mortalidade por malária 

(Berkley et al. 1999).  

Além de uma co-infecção por bactéria ou outro patógeno exógeno, não se pode 

desconsiderar a ocorrência de um agente endógeno como o segundo estímulo para um 

sistema imune primado pela malária. Já foi demonstrado que a malária causa 

enfraquecimento e permeabilização das barreiras mucosas podendo expor o sistema 

imune à flora intestinal (Wilairatana et al. 1997). O contato de um sistema imune já 
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primado com moléculas provenientes da flora intestinal pode estar envolvido no choque 

séptico e na inflamação sistêmica observados na malária. 

Finalmente, em nosso mais recente trabalho, submetido à revista Science, 

mostramos que a ativação de TLR9 pode ser impedida terapeuticamente, através do uso 

de um antagonista sintético, denominado ER-820446, para evitar a hiperativação do 

sistema imune e a manifestação dos sintomas mais graves da malária. Neste trabalho, 

células humanas e murinas incubadas com este antagonista produziram níveis 

significativamente menores de citocinas em resposta a ligantes de TLR9 in vitro e ex 

vivo. Quando administrado oralmente em camundongos, o composto sintético foi capaz 

de reduzir os níveis séricos de citocinas e a hiper-responsividade celular observada na 

infecção aguda por P. chabaudi. Devido ao seu efeito anti-inflamatório, decidimos 

testar este antagonista na malária cerebral induzida pelo P. berghei ANKA. De maneira 

surpreendente, animais tratados com ER-820446 produziram níveis de citocinas pro-

inflamatórias significativamente menores do que animais tratados com veículo, não 

apresentaram lesões cerebrais características da infecção por P. berghei e foram 

protegidos da malária cerebral causada por esta espécie de Plasmodium. 

Por muito tempo a imunidade inata foi tida como inespecífica e não tão 

desenvolvida quanto a imunidade adquirida. Muito menos foi considerada como alvo 

quimioterápico no tratamento de doenças. Os dados mostrados nesse trabalho são 

inéditos e de extrema importância não só para o tratamento da malária, mas para o 

entendimento dos mecanismos imunológicos envolvidos na patogenia desta doença.  
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