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Pesquisa

1. Introdução

malária é um dos
maiores desafios de
saúde pública que afeta
o desenvolvimento dos
países mais pobres. Se-

gundo a OMS, a cada ano são registra-
dos  aproximadamente 300-500 mi-
lhões de casos e 1 milhão de mortes
por malária, acometendo principal-
mente crianças menores de cinco anos
e mulheres grávidas. Deste número
alarmante, 90% se concentram na Áfri-
ca e os outros 10% estão distribuídos
nas Américas Central e do Sul, Sudeste
Asiático e Ilhas da Oceania (RBM –
OMS).

Na América Latina, 99% ocor-
rem na Amazônia brasileira, dos quais
78% dos casos relatados referem-se ao
Plasmodium vivax e 22% ao Plasmo-

dium  falciparum (Funasa-2002).
A malária murina é útil na pes-

quisa científica, pois a escolha de lin-
hagem do hospedeiro e do parasita
pode simular a doença humana. O P.

chabaudi chabaudi tem sido adotado
pelos pesquisadores como modelo
para estudar imunidade adquirida para
o estágio eritrocítico,  pois é um para-
sita de roedor equivalente ao P. falci-

parum.
Estudos demonstraram que a

imunidade na malária depende de lin-
fócitos T e B malária-específica e seus
respectivos anticorpos, onde células T
regulam a fase inicial da infecção e as
células B e anticorpos se encarregam
de finalizar a infecção (Meding & Lang-
horne, 1991).

A importância das células T
CD4+ na resolução do estágio sangüí-
neo da infecção por P. chabaudi li-
nhagem AS tem sido estabelecida com

base na incapacidade do camundon-
go nude, camundongo scid e camun-
dongo deficiente de célula T CD4+
para controlar a infecção. O mecanis-
mo pelo qual as células T CD4+
fornecem proteção imune tem sido
alvo de recentes e intensivas investi-
gações. Com base no padrão de
produção de citocinas e na habilidade
em promover ajuda para as células B,
foi demonstrado que células T CD4+
correspondem ao tipo inflamatório ou
subconjunto Th1, que predominam
durante a fase aguda ou inicial da
malária, seguida pelo aparecimento,
durante a fase crônica ou tardia da in-
fecção, das células Th2, que são ca-
pazes de induzir a produção de anti-
corpos Plasmodium-específico e ci-
tocinas,  como IL-4 e IL-10 (Larghorne
et al. 1998). Conclusões similares fo-
ram alcançadas por Taylor-Robinson
em 1996.

Além dos linfócitos T CD4+, lin-
fócitos T CD8+ também contribuem
para o desenvolvimento de imunidade
adquirida para infecção por P. chabau-

di AS. Nos estudos realizados por Podo-
ba & Stevenson, 1991, a depleção de
células T CD4+ provocou significativo
aumento da parasitemia já no 7º dia
da infecção. Em contraste, na ausên-
cia de linfócitos T CD8+, a infecção
aguda com P. chabaudi AS foi defini-
tivamente resolvida. No entanto, duas
crises recorrentes de parasitemia fo-
ram observadas durante a fase de eli-
minação, que requisitou mais de 5 se-
manas  em vez de 4 semanas , ca-
racterística dessa infecção em C57BL/
6, demonstrando então a contribuição
que o linfócito T CD8+ exerce  para a
imunidade adquirida na malária.

As células NK, definidas como
células citotóxicas , dotadas de
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Figura 01

morfologia predominante de grande
linfócito granular, possuem a habilidade
de secretar as citoquinas INF-gama e
TNF-alfa, em resposta à infecção por
parasitas intracelulares e ainda
respondem à indução pela IL-12. As
células NK são células efetoras da
resistência inata contra agentes
infecciosos (Scott et al 1995).

Seixas et al. (2001), compro-
varam a capacidade de células den-
dríticas produzirem TNF-alpha dentro
de 30 minutos da exposição aos esqu-
izontes de P. chabaudi chabaudi,  in-
dependentemente de células T ou NK.
Portanto, o estágio eritrocítico deste
parasita ativa células dendríticas dire-
tamente, propiciando a rápida ativação
de células Th1 e indução de imu-
nidade.

Apesar de estudos comprova-
rem que as células NK e suas citocinas
exercem papel importante no controle
imunológico da malária, sabe-se que
fatores genéticos representam um dos
maiores determinantes da resistência
do hospedeiro contra a malária.  Estu-
dos sobre o modelo P. chabaudi AS,
usando análise genéti-
ca, mostraram que a
atividade da célula NK
e a resistência a esse
parasita segregam in-
dependentemente
(Skamene et al 1983).
De acordo com Fortin
et al (2002), as li-
nhagens A/J, BALB/c,
AKR, DBA/1, C3H/
HeJ, SJL e 129/ICR são
susceptíveis ao P. cha-

baudi, enquanto que
as linhagens C57BL/6,
B10. A, CBA, DBA/2 e
C57L são resistentes ao
P. chabaudi.

A linhagem P.

chabaudi chabaudi

CR, não-letal, representa a malária ex-
perimental de  autocontrole, apropri-
ada para estudos de imunidade em es-
tágio sangüíneo (Garnica et al., 2002).
Esta linhagem propicia o estudo da fase
crônica da infecção em linhagens im-
unodeficientes.

O objetivo deste trabalho é
estudar a importância das células NK
no controle do P. chabaudi em ca-
mundongos mediante a comparação

da parasitemia, após inoculação do
parasita nas linhagens de camundon-
gos scid e C57BL/6 Knockout para in-
terfero-gama.

2. Material e Métodos

Camundongos. Quatro linhagens de
camundongos machos livres de
patógenos específicos (SPF), com 6 a
8 semanas de idade, provenientes do
CEMIB/Unicamp  foram adotadas :
C.B17 scid/Uni (12 animais); BALB/c/
Uni (48 animais); C57BL/6 knockout
(KO) para interferon gama (4 animais);
e  C57BL/6/Uni (3 animais) .

Plasmodium chabaudi chabaudi

CR. A linhagem de P. chabaudi cha-

baudi (CR) foi cedida pelo Prof. Dr.
Heitor F. Andrade Junior,  do Instituto
de Medicina Tropical de São Paulo. Um
camundongo da linhagem C57BL/6 foi
a fonte de P. chabaudi. Os parasitas
foram mantidos mediante passagens
semanais sucessivas no camundongo
BALB/c Uni por 12 semanas antes da

infecção do scid e KO. Após este
período um “pool” de células
sangüíneas foi coletado da veia da cau-
da dos animais, para o preparo do i-
noculo em solução NaCl 0,15 M. A
contagem destas células foi realizada
em câmara de Neubauer sob mi-
croscopia de contraste de  fase.

A manutenção do P. chabaudi

chabaudi CR foi realizada mediante
repiques semanais do inoculo de 107

hemácias parasitadas em camundon-
gos macho BALB/c/Uni mantidos em
isoladores. Amostras de esfregaços tam-
bém foram coradas pelo Giemsa, para
avaliação das formas de Plasmodium.

Manutenção dos animais em iso-
lador de PVC. Os camundongos in-
fectados foram mantidos em isolador
de plástico flexível (LNF – Ind. & Com.
Ltda.), de  pressão positiva, com 16 a
18 trocas de ar por hora, no Departa-
mento de Parasitologia da UNICAMP.
O material necessário para a ma-
nutenção dos animais (gaiolas, tampas,
ração, água, maravalha, bebedouros,
pinças etc.) foi devidamente submeti-
do a processos de esterilização em au-
toclave, conforme normas de proce-
dimentos adotados pelo CEMIB.

Determinação da Parasitemia.
Amostras de 20 ml de sangue foram
coletadas com micropipeta da cauda
do camundongo infectado. A coleta
aconteceu a  intervalos semanais até a
6ª semana de infecção. Após este
período, os intervalos para determi-

nação da parasitemia
foram de 15 dias. Para
a contagem de parasi-
tas, o sangue foi diluí-
do 1000 x em NaCl
0,15 M. As hemácias
parasitadas e os para-
sitas livres foram con-
tados em câmara de
Neubauer sob mi-
croscopia de fase (Fig-
ura 1). Os valores fo-
ram expressos em
número de hemácias
parasitadas x 108/mL.
Os camundongos do
experimento foram in-
fectados com 106 par-
asitas (hemácias para-
sitadas + parasitas

livres) mediante injeção intraperito-
neal. No decorrer do experimento foi
registrada a morta-lidade dos animais.

Monitoramento imunológico da
linhagem C.B-17 scid/Uni. A classi-
ficação dos animais homozigotos ou
heterozigotos da linhagem C.B-17 scid/
Uni foi realizada  pelo teste Dot-Elisa
para imunoglobulinas. (Alves et al.,

2002).
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Mouse Antibody Production (MAP
– teste). Considerando que a linhagem
do Plasmodium chabaudi chabaudi

(CR) foi proveniente de manutenção
“in vivo” em animais com padrão san-
itário desconhecido, tornou-se
necessário avaliar os patógenos asso-
ciados ao parasita. Desta forma, os ca-
mundongos imunocompetentes foram
avaliados quanto à presença de 11
antígenos de patógenos murinos
(MHV-3, TMEV-GDVII, SENDAI, MVM,
LCM, Ectromelia, Adenovirus, Rotavi-
rus, Reovirus tipo 3, Mycoplasma pul-

monis e Toxoplasma gondii). Os ca-
mundongos SPF inoculados com o Plas-

modium foram mantidos em isoladores
por mais de 60 dias e o respectivo soro
coletado para análise sorológica de
patógenos murinos pelo Laboratório
de Controle de Qualidade do CEMIB.

Estatística. Os valores da parasitemia
dos três grupos de animais (BALB/c/
Uni, C.B-17 scid/Uni, C57BL/6 KO) no
intervalo das seis primeiras semanas
foram submetidos a Análise de Variân-
cia  de Medidas Repetidas e o teste
de Duncan, executados pelo progra-
ma estatístico SAS (SAS Institute 1987).

3. Resultados

A maior parasitemia da linha-
gem C.B-17 scid aconteceu por volta
da 6ª semana e uma recrudescência
foi observada na 12ª semana. No con-
trole correspondente, BALB/c/Uni , a

maior parasitemia aconteceu na 10ª

semana.
A análise estatística comparati-

va entre as linhagens BALB/c e scid
nas primeiras 6 semanas de infecção
permitiu constatar a capacidade do
animal competente em controlar a
parasitemia na 6ª semana (Figura 2).

Os camundongos C57BL/6 KO
para INF-g atingiram níveis mais ele-
vados de parasitemia quando compara-
dos com o seu controle C57BL/6 (Fi-
gura 2) e também em relação ao mod-
elo scid (Figura 2). A maior parasitemia
em KO  ocorreu na 10ª semana.

Foi feita a comparação estatís-
tica entre os valores médios de para-
sitemia durante as primeiras seis sem-
anas no grupo de animais C.B-17 scid,
BALB/c/Uni e KO para INF-γ . Os re-
sultados evidenciaram o aumento mar-
cante de parasitemia em animais KO
e scid, resultando em diferença signif-
icativa entre a 1ª e 6ª semanas de in-
fecção (Figura 2).

Durante o período máximo de
observação, correspondente a 23 se-
manas para as linhagens KO e scid,
não foi observada mortalidade em KO.
Entretanto, do grupo de doze scid,
quatro morreram: um, na segunda se-
mana; um, na décima semana; um, na
décima terceira semana; e, outro, na
décima sexta.

É importante ressaltar que
houve mortalidade dos camundongos
BALB/c/Uni (2/48), linhagem de ma-
nutenção do P. chabaudi: um, na déci-
ma primeira semana; e, outro, na déci-

ma nona semana após infecção.
Os camundongos scid são con-

siderados homozigotos quando os
níveis de imunoglobulina sérica forem
inferiores a 5 mg/ml. O critério de
seleção dos animais homozigotos scid/
scid foi adotado para seleção das ma-
trizes na colônia do CEMIB/Unicamp,
com o objetivo de minimizar e retar-
dar a expressão do fenótipo “leaky”
(capacidade de alguns camundongos
scid desenvolver um limitado número
de células T e B entre 3 e 9 meses de
idade) (Bosma et al 1988).

Todos os animais scid adotados
nos experimentos apresentaram-se
homozigotos.

Todos os soros testados das
linhagens de camundongos imuno-
competentes do experimento, assim
como o soro do animal infectado no
Instituto de Medicina Tropical de São
Paulo (fonte do P. chabaudi chabau-

di linhagem CR), que foi mantido du-
rante 65 semanas, revelaram-se nega-
tivos para os 11 antígenos de pató-
genos murinos avaliados (MHV-3,
TMEV-GDVII, SENDAI, MVM, LCM, Ec-
tromelia, Adenovirus, Rotavirus, Reovi-
rus tipo 3, Mycoplasma pulmonis e
Toxoplasma gondii).

4. Discussão

O ambiente controlado – isola-
dores – onde são mantidos os animais
SPF (Specific Pathogen Free) permi-
tiu o controle dos fatores externos
evitando riscos de contaminação dos
animais experimentais, o que poderia
influenciar e comprometer os resulta-
dos da pesquisa. Em se tratando de
camundongos da linhagem C.B-17 scid,
o fato de a colônia ser mantida em
condições ambiente e sanitária contro-
ladas colabora para o nível baixo de
animais com o fenótipo “leaky”. Os
últimos levantamentos sorológicos
detectaram o fenótipo “leaky” em 9%
da colônia com idade de 40 semanas
(Alves et al 2002). Camundongos scid
são desprovidos de resposta imune
dependentes de linfócitos T e B. Des-
ta maneira, são muito susceptíveis a
patógenos oportunistas que podem
ser bactérias: (Proteus mirabilis, Strep-

tococcus viridans e Escherichia coli)
e vírus (vírus da hepatite murina
(MHV), vírus Sendai e vírus respiratório

Figura 2 - Média e erro padrão dos valores de parasitemia em camundongos C.B-
17 SCID, BALB/c/Uni, C57BL/6 KO para interferon gama  durante 6 semanas de
infecção com Plasmodium chabaudi chabaudi (CR) e durante as semanas 1, 2, 3 e
4  nos camundongos C57BL/6/Uni.



Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento n.32 - janeiro/junho 2004      67

murino), e ainda o Pneumocystis car-

inii. (Percy & Barta 1993).
Um exemplo de co-infecção

com P. chabaudi e a respectiva inter-
ferência no desempenho de resposta
imune foi estudado por Yoshida et al

(2000) onde constataram que camun-
dongos A/J susceptíveis à malária, in-
fectados com P. chabaudi e coinfecta-
dos com Schistosoma mansoni desen-
volveram resistência ao Plasmodium.
Os resultados desse estudo mostraram
que, apesar de o S. mansoni na fase
de oviposição, induzir resposta Th2,
dentro de certas circunstâncias, a coin-
fecção Schistosoma/Plasmodium pro-
moveu resposta imune tipo Th1 no
camundongo A/J, tornando-o resistente
ao Plasmodium.

Células tipo Th1 são respon-
sáveis por mediar o controle da para-
sitemia aguda através da ativação de
mecanismos imune mediados por cé-
lula, enquanto que as células tipo Th2
mediam o crescimento e diferenciação
de células B para controlar a infecção
através de mecanismos dependentes
de anticorpos (Yap et al 1994).

Skamene et al (1983) de-
screveram a inexistência de relação
entre resistência na infecção com Plas-

modium chabaudi e atividade de cé-
lulas NK. Em seu experimento mos-
traram que camundongo C57BL/6 bg/
bg deficiente de célula NK obteve a
resolução da infecção por P. chabau-

di da mesma forma que o seu camun-
dongo parental +/+.

Kitaguchi et al (1996) injetaram
células NK de camundongo C57BL/6
infectado com P. chabaudi em outro
camundongo que também seria
infectado. Essa transferência não
conferiu proteção, pois o curso desta
infecção foi similar ao do camundongo
controle. Entretanto, tratamento de
camundongos com anticorpos
monoclonais anti-NK resultou no
aumento da morta- lidade. Concluíram,
então, que células NK podem não
impedir o aumento da parasitemia,
mas elas podem exibir um papel
importante na recuperação da para-
sitemia, provavelmente por secretar

INF-γ, e conseqüentemente diminuir
a mortalidade em infecções por P.

chabaudi.
O tratamento de camundongo

susceptível A/J com IL-12 murina

reduziu muito a parasitemia e
melhorou a sobrevida do hospedeiro.
Essa proteção induzida por IL-12 é
mediada por INFγ- e TNF-α secretados
por células NK durante infecção inicial
(Stevenson et al 1995; Mohan et al

1997). Além disso, foi observado que
em camundongos deficientes de re-
ceptor para INF-γ (Balmer et al 2000;
Favre et al 1997) e camundongo KO
para INF-γ (Su & Stevenson 2000),
infectados com P. chabaudi AS,
ocorreu incapacidade para reduzir a
parasitemia primária e alta
mortalidade. Batchelder et al 2003,
comprovaram também em seus
estudos, a importância que o INF-γ
exerce na imunidade celular contra P.

chabaudi adami.

Camundongos KO para IL-12
(gene p 40) infectados com P.

chabaudi AS, tiveram os níveis de INF-
g diminuídos bem como IgG2a e IgG3
Th1-dependente. Com esses
resultados concluiu-se que a citocina
IL-12 produzida na fase inicial do
estágio sangüíneo da infecção por P.

chabaudi AS é importante para indução
de resposta imune INF-γ-dependente
tipo Th1 responsável pelo controle da
fase aguda da infecção e sobrevivência
do hospedeiro, influenciando
fortemente a imunidade tipo Th2
mediada por anticorpo necessária para
resolução da fase crônica (Su &
Stevenson, 2002; Bastos et al, 2002).

Os resultados obtidos em
animais KO para INF-γ corroboram os
de Su & Stevenson (2000) no que se
refere à incapacidade de reduzir a para-
sitemia. Por se tratar de linhagem
distinta de P. chabaudi, a mortalidade
observada em nossos animais KO foi
zero. Não foi possível observar o clear-

ance do parasita.
Os modelos animais utilizados

em nosso trabalho, scid, KO para IFN-
γ e BALB/c são considerados
geneticamente susceptíveis por Fortin
et al (2002).

A linhagem scid, cuja única
fonte de resposta imune é a célula NK,
revelou-se extremamente suceptível
ao P. chabaudi CR, com 25% de morte
em 12 animais.

Em C57BL/6 não se observou a
parasitemia além das quatro semanas
porque trata-se de linhagem resistente
ao Plasmodium.

As células NK sozinhas não con-
trolam a parasitemia. Entretanto, em
camundongos C57BL/6 KO para INF-
γ, os picos parasitêmicos foram muito
altos, levando à conclusão de que, as
células NK, provavelmente devido à
produção de inrterferon gama, contri-
buem para a redução da parasitemia.

Estudos (Prakash et al, 2003)
demonstram correlação entre falência
renal aguda e casos de malária severa
por P. falciparum (79,6%), o que con-
duz à necessidade de avaliar a ocor-
rência de lesões histopatológicas renais
provocadas por P. chabaudi CR em
camundongos, o que possivelmente
contribuiria para com a mortalidade
desses animais.
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