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RESUMO  

Leite, N.P.S. O receptor Axl e as implicações na imunopatogênese da malária 

experimental na infecção por Plasmodium chabaudi (AS). 2023. 80 f. Dissertação. 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto. 

O receptor Axl possui papel importante na inflamação e homeostase, atuando tanto 

na regulação de mediadores anti-inflamatórios e pró-inflamatórios, quanto na 

fagocitose de células apoptóticas, processo conhecido como eferocitose. Diante de 

infecções causadas por diferentes patógenos, a eferocitose mediada por Axl pode 

levar à distintas implicações nas respostas imunes e na patologia relacionada. A 

infecção por Plasmodium sp. - agente etiológico da malária - e tem grande impacto 

na mortalidade e morbidade em regiões tropicais e subtropicais. Devido à sua alta 

relevância na saúde pública, a imunopatogênese é amplamente investigada. Assim, 

o estudo visa a investigação e caracterização funcional e fenotípica dos mecanismos 

imunobiológicos que envolvem o receptor Axl e suas implicações na 

imunopatogênese da Malária, utilizando como modelo experimental a infecção em 

camundongos por Plasmodium chabaudi AS (Pc). Nossos dados mostram que a 

infecção por Pc induz a expressão dos receptores TAM e sua via de sinalização 

JAK/STAT no baço e fígado e, mais especificamente, do receptor Axl em monócitos 

(CD11b+ F4/80+ DC-SIGN-), células dendríticas convencionais (cDCs) (CD11b- 

CD11c+ MHCII+ DC-SIGN-) e células dendríticas derivadas de monócitos (MODCs) 

(CD11b+ CD11c+ MHCII+ DC-SIGN+). Este receptor foi identificado como mediador da 

eferocitose de hemácias infectadas (iRBCs). Na ausência desta via, foi observada 

uma diminuição na parasitemia e inflamação sistêmica no pico da infecção, em 

concomitância com uma maior frequência da população de cDCs e maior atividade 

de células T CD8+. Adicionalmente, no fígado há menor acúmulo de hemozoína e 

expressão de CD36, sugerindo menor fagocitose e sequestro de iRBCs. Desta forma, 

nossos resultados validam a relevância do papel de Axl na infecção por Pc, sendo 

este um dos mediadores de eferocitose de iRBCs e modulando a atividade de células 

T CD8+ e de sequestro no fígado. 

Palavras chave: malária. Plasmodium chabaudi. receptores TAM. eferocitose. 
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ABSTRACT 

Leite, N.P.S. The Axl receptor and its implications in the immunopathogenesis 

of experimental malaria infection by Plasmodium chabaudi (AS). 2023. 80 f. 

Dissertation. Ribeirão Preto Medical School, University of São Paulo, Ribeirão Preto. 

 

The Axl receptor plays an important role in inflammation and homeostasis, acting on 

the regulation of both anti-inflammatory and pro-inflammatory mediators, as well as in 

the phagocytosis of apoptotic cells, a process known as efferocytosis. In the context 

of infections caused by different pathogens, Axl-mediated efferocytosis can lead to 

distinct implications in immune responses and related pathology. Infection by 

Plasmodium sp. - the etiological agent of malaria - has a significant impact on mortality 

and morbidity in tropical and subtropical regions. Due to its high relevance to public 

health, the immunopathogenesis is widely investigated. Therefore, the study aims to 

investigate the functional and phenotypic characterization of the immunobiological 

mechanisms involving the Axl receptor and its implications in the immunopathogenesis 

of malaria, using the experimental model of Plasmodium chabaudi AS (Pc) infection 

in mice. Our data show that Pc infection induces the expression of TAM receptors and 

their JAK/STAT signaling pathway in the spleen and liver, and more specifically, of the 

Axl receptor in monocytes (CD11b+ F4/80+ DC-SIGN-), conventional dendritic cells 

(cDCs) (CD11b- CD11c+ MHCII+ DC-SIGN-), and monocyte-derived dendritic cells 

(MODCs) (CD11b+ CD11c+ MHCII+ DC-SIGN+). Axl was identified as a mediator of 

efferocytosis of infected red blood cells (iRBCs). In the absence of this pathway, a 

decrease in parasitemia and systemic inflammation was observed at the peak of 

infection, along with a higher frequency of the cDC population and increased activity 

of CD8+ T cells. Additionally, in the liver  there is a diminished accumulation of 

hemozoin and decreased expression of CD36, suggesting reduced phagocytosis and 

sequestration of iRBCs. Thus, our findings corroborate the significance of Axl's 

involvement in Pc infection, as it acts as one of the mediators of iRBC efferocytosis 

and influences the activity of CD8+ T cells, as well as sequestration in the liver. 

 

Keywords: malaria. Plasmodium chabaudi. TAM receptors. efferocytosis 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 MALÁRIA: CICLO BIOLÓGICO E SAÚDE PÚBLICA 

A malária é uma doença infecciosa de grande significância no cenário 

socioeconômico global. Em termos de saúde pública, destaca-se como uma das 

principais ameaças à população, principalmente nas regiões tropicais e subtropicais. 

Cerca de 250 milhões de casos e 600.000 mortes são reportados anualmente  (Figura 

1 e 2) (OMS, 2022). Os casos que evoluem para malária grave ocorrem em maior 

incidência em crianças e mulheres grávidas. Adicionalmente, dados epidemiológicos 

demonstram que a região do continente africano é mais vulnerável a malária, sendo 

responsável por 90% dos casos de óbito (OMS, 2022). De grande relevância também 

no Brasil, a malária é endêmica na região amazônica. Estados como Acre, Amazonas, 

Amapá, Mato Grosso, Maranhão, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins são 

considerados de grande risco e possuem quase totalidade de casos autóctones. Em 

2021, foram notificados cerca de 139.000 casos no país e 60 óbitos (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2022). 

 

Figura 1. Dados de incidência de casos de malária (P. falciparum) no mundo em 2020. 

Representação gráfica de distribuição por país. O valor numérico está relacionado de acordo com o 

indicado pela escala de cores (0 - 1000) sendo a quantidade de casos reportadas a cada 1000 pessoas 

em áreas de região de risco. Adaptado de Our World In Data (2022) - Dados da OMS 2021. 
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Figura 2. Dados estimados de mortalidade de malária (P. falciparum) no mundo em 2020. 

Representação gráfica de distribuição por região do mundo (África, Américas, Mediterrâneo Oriental, 

Pacífico Ocidental, Sudeste Asiático). No eixo Y estão os valores de mortes e no eixo X estão os anos 

(2000 a 2020). O valor numérico está relacionado de acordo com a estimativa de mortes por ano 

causadas por malária em determinada região do mundo indicada, caracterizada por diferentes cores. 

Adaptado de Our World In Data (2022) - Dados da OMS 2021. 

O estabelecimento da doença se dá por meio da infecção pelo protozoário 

gênero Plasmodium sp. do filo Apicomplexa em humanos - considerados hospedeiros 

intermediários - transmitido por fêmeas do mosquito vetor do gênero Anopheles sp, 

sendo estas hospedeiras definitivas (SATO, 2021). O agente etiológico Plasmodium 

sp. é representado por principalmente cinco espécies infectivas para humanos: P. 

falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi (GETHING et al, 2016; SATO, 

2021).  

P. falciparum possui a maior contribuição nos dados de incidência e 

mortalidade, principalmente na África (GETHING et al, 2016; SATO, 2021). A 

distribuição geográfica heterogênea pode ser atribuída à alguns fatores como 1) 

características genéticas dos hospedeiros - como a ausência do antígeno Duffy na 

superfície das hemácias (RBCs do inglês “red blood cells”) em grande parte de 

indivíduos africanos e este por sua vez, auxilia na entrada de P. vivax nas células 

(PHILLIPS et al, 2017; MILLER et al, 1976), ainda que já reportados transmissão de 

casos independentes desta proteína (PUIJALON; MÉNARD, 2010); e 2) 

características biológicas do parasito - por exemplo, P. falciparum é mais sensível à 
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mudanças de temperatura, sendo P. vivax capaz de se manter em condições 

desfavoráveis devido à formas dormentes (hipnozoítos) que se mantém por meses e 

até anos no fígado do hospedeiro (PHILLIPS et al, 2017; MIKOLAJCZAK et al, 2015). 

Casos de malária causados por P. ovale e P. knowlesi são reportados com números 

menos expressivos, principalmente no oeste da África e Ásia, respectivamente. No 

Brasil, a maioria dos casos autóctones reportados são causados por P. vivax e em 

2021, estimou-se que 17% destes atribuídos à P. falciparum (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2022). Ainda, o país já registrou casos autóctones e importados das espécies 

P. malariae, P. ovale e P. simium (OLIVEIRA-FERREIRA et al, 2010; LIMONGI et al, 

2014; BRASIL et al, 2017; GRIGG; SNOUNOU, 2017).  

O ciclo de vida do parasito dentro do hospedeiro e o desenvolvimento da 

doença são divididos em duas fases (Figura 3) (PHILLIPS et al., 2017; TALAPKO et 

al., 2019). A fase pré-eritrocítica é caracterizada no primeiro momento da infecção. 

Inicialmente, os mosquitos infectados - com exclusividade de fêmeas pelo 

comportamento hematofágico - injetam a forma do protozoário denominada de 

esporozoíto na pele de um hospedeiro vertebrado, pela saliva, contendo 

anticoagulante, durante o repasto sanguíneo. Em seguida, estes esporozoítos migram 

e infectam as células do fígado após o intervalo de 30 - 60 minutos  (PHILLIPS et al., 

2017). A invasão aos hepatócitos ocorre por meio de interações específicas mediante 

proteínas do parasito - como a proteína circunsporozoíta (CSP) - e do hospedeiro 

presente nas células. Eles passam por várias replicações - esquizogonia exo-

eritrocítica - dentro dos hepatócitos, resultando em formas designadas de merozoítos 

(TUTEJA, 2007).  Estes, por sua vez, são liberados na corrente sanguínea e são 

capazes de infectar as hemácias (RBCs, do inglês, red blood cells) - entrando na fase 

eritrocítica. A invasão às RBCs também ocorre por meio de interações específicas 

entre proteínas da superfície do parasito - por exemplo, a proteína 1 da membrana de 

eritrócitos de Plasmodium falciparum (PfEMP1, do inglês, Plasmodium falciparum 

erythrocyte membrane protein 1) e receptores na membrana das células - como o 

CD36 (do inglês, cluster of differentiation 36) (BACHMANN et al, 2022; PHILLIPS et 

al, 2017). Diferentes espécies de Plasmodium sp. podem invadir e se replicar em 

RBCs em estágios distintos - sejam RBCs maduras ou reticulócitos - e essa interação 

entre as proteínas de superfície e os receptores participa desta escolha na infecção 

(SRIVASTAVA et al, 2015; MC QUEEN; MCKENZIE, 2004). 
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Dentro das RBCs, as formas merozoítos de Plasmodium spp. passam por um 

ciclo de replicações assexuadas - esquizogonia eritrocítica (TUTEJA et al, 2007). O 

parasito modula a maquinaria celular para adquirir nutrientes necessários para seu 

desenvolvimento devido à sua natureza auxotrófica. A obtenção de aminoácidos 

essenciais é feita principalmente pela degradação da hemoglobina - proteína 

encontrada nas RBCs responsável pelo transporte de oxigênio. Neste processo, há a 

liberação do grupo heme livre - que é potencialmente tóxico ao parasito e por isto, ela 

é polimerizada em um cristal insolúvel denominado hemozoína (JANI et al, 2008; 

GAZZINELLI et al, 2014). Então, acontecem rapidamente as replicações, que culmina 

na lise dessas células, liberando mais merozoítos capazes de infectar outras RBCs. 

Uma menor fração dos merozoítos é comprometida - envolvendo genes como o fator 

de transcrição AP2-G - e se diferencia em gametócitos. Estes, por sua vez, se 

concentram nos capilares da pele e são transmitidos a um outro mosquito durante 

seu repasto sanguíneo. Assim, no intestino do vetor, os gametócitos (femininos e 

masculinos) amadurecem e há a formação do zigoto diploide - que se torna um oocisto 

(ANNAN et al, 2007). Esta última forma é móvel e se transporta do lúmen intestinal 

pelo epitélio - passando por novos ciclos de replicação e se desenvolvendo em 

esporozoítos que migram para as glândulas salivares. Assim, podendo serem 

novamente transmitidos a outros hospedeiros humanos, reiniciando o ciclo de 

infecção (DIMOPOULOS et al, 2002; TUTEJA et al, 2007). 



 

17 

 

Figura 3. Ciclo biológico Plasmodium sp. O mosquito vetor do gênero Anopheles sp. 

transmite as formas de Plasmodium sp. de esporozoítos para a pele do humano hospedeiro durante o 

repasto sanguíneo. Após 30-60 minutos, os esporozoítos migram o fígado e infectam hepatócitos. Após 

várias replicações, se distinguem em formas de merozoítos (‡ podem se diferenciar em hipnozoítos e 

demorar meses e anos para atingir o sangue) e são liberados na corrente sanguínea. Ali infectam 

hemácias e inicial o ciclo assexuado de reprodução (* corresponde ao surgimento dos sintomas 

clínicos). Adaptado de Phillips et al (2017). 

Os sintomas clínicos envolvem principalmente febre alta, calafrios e dores de 

cabeça e muscular. De forma geral, a febre e os calafrios são sincronizados com os 

ciclos de infecção e ruptura das RBCs. O desenvolvimento da doença é dependente 

do parasito, da genética do hospedeiro, exposição à infecção e fatores 

socioeconômicos (GAZZINELLI et al, 2014; MILLER et al, 2013). A malária severa é 

caracterizada quando há evolução da doença - com complicações clínicas 

envolvendo acidose metabólica, anemia, comprometimento neurológico e síndrome 

do desconforto respiratório agudo (SDRA), por exemplo (GAZZINELLI et al, 2014; 

CDC, 2022; WHITE, 2022).  

Tendo como alvo o parasito e a prevenção do estabelecimento da infecção, as 

estratégias combativas à doença se baseiam no âmbito terapêutico - com a utilização 

de medicamentos para o tratamento - e de imunização - com o desenvolvimento de 
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vacinas. Ainda que haja diretrizes de tratamento com drogas aprovadas específicas 

e dados sobre eficácia no controle do vetor, a OMS ressalta que há uma urgência nas 

estratégias combativas à doença. Mesmo depois de tantos anos sendo descrita e 

envolvendo pesquisas na área, apenas uma vacina foi aprovada para uso humano 

até o presente momento - a RTS,S/AS01 (RTS,S) (ou Mosquitrix) (OMS, 2022). Esse 

imunizante começou a ser desenvolvido em 1987 por uma colaboração entre a 

farmacêutica GlaxoSmithKline (GSK) e o instituto de pesquisa Walter Reed Army 

(WRAIR). Ele se baseia em uma virus-like particle (VLP) contendo epítopos 

imunodominantes de células B e T provenientes da proteína CSP de P. falciparum 

NF54. A vacina avançou para as fases finais de teste clínico a partir de 2009 e 

recebeu aprovação pela OMS em 2021 com eficácia de cerca de 30 - 40% em 

crianças (LAURENS, 2019; NADEEM et al, 2022; OMS, 2022). 

Um outro aspecto a ser estudado e considerado neste contexto, é o controle 

do vetor da transmissão. Existem cerca de 40 espécies de mosquitos do gênero 

Anopheles sp. capazes de transmitir Plasmodium sp. para humano (NICOLETTI, 

2020). No Brasil, há o destaque na transmissão pela espécie A. darlingi mas também 

apresenta outras descritas com importância epidemiológica como A. albitarsis, A. 

nuneztovari, A. triannulatus e A. braziliensis (ALMEIDA, 2022; BAIA-DA-SILVA, 2019, 

OLIVEIRA-FERREIRA, 2010). Da mesma forma, as espécies vetores são abundantes 

e amplamente distribuídas ao redor do mundo - o que justifica a sua epidemiologia. 

No entanto, alguns fatores são limitantes para a transmissão e desenvolvimento do 

ciclo biológico do parasito, como a capacidade de transmissão de cada espécie e 

temperaturas adequadas (PHILLIPS et al, 2017; BAIA-DA-SILVA, 2019). O controle 

do vetor - assim como o desenvolvimento de drogas terapêuticas e de prevenção à 

infecção por Plasmodium sp - é um dos esforços somados das organizações de saúde 

pública para o controle da malária (CDC, 2022, OMS, 2022). Atualmente, as formas 

mais eficazes (BHATT et al, 2015) foram o uso de redes de proteção tratadas com 

inseticidas (e. g. piretróides) e pulverizações residuais intra-domiciliares (PRYCE et 

al, 2018; ZHOU et al, 2022). Ainda que abaixo dos objetivos esperados, essas 

intervenções já se mostraram eficazes no controle da doença, principalmente no 

continente africano (BHATT et al, 2015). 
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Com os números atuais de persistência expressiva de incidência e mortalidade 

- tendo impacto intrínseco de caráter socioeconômico e mais especificamente na 

saúde pública, ressalta-se a necessidade de vigilância, pesquisa e cooperação 

internacional para prevenção e controle da malária.  

 

1.2 RESPOSTAS IMUNOLÓGICAS E PATOGÊNESE DA MALÁRIA 

As respostas imunológicas à infecção ao Plasmodium sp. se iniciam logo após 

a entrada do parasito na derme. Muitos esporozoítos são eliminados por células 

fagocíticas residentes e/ou podem ser carreados até os linfonodos drenantes por 

vasos linfáticos para apresentação de antígenos. Estudos em modelos murinos com 

formas de esporozoítos adaptados mostraram que apenas uma parcela atinge a 

corrente sanguínea e o fígado (AMINO et al, 2006; MAC-DANIEL et al, 2014). Os 

locais de repasto sanguíneo são caracterizados por extravasamento de fluído e rápida 

infiltração de neutrófilos - relacionados à indução da degranulação de mastócitos 

presentes na pele, com a liberação de mediadores como histamina, triptase, TNF (do 

inglês, tumor necrosis factor) e MIP-2 (do inglês, macrophage inflammatory protein 2). 

Em seguida, monócitos inflamatórios também são recrutados para o local. Ambos, 

neutrófilos e monócitos, são identificados na fagocitose dos esporozoítos neste local 

de entrada (DEMEURE et al, 2005). 

Os esporozoítos que conseguem escapar da fagocitose, atravessam as células 

do hospedeiro e chegam a vasos sanguíneos e linfáticos e migram para o fígado - 

possuindo um tropismo exclusivo por hepatócitos (AMINO et al, 2006; GOSWANI et 

al, 2022). Dentro das células, há o estabelecimento de um vacúolo parasitóforo (PV, 

do inglês, parasitophorous vacuole) que auxilia na sobrevivência do parasito em 

relação à fagossomos (LIEHL et al, 2014). No PV, há esquizogonia exo-eritrocítica, e 

o parasito se diferencia em formas de merozoítos. Os hepatócitos possuem papel 

importante nas respostas imunológicas neste estágio, pois reconhecem o parasito por 

meio do reconhecimento de estruturas características identificáveis denominadas de 

padrões moleculares associados ao patógeno (PAMPs, do inglês, Pathogen 

Associated Molecular Patterns) por receptores especializados (PRRs, do inglês, 

Pattern Recognition Receptors) (LIEHL et al, 2013; LIEHL et al, 2014; GAZZINELLI et 

al, 2014). O RNA do Plasmodium sp. é reconhecido por receptores MDA5 (do inglês, 
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melanoma differentiation-associated protein 5) e leva à indução de interferon do tipo 

I (IFN-I, do inglês, interferon type I), que promove o recrutamento de células como 

células T natural killer (NKT, do inglês natural killer T cells) que contribui para a 

secreção de interferon-gama (IFN-γ, do inglês interferon-γ) (LIEHL et al, 2013; 

GAZZINELLI et al, 2014). Tanto IFN-γ quando IFN-1 auxiliam no controle da 

replicação dos parasitos no fígado - visto que aprimoram a atividade fagocítica de 

células residentes (e. g. estimulando a síntese de intermediários reativos de 

nitrogênio) (BLANCHETTE et al, 2003; MILLER et al, 2014). 

Após intensa replicação, os merozoítos são liberados na corrente sanguínea e 

então infectam as RBCs (iRBCs, do inglês, infected red blood cells). Dentro destas, 

ocorre a esquizogonia eritrocítica também em PVs, que culmina na lise destas células 

e que, por sua vez, liberam novos PAMPs (FUJIOKA; AIKAWA, 2002). As iRBCs ou 

o seu conteúdo intracelular liberado pela lise são fagocitadas por células como 

macrófagos e células dendríticas (DCs). Apesar das RBCs não expressarem 

moléculas de MHC (do inglês, major histocompability complex), há o reconhecimento 

destas células quando infectadas como alvo de destruição. A superfície das iRBCs 

contém muitos antígenos na superfície que são codificados pelo parasito como 

PfEMP1 (PASTERNAK, DZIKOWSKI, 2009) e estas por sua vez, podem ser 

fagocitadas e os antígenos processados e apresentados pelas células fagocíticas via 

MHC (LUNDIE, 2011).  

As iRBCs também aumenta, a expressão de fosfatidilserina (PtdSer, do inglês, 

phosphatidylserine) na porção externa da membrana plasmática, o que auxilia na 

remoção destas por intermédio de receptores específicos para estas moléculas 

presentes em fagócitos (SCHWARTZ et al, 1987; TOTINO et al, 2016). A lise das 

iRBCs culmina na liberação de PAMPs e também DAMPs (padrões moleculares 

associados ao dano, do inglês, damage associated molecular patterns) como 

hemozoína e glicosilfosfatidilinositol (GPI, do inglês, glycosylphosphatidyinositol) que 

são reconhecidos por PRRs. Na infecção por Plasmodium sp. os cristais de 

hemozoína são reconhecidos por PRRs do tipo TLR9 (do inglês, Toll-like receptors 9) 

e culmina na ativação do fator de transcrição NF-κB (do inglês, nuclear factor kappa 

B) que induz genes inflamatórios - como a produção de citocinas como TNF, por 

exemplo. Também, podem ser reconhecidos por receptores NLRP3 (do inglês, 
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Nucleotide-Binding Oligomerization Domain-Like Receptor Family Pyrin Domain 

Containing 3) - induzindo o recrutamento de um complexo proteico oligomérico 

denominado inflamassoma. Quando NLRP3 é ativado, recruta a molécula adaptadora 

ASC e a protease pro-caspase-1 e a formação deste complexo culmina na clivagem 

da protease, sendo essa responsável por clivar uma forma precursora (pro-IL-1β) da 

citocina interleucina 1-β (IL-1β, do inglês interleukin 1β), tornando-a ativa e levando à 

sua exportação. Portanto - tanto a fagocitose das iRBCs quanto de PAMPs e DAMPs 

liberados pela sua lise - são essenciais nas respostas imunes da fase eritrocítica. Esta 

fase é caracterizada pelo início dos sintomas - sendo estes associados aos principais 

eventos imunológicos deste estágio - majoritariamente relacionados à inflamação 

sistêmica causada pela grande quantidade de citocinas inflamatórias produzidas (e. 

g TNF e IL-1β). Especificamente, ambas citocinas são pirogênicas, e visto que a lise 

e a fagocitose das iRBCS leva à sua produção, esse processo é sincronizado com 

picos de elevação de temperatura corporal. Sendo a febre alta e calafrios cíclicos, os 

sintomas mais característicos da malária - denominados de paroxismos (RICHARDS 

et al, 1997; SHIO et al, 2009; GAZZINELLI et al, 2014; PERLMANN; TROYE-

BLOMBERG, 2002; TUTEJA et al, 2017). 

O processo de fagocitose descrito anteriormente ocorre principalmente no 

baço. Entretanto, o processamento de iRBCs pela fagocitose não é suficiente para 

explicar a eliminação do parasito, sendo necessário outros componentes para 

potencializar a resposta imunológica. A fagocitose por células da imunidade inata faz 

a comunicação com componentes da imunidade adaptativa. A apresentação de 

antígenos via MHC I e II para células T CD8+ e TCD4+, respectivamente (LUNDIE, 

2011; GOSH; STUMHOFER, 2021). Genes inflamatórios induzidos por NF-κB incluem 

a síntese de interleucina 12 (IL-12, do inglês interleukin 12) que estimula, por exemplo, 

células NK (do inglês, natural killer) a produzirem IFN-γ. Esta citocina auxilia na 

ativação e polarização de células T CD4+ em Th1 (do inglês, T helper 1). Esse 

subgrupo de células efetoras é eficiente em mecanismos de defesa contra infecções 

intracelulares (ABBAS et al, 2019). Respostas humorais T-dependentes são 

desenvolvidas por intermédio desta população, levando à ativação de células B 

produtoras de anticorpos específicos -  que são importantes para o controle da 

infecção na fase eritrocítica. Essas células são responsáveis pelo desenvolvimento 

de proteção contra infecções subsequentes  - visto que, além da manutenção de 
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populações de células T CD4+ efetoras de memória, também leva a ativação de 

células B de memória. As células T CD8+  também possuem contribuição, se 

diferenciando em CTLs (do inglês, cytotoxic T lymphocytes) e secretam IFN-γ e 

possuem atividade citotóxica em iRBCs por meio de seus grânulos intracelulares 

como granzima B e perforina (LUNDIE, 2011; GOSH; STUMHOFER, 2021; 

CHANDELE  et al, 2010; IMAI et al, 2010; IMAI et al, 2015). 

PAMPs e DAMPs junto com a produção de TNF e IL-1β levam a um aumento 

na expressão de moléculas de adesão em células endoteliais - sendo um processo 

central na patogênese durante a infecção por Plasmodium sp. (XIA et al, 1998; 

KIHARA et al, 2021; GAZZINELLI et al, 2014). Essas moléculas de adesão como 

CD36 (do inglês, cluster of differentiation 36), ICAM-1 (do inglês, intercellular adhesion 

molecule 1) e VCAM-1 (do inglês, vascular adhesion molecule 1) possuem afinidade 

com proteínas de superfície expressas em células infectadas - como PfEMP1 - e essa 

interação leva à um sequestramento das mesmas ao endotélio (MOTA et al, 2000; 

ROWE et al, 2009). Diferentes órgãos e tecidos possuem aumento na expressão 

destas moléculas - como o endotélio vascular, cérebro, placenta e fígado - e por isto 

o acúmulo de parasitos podem ser identificados nesses locais (BRUGAT et al, 2013). 

Isto pode levar à disfunção nesses órgãos e nos vasos sanguíneos, devido à 

inflamação local e obstrução, respectivamente (BRUGAT et al, 2013; GAZZINELLI et 

al, 2014). Neste último caso, essa adesão é considerada também como um 

mecanismo de escape do patógeno visto que impede que as iRBCs sejam carregadas 

para o baço - onde seriam reconhecidas e eliminadas pelo sistema imunológico. A 

obstrução e inflamação local pode vir a se tornar sistêmica e contribui para os eventos 

fisiopatológicos observados - como a acidose metabólica e SRDA (ROWE et al, 2009; 

MILNER, 2017). 
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Figura 4. Respostas imunológicas na infecção por Plasmodium sp. Os esporozoítos migram para 

os hepatócitos onde se replicam e se desenvolvem em merozoítos. O RNA desta forma é reconhecido 

por PRRs presentes nos hepatócitos como MDA5. Esse reconhecimento leva à indução de IFN-I que 

auxilia no controle dos parasitos no fígado com a produção de citocinas (e. g IFN-γ e o  aprimoramento 

de fagócitos (e. g. produção de iNOS) por NKT. Os merozoítos são liberados na corrente sanguínea, 

infectam RBCs e lisam estas células por suas replicações sucessivas. Assim, macrófagos e DCs 

fagocitam tanto as iRBCs quanto os PAMPs (e. g. hemozoína e ácidos nucleicos) liberados. Estes 

PAMPs são reconhecidos por PRRs como TLRs e ativam inflamassomas que ativam a sinalização via 

NF-κB. Assim, há a indução de IL-12 que induz células T CD4+, CD8+ e NK a produzirem IFN-γ (auxilia 

na diferenciação de células Th1 que por sua vez auxiliam células B a produzirem anticorpos 

específicos) e produção de IL-1β e TNF. Estas últimas são citocinas pirogênicas - levam à febre - e 

aumenta a expressão de moléculas de adesão, levando ao sequestro de parasitos nos vasos, podendo 

levar à disfunção da parede endotelial. MAVS: proteína de Sinalização Antiviral Mitocondrial (do inglês, 

mitochondrial antiviral-signaling protein). iNOS: óxido nítrico sintase induzível (do inglês, inducible nitric 

oxide synthase). STING: estimulador de genes de interferon (do inglês, stimulator of interferon genes). 

Adaptado de Gazzinelli et al (2014). 

 

  

1.3 MALÁRIA E MODELOS MURINOS 

 

Para o estudo da biologia da infecção por Plasmodium sp. e seus mecanismos, 

a utilização de espécies infectivas de modelos murinos é bastante estabelecida. P. 

chabaudi, P. yoelli, P. bergheii e P. vinckeii são alguns exemplos amplamente 

empregados em pesquisa voltada para os aspectos imunológicos. Há uma sólida 

conservação evolutiva neste contexto, o que permite que seja possível aplicar esses 
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mesmos estudos aos hospedeiros humanos, ainda que existam algumas diferenças 

(TAYLOR-ROBINSON, 1995; RAMAPRASAD et al, 2021; OLATUNDE et al, 2022).  

 

Uma das espécies mais utilizadas é a cepa P. chabaudi (AS) (Pc), que 

desencadeia eventos imunobiológicos similares como a indução de moléculas de 

adesão no endotélio e alta produção de citocinas inflamatórias como TNF (STEPHENS 

et al, 2012) - sendo não letal à camundongos como C57BL/6. Assim, no estudo atual, 

Pc foi escolhido como modelo de estudo para a caracterização da arquitetura e 

orquestra das respostas imunológicas descritas. Pc se desenvolve como uma 

infecção não letal em camundongos C57BL/6, atingindo o pico da parasitemia no 8º 

dia após a infecção (dpi, do inglês, days post infection). A concentração de iRBCs 

identificadas no sangue periférico a partir deste momento começa a decair, onde a 

infecção é totalmente desenvolvida próximo ao 20 dpi (STEPHENS et al, 2012; 

OLATUNDE et al, 2022; HIRAKO et al, 2022). Os animais desenvolvem sintomas 

clínicos característicos como alteração na temperatura corporal - no entanto, se 

configura como hipotermia ao invés de febre em humanos - e perda de peso corporal 

que são bastante expressivas no intervalo entre 6 e 10 dias após a administração dos 

parasitas nos camundongos (STEPHENS et al, 2012). Em um contexto de reinfecção 

por Pc nestes modelos, é observada uma resistência dos camundongos, com 

diminuição da parasitemia no sangue, resultante de uma resposta imune protetora 

gerada após a primeira infecção (CHESSMAN et al, 2006; JARRA; BROWN, 1985; 

STEPHENS, 2012). 

 

A grande quantidade de TNF e interleucina 6 (IL-6, do inglês, interleukin 6) no 

sangue periférico destes animais também é observado, assim como em infecções por 

P. vivax e P. falciparum. Neste modelo, há indução de moléculas de adesão, mas o 

sequestro se dá primordialmente no fígado (BRUGAT et al, 2013; STEPHENS et al, 

2012; MOTA et al, 2000). Outra característica, é a estabelecida demonstração de que 

a infecção pode acontecer em diferentes estágios de desenvolvimento das RBCs - 

sem um tropismo muito específico por um determinado estágio como P. yoelli para 

reticulócitos (LEONG et al, 2022).  

 

Em suma, os estudos utilizando Plasmodium sp. em modelos murinos 

permitem uma análise minuciosa das interações entre o parasita e o sistema 
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imunológico do hospedeiro, oferecendo insights valiosos sobre os mecanismos de 

resposta imune e a patogênese da malária. 

 

 

1.4 RECEPTORES TAM: IMUNOMODULAÇÃO E EFEROCITOSE 

Como descrito, a patogênese da malária está intimamente relacionada com 

suas respostas imunes inatas e adaptativas. A modulação destas respostas é 

dependente de uma gama de processos biológicos distintos mediados por diferentes 

receptores celulares e moléculas de sinalização ativadas durante a infecção. Os 

receptores TAM (representado por Tyro3, Axl e Mertk) são receptores tirosina quinase 

(RTKs, do inglês, receptor tyrosine kinases) que desempenham um papel importante 

na inflamação e na homeostase (LEMKE, 2013; LEMKE; ROTHLIN, 2008). As 

funções mais estudadas dos receptores TAM estão relacionadas à mediação da 

fagocitose homeostática/inflamatória de células apoptóticas - conhecida como 

eferocitose - e à regulação das respostas imunes inatas por indução de cascatas 

como a JAK/STAT (do inglês, Janus kinase/signal transducer and activator of 

transcription). Os três receptores compartilham semelhanças em termos de estrutura 

e vias de sinalização. Eles são compostos por uma porção extracelular com dois 

domínios semelhantes a imunoglobulinas e dois domínios do tipo III de fibronectina, 

e um domínio quinase citoplasmático conservado, bem caracterizado em RTKs 

(LEMKE, 2013; LEMKE; ROTHLIN, 2008; ZAGORSKA et al., 2014) (Figura 4). 
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Figura 4. Representação da estrutura dos receptores TAM e seus ligantes. Os receptores 

TAM (em vermelho) são compostos por domínios intracelulares tirosina quinase e dois domínios FNIII 

e imunoglobulina extracelulares. Nestes últimos, ocorre a ligação com suas moléculas adaptadoras 

(em azul) Gas6 ou ProS é mediada pelo domínio SHBG. Gas6/ProS interagem com moléculas de 

PtdSer na membrana de células apoptóticas pelos domínios Gla. Adaptado de Lemke (2013). 

 Estes receptores são ativados por meio da interação com moléculas de PtdSer 

- que são expressas na superfície externa de células em processo de apoptose 

(LEMKE, 2013). Essa interação leva à fagocitose destas células, evitando que entrem 

em processo de necrose secundária e levando a um processo inflamatório pela 

liberação do seu conteúdo intracelular (e. g DAMPs) (RAZI et al, 2023; LEMKE, 2013). 

Esta interação é mediada por moléculas adaptadoras - Gas6 (do inglês, Growth-arrest 

specific 6) e ProS (do inglês, Protein S). que se ligam aos domínios Ig dos receptores 

TAM e à PtdSer pelo domínio Gla por uma ligação dependente de Ca2+ (LEW et al, 

2014; VAN DER MEER et al, 2014). Ambas são proteínas dependentes de vitamina 

K sendo produzida por uma variedade de células em diferentes localizações como no 

fígado (apenas ProS) e coração, pulmão e rins (VAN DER MEER et al, 2014) - 

também estando presente em grande concentração na circulação sanguínea por 

participarem de cascatas de sinalização de coagulação (VAN DER MEER et al, 2014; 

PILLI et al, 2018; LAW et al, 2018). A afinidade destas moléculas com cada receptor 

TAM é variável. Gas6 é capaz de se ligar aos três receptores, com maior afinidade 

com Axl e ProS possui ligação apenas com Mertk e Tyro3 (BROWN et al, 2016; 

AXELROD et al, 2014). 

A ativação desses receptores - por meio de sua interação com PtdSer e seus 

ligantes intermediários - leva à uma clivagem de seus domínios extracelulares por 

meio de enzimas como ADAM-17 e 10 (do inglês, a disintegrin and metalloprotease 

17 e 10, respectivamente), liberando formas solúveis (sAxl e sMertk). Estas formas 

possuem grande afinidade pelos ligantes Gas6 e ProS, impedindo assim, que estes 

interajam com as formas transmembrânicas. Por meio deste mecanismo, é 

identificado uma forma de auto-regulação da ativação, como uma espécie de 

retroalimentação negativa (PAOLINO; PENNINGER, 2016; RANTA; KUMAR, 2020; 

LEW et al, 2014). 

Nos macrófagos e células dendríticas, Axl e Mertk são os receptores mais 

relevantes na mediação da eferocitose e na modulação das respostas imunes por 
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meio da sinalização JAK/STAT (ROTHLIN et al., 2007) (Figura 5). Nessas células, os 

receptores TAM estão mecanisticamente e funcionalmente ligados ao receptor de 

interferon-α/β (IFNAR) e a sinalização JAK/STAT é dominante, inibindo a via 

PI3K/AKT (FUJIMORI et al., 2015; LEMKE, 2013). Esse mecanismo de sinalização é 

uma cascata pleiotrópica que ativa uma ampla gama de processos biológicos, como 

proliferação celular, diferenciação, apoptose e respostas inflamatórias (RAWLING et 

al., 2004). A ativação do complexo TAM-IFNAR leva à fosforilação da região 

citoplasmática e ativação de STAT1 (do inglês, signal transducer and activator of 

transcription 1). Essa molécula é um fator de transcrição e se desloca para o núcleo, 

promovendo a expressão de SOCS1 e SOCS3 (do inglês, suppressor of cytokine 

signaling 1 e 3, respectivamente) - ambas são proteínas inibitórias de citocinas. Essa 

sinalização modula as respostas imunes, inibindo, por exemplo, citocinas pró-

inflamatórias e vias de sinalização do TLR (ROTHLIN et al, 2007). 

Além das células imunes mielóides, a expressão dos receptores TAM é 

descrita em diversos outros tecidos como células endoteliais vasculares, e células de 

Sertoli (LEMKE, 2013; LEW et al., 2014). Apesar de sua similaridade estrutural e 

funcional, eles podem ter mais ou menos relevância e estar presentes ou ausentes 

dependendo do tipo de célula/tecido em situações de saúde e doença (AXELROD; 

PIENTA, 2014). Além disso, a sinalização da via pode variar, levando a diferenças 

nos resultados biológicos. Estes receptores - ainda que co-expressos em muitos tipos 

celulares - são ativados de forma diferencial. Zagorska e colaboradores (2014) e 

descreveram que a expressão de Mertk é regulada positivamente com agentes 

imunossupressores e anti-inflamatórios e Axl, por sua vez, com agentes pró-

inflamatórios. Ligantes de TLR3, TLR4, RIG-1 e as citocinas TNF e IFN-I levaram a 

um aumento na expressão deste receptor. Assim, conclui-se que ambos receptores 

são ativados em contextos distintos - sendo Axl mediando a sinalização e a 

eferocitose durante a inflamação e Mertk durante a homeostase. Embora alguns 

estudos (LI et al, 2019; CHAVES et al, 2020) também já descreveram o papel deste 

receptor no contexto de mediação da sinalização e eferocitose em contexto 

inflamatório. Portanto, os receptores TAM podem estar envolvidos em processos 

biológicos imunes que levam a diferentes resultados, dependendo do receptor, tipo 

de célula e ambiente (LEMKE, 2013; AXELROD; PIENTA, 2014; ZAGORSKA et al., 

2014).  
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Figura 5. Via de sinalização JAK/STAT mediada por receptores TAM em células do 

sistema imune. Os receptores TAM se ligam a moléculas de PtdSer através de seus ligantes 

(Gas6/ProS). Estes receptores estão localizados em conjunto com os receptores IFNAR nas células 

do sistema imune. A ativação leva a fosforilação de STAT1, induzindo a expressão das proteínas 

SOCS1 e SOCS3 que inibem a síntese de citocinas pró-inflamatórias (TNF) e induzem anti-

inflamatórias (IL-10). Criado no BioRender. 

1.5 RECEPTOR AXL EM INFECÇÕES PARASITÁRIAS 

Os receptores Axl e Mertk são de grande relevância no contexto de regulação 

das respostas imunológicas por atuarem modulando-as por vias de sinalização 

intrínsecas e pela mediação da fagocitose de células apoptóticas. Por isso, os estudos 

com os receptores TAM se acumulam principalmente no contexto de doenças 

autoimunes e câncer (PAOLINO; PENNINGER, 2016; WIUM et al, 2018). Mais 

recentemente, Axl também foi descrito como mediador da invasão de células por vírus 

como Zika, DENV e SARS-CoV2 (XIE et al, 2021; WANG et al, 2021).  

No entanto, no contexto de doenças parasitárias, são pouco estudados 

(BOSURGI; ROTHLIN, 2021; LEMKE, 2013). Na infecção por Trypanosoma cruzi em 

modelos murinos, o patógeno induz a apoptose de células T - essenciais nas 

respostas imunes desenvolvidas e que atuam no controle da carga parasitária. Assim, 

inibidores da apoptose e eferocitose atuam como potenciais terapêuticos neste 

contexto (DECOTE-RICARDO et al, 2017; RIGONI et al, 2022). Rigoni e 

colaboradores (2022) demonstraram que a ausência de Axl altera negativamente a 

eferocitose destas células durante a infecção por T. cruzi, aumentam respostas de 

macrófagos M1 induzidas por células T como maior produção de óxido nítrico. Além 

disso, camundongos nocautes para o gene Axl (Axl -/-) apresentam menos fibrose e 
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inflamação cardíaca (RIGONI et al., 2022). Parasitos também podem invadir células 

e induzir a eferocitose em um mecanismo denominado "cavalo de tróia". Nesse caso, 

eles se beneficiam ao aumentar a fagocitose de células infectadas, levando à sua 

expansão no organismo. Na infecção por Leishmania major, os parasitos dentro dos 

neutrófilos induzem à apoptose destas células, levando à sua fagocitose e transporte 

para macrófagos dérmicos. Esse mecanismo depende de Axl e Mertk - e nesse 

sentido, em camundongos Axl -/- Mertk -/-, a carga parasitária é reduzida (CHAVES et 

al., 2020) 

No entanto, o papel de Axl e Mertk na malária ainda não foi estabelecido. 

Durante a infecção por Plasmodium sp., as RBCs e iRBCs sofrem mudanças 

conformacionais e fenotípicas. Uma dessas alterações é o aumento da expressão de 

PtdSer na porção externa da membrana destas células (SCHWARTZ et al, 1987; 

TOTINO et al, 2016) e indução de morte celular nessas células. Visto que as RBCs 

são distintas - por não possuírem núcleo, o processo de morte e a expressão de 

PtdSer também diferem em alguns aspectos da apoptose clássica em células 

nucleadas. Neste caso, denomina-se eriptose e sua indução é bastante caracterizada 

neste contexto de infecção (TOTINO et al, 2016). Tanto RBCs quanto - em maior 

proporção - iRBCs entram em eriptose, aumentando a expressão de PtdSer. Este 

processo é induzido pelo aumento de fatores pró-apoptóticos como sFasL, hematina, 

indução de IgG anti-RBCs e estresse oxidativo ocasionados pela infecção. Também, 

fatores anti-apoptóticos como vitamina E e eritropoietina são diminuídos (TOTINO et 

al, 2016). Essa expressão aumentada de PtdSer contribui para a fagocitose das 

iRBCs via receptores de eferocitose como CD36, Tim-4 e CD300lf (BOSURGI; 

ROTHLIN, 2021; TOTINO et al, 2016; KESWANI et al, 2019; PATEL et al, 2004; IMAI 

et al, 2015). 

Ainda que estes receptores de eferocitose estejam descritos como mediadores 

da fagocitose de iRBCs via PtdSer, Bosurgi e Rothlin (2021) ressaltam que outros 

receptores provavelmente devam estar envolvidos nessa função. Por exemplo, Tim-

4 é um receptor que não possui cauda de sinalização citoplasmática e a sua mediação 

na eferocitose de iRBCs provavelmente é dependente de outros receptores. A 

colaboração entre Tim-4 e Mertk, por exemplo, já foi descrita no aprimoramento neste 

papel (MOON et al, 2020). Portanto, estes receptores - tanto pela modulação 
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intrínseca das respostas imunes pela via de sinalização quanto pela eferocitose de 

iRBCs - podem estar associados aos mecanismos imunobiológicos durante a infecção 

por Plasmodium sp. O estudo atual identificou e caracterizou as implicações da 

sinalização e da eferocitose mediada pelo receptor Axl no desenvolvimento da 

infecção por Pc e das respostas imunológicas neste contexto. 

2. JUSTIFICATIVA GERAL 

A malária é responsável por números expressivos de mortes anualmente e as 

complicações relacionadas à doença são de grande relevância em termos de 

comprometimento da saúde individual e coletiva. A maioria da população afetada está 

presente em locais considerados de vulnerabilidade social - onde os problemas 

socioeconômicos decorrentes são extremamente urgentes (OMS, 2022). A demanda 

no controle da malária é crescente, visto que há preocupações emergentes em 

relação ao rápido crescimento populacional em áreas hiperendêmicas, resistência do 

vetor à inseticidas e do parasito à drogas terapêuticas e pouca disponibilidade de 

vacinas eficazes (COHEN et al, 2022). Portanto, estratégias coletivas em diferentes 

áreas (e. g. pesquisa com novos agentes terapêuticos e imunizantes, pesquisas 

ecológicas) e que visem à longo prazo a erradicação da doença devem ser 

fundamentadas e estarem em constante desenvolvimento. 

 O conhecimento da interação hospedeiro-patógeno é essencial para o 

desenvolvimento de estratégias biofarmacêuticas para prevenir e/ou tratar a Malária. 

A patogênese é atribuída principalmente às respostas imunes (por exemplo, liberação 

de citocinas pró-inflamatórias como TNF) e eventos fisiológicos alterados (por 

exemplo, ruptura das iRBCs) levando a inflamação sistêmica, acidose metabólica e 

anemia (GAZZINELLI et al., 2014; GOSH; STUMHOFER et al., 2021; PHILLIPS et al., 

2017; TUTEJA, 2007). Logo, às respostas imunológicas e fisiológicas à infecção por 

Plasmodium sp. são cruciais para os desfechos clínicos da doença, influenciando a 

sua progressão para formas graves. Diversas vias de sinalização estão envolvidas 

neste contexto durante a infecção e muitas delas ainda são desconhecidas - assim 

como as medidas pelo receptor Axl. Este, pertencente à família dos receptores TAM 

- medeia a eferocitose e é considerado imunomodulador por sua sinalização 

intrínseca relacionada aos processos inflamatórios. Visto que essas principais 

funções descritas estão intimamente relacionadas com a patogênese e a resolução 
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da inflamação em contexto infeccioso, a hipótese principal do estudo se baseia na 

prerrogativa que os receptores TAM - principalmente os que estão associados ao 

sistema imune Axl e Mertk - medeiam mecanismos imunobiológicos que contribuem 

nos processos de imunopatogênese da infecção por Pc. Sendo assim, de enorme 

importância a caracterização da influência destes receptores nas principais respostas 

imunes inatas e adaptativas, cinética de infecção do parasito e patogênese associada. 

3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar e caracterizar fenotipicamente e funcionalmente os mecanismos 

biológicos envolvendo o receptor Axl e suas consequências na imunopatogênese da 

Malária utilizando a infecção por Pc em camundongos C57BL/6 como modelo 

experimental. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Dentro do presente estudo, os objetivos específicos são: 

1. Avaliar a expressão do receptor Axl e sua sinalização em células do sistema 

imunológico durante a infecção por Pc; 

2. Caracterizar o envolvimento e a relevância do receptor Axl durante as 

respostas imunes inatas e adaptativas diante da infecção por Pc; 

3. Identificar o impacto da sinalização mediada por Axl no desenvolvimento da 

infecção por Pc e no desfecho patológico; 

4. Avaliar o envolvimento do receptor Axl na mediação da eferocitose de iRBCs. 

 

4. METODOLOGIA 

4.1 ANIMAIS, PARASITOS E INFECÇÃO 

 

Os animais utilizados neste estudo foram camundongos machos e fêmeas com 

idade entre 6 e 12 semanas. As linhagens utilizadas foram C57BL/6, Axl -/- e Mertk -/-

. Os animais C57BL/6 foram fornecidos pelo Biotério Geral da Universidade de São 

Paulo (campus de Ribeirão Preto), Axl -/- e Mertk -/-  pelo Centro de Criação de 
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Camundongos Especiais da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo. Os camundongos foram mantidos no Biotério da 

Plataforma Bi-Institucional de Pesquisa em Medicina Translacional Fiocruz/USP com 

suprimento de água e alimento à vontade, temperatura constante de 25º C e em 

micro-isoladores coletivos autoclavados.  

No estudo, foi utilizada a cepa Plasmodium chabaudi (AS) e a infecção 

consistiu na administração via intraperitoneal (i.p) de 1x105 iRBCs por animal. O 

armazenamento dos parasitos foi feito por meio da conservação em nitrogênio líquido 

e o descongelamento e a manutenção foi feita em camundongos C57BL/6 onde havia 

passagem das hemácias infectadas para outro animal a cada 8 dias.  

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) sob o número 094/2020. 

 

4.2 PARASITEMIA E ANÁLISE DE PARÂMETROS CLÍNICOS 

 

A parasitemia no sangue foi avaliada por esfregaços sanguíneos e coloração 

hematológica por panótico rápido (NewProv - cat. PA205). A porcentagem de iRBCs 

foi determinada a partir da contagem do número de iRBCs e o total de RBCs em um 

microscópio de luz.  

A temperatura corporal foi medida pelo reto com a utilização de um termômetro 

digital. A avaliação do peso corporal foi feita por medições em uma balança semi-

analítica e a porcentagem de perda calculada em relação ao peso inicial, no dia 0 da 

infecção por Pc. 

 

4.3 RNA-SEQ E ANÁLISES DE EXPRESSÃO GÊNICA 

 

As amostras foram coletadas de acordo com os dados obtidos de nosso grupo 

de pesquisa. O RNA-seq foi avaliado em amostras de fígado e baço (n = 3) de 

camundongos C56BL/6 infectados e não infectados com Pc no 8 dpi. No fígado, as 

amostras foram coletadas em diferentes momentos do dia: 0h, 6h, 12h e 18h. As 

bibliotecas de RNA-seq foram construídas usando o Kit TruSeq Stranded mRNA 

(Illumina) seguindo as instruções do fabricante. As moléculas de RNAm contendo poli-

A foram purificadas usando beads magnéticas com oligo poli-T usando cátions 

divalentes. Os fragmentos foram transcritos em DNA complementar (cDNA) (primeira 
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e segunda fita) usando a Transcriptase Reversa SuperScript II (Invitrogen), 

Polimerase I e RNase H. Os fragmentos de cDNA foram purificados e enriquecidos 

por PCR usando primers de extremidades pareadas (Illumina) (15 ciclos) para obter 

uma biblioteca de cDNA final. A qualidade dessa biblioteca foi verificada por análise 

de fragmentação (Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer) e submetida a 

sequenciamento no Illumina NextSeq 500 (Bauer Core Facility, Universidade 

Harvard).  

Para as análises, foi calculado uma média de expressão de todos os pontos 

coletados. Foram considerados o valor de fold-change (mudança na expressão 

gênica) dos camundongos controle e infectados e analisados estatisticamente com 

teste T para a obtenção do valor-p. A disponibilidade de dados e materiais: número 

de acesso GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE109908) é 

GEO: GSE109908. 

 

4.4 RT-PCR E ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA 

 

Para análise de transcritos gênicos, o RNAm foi extraído de lisados de fígado 

de camundongos C57BL/6 e Axl -/- não infectados e infectados por Pc utilizando o kit 

SV Total RNA Isolation System (Promega, cat. Z3105) seguindo as instruções do 

fabricante. A partir do RNAm extraído, o cDNA foi sintetizado com a transcriptase 

reversa GoScript™ (Promega, cat. A2791) também seguindo as instruções do 

fabricante.  

As amostras de cDNA foram utilizadas para a reação de RT-PCR  usando o kit 

de master mix SYBR™ Green PCR Master Mix (Thermofisher, cat. 4309155), 

seguindo as instruções do fabricante. A expressão gênica foi realizada no sistema de 

PCR em tempo real QuantStudio™ 3 (Thermofisher Scientific) e foi apresentada como 

mudança relativa em relação ao grupo de controle e normalizada com o housekeeping 

gene B2M (F GGGTGGAACTGTGTTACGTAG, R: TGGTCTTTCTGGTGCTTGTC).  

Essas amostras foram quantificadas em relação à expressão dos genes 

CD300lF (F: GATGCTGGCATTTACTGGTGTGG, R: 

GGTTGTCACTGTGAAGATGGTGG), CD36 (F: 

GGACATTGAGATTCTTTTCCTCTG, R: GCAAAGGCATTGGCTGGAAGAAC), 

Icam1 (F: TGATGCTCAGGTATCCATCCA, R: CACAGTTCTCAAAGCACAGCG), 

Vcam1 (F: GCTATGAGGATGGAAGACTCTGG, R: 
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AACTCTTGGCAAACATTAGGTGT), Socs1 (F: AGTCGCCAACGGAACTGCTT, R: 

GTAGTGCTCCAGCAGCTCGAAA), Socs3 (F: GGACCAAGAACCTACGCATCCA, R: 

CACCAGCTTGAGTACACAGTCG), Stat1 (F: GCCTCTCATTGTCACCGAAGAA, R: 

TGGCTGACGTTGGAGATCACCA), Adam17 (F: TGTGAGCGGTGACCACGAGAAT, 

R: TTCATCCACCCTGGAGTTGCCA), Adam10 (F: 

TGCACCTGTGCCAGCTCTGATG, R: GATAGTCCGACCACTGAACTGC). 

 

4.5 ANÁLISES HISTOPATOLÓGICAS E QUANTIFICAÇÃO DE HEMOZOÍNA NO 

FÍGADO 

 

Amostras de fígados de camundongos C57BL/6 e Axl -/- não infectados 

infectados por Pc foram coletados no 6, 8  e 10 dpi e fixados em tampão PBS1x 

formalina (10%) pH = 7,2 por 24 horas em temperatura ambiente. Após este período, 

as amostras foram adicionadas à solução de etanol 70% e mantidas até o 

processamento. Em seguida, seguiram-se etapas de desidratação e clarificação 

utilizando álcool 80% (30 minutos), álcool 90% (30 minutos), álcool absoluto (4 

sequências de 30 minutos), xilol (2 sequências de 30 minutos e 1 de 60 minutos). As 

amostras foram então incorporadas em parafina, seccionadas em 5 μm de espessura 

e  coradas com hematoxilina e eosina (HE). A análise histopatológica foi conduzida 

no microscópio de luz Olympus BX53 equipado com a câmera Olympus DP74. 

Para a quantificação de hemozoína presente nas lâminas coradas por HE, a 

metodologia seguida foi uma adaptação de Frita e colaboradores, 2012. Houve a 

identificação do pigmento a partir da seleção de pixels correspondentes à coloração 

marrom característica nas imagens (n = 5) de cada amostra de tecido. A medida 

realizada foi feita pelo software Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc) e 

expresso em porcentagem (%) da área total (número total de pixels).  

 

4.6 IMUNOFENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO  

 

 Amostras de baço e fígado foram obtidas de camundongos C57BL/6 e Axl -/-  

não infectados e infectados por Pc. Para as análises dos esplenócitos, as amostras 

de baço foram maceradas em um filtro Cell Strainer (Corning, cat. 431752) de 100 μm 

e lavadas com tampão ACK (0,15 M NH4Cl, 0,01M KHCO3 e 0,0001 M de EDTA 

dissódico) para a lise das hemácias presentes. Ao final, as células foram 
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ressuspendidas e mantidas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, cat. 11875119) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Já as amostras de fígado foram 

fragmentadas com tesoura histológica e em seguida incubadas com 5 mg de 

colagenase (Sigma-Aldrich, cat. C2139-1G)/órgão a 37°C por 30 minutos. Após este 

período, as amostras foram maceradas em um filtro Cell Strainer (Corning, cat. 

431752) e 100 μm, adicionadas à 20 mL de Percoll 40% (Percoll 100% (9:1 Percoll 

(Cytiva, cat. 17089101): PBS 10x) e PBS 1x) e submetidas à centrifugação por 30 

minutos, 25º C, sem aceleração e freio. Os leucócitos foram separados dos 

hepatócitos (são depositados ao fundo do tubo) e em seguida são lavados com 

tampão ACK para a remoção das hemácias. Por fim, as células também foram 

ressuspendidas e mantidas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, cat. 11875119) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). A concentração celular de ambas 

as amostras foi verificada por análise na câmara de Neubauer. 

Para a marcação de anticorpos para análise em citômetro de fluxo, inicialmente 

as células foram coradas com Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit (BV510, Biolegend, 

cat. 423101) para a análise da viabilidade celular por 15 minutos na temperatura 

ambiente, protegido da luz. Logo após as células foram incubadas com o anticorpo 

anti-mouse CD16/CD32 (Invitrogen, cat. 14-0161-82) por 20 minutos à 4º C,  a fim de 

evitar possíveis ligações inespecíficas dos anticorpos ao receptor Fc presente nos 

leucócitos. Em seguida, foram utilizados os anticorpos específicos para a 

caracterização das populações celulares de linhagem mieloide e linfoide: CD11b 

(APC-Cy7, clone: M1/70, Biolegend, cat. 101226, 1:100), CD11c (AF-700, clone: 

N4168, Biolegend, cat. 117320, 1:100), CD11c (Pe-cy7, clone: N418, Biolegend, cat. 

117318, 1:200), F4/80 (APC, clone: BM8, Biolegend, cat. 123116, 1:200),  F4/80 

(BB700,  clone: T45-2342, BD, cat. 746070, 1:200), CD209 (AF-488, clone: MMD3, 

cat.), CD209 (BV786, clone: 5H10, BD cat. 741023, 1:200) Ly6c (PERCP, clone: 

HK1.4, Biolegend, cat. 128028 1:200), Ly6c (BV711, clone: HK1.4, Biolegend, cat. 

128037, 1:200), Ly6g (FITC, clone: 1A8, Biolegend, cat. 127606, 1:200), Ly6g (PE, 

clone: 1A8, Biolegend, cat. 127608, 1:200), NK1.1 (BV711, clone: PK136, Biolegend, 

cat. 108745, 1:200), Axl (APC, clone MAXL8DS, Thermofisher, cat. 17-1084-82, 

1:100), IA/IE (PB, clone: M5/114.15.2, Biolegend, cat. 107620, 1:200), IA/IE (AF-488, 

clone: M5/114.15.2, Biolegend, cat. 107616, 1:200), TNF (APC, clone: MP6-XT22, 

Biolegend, cat. 506308, 1:100), CD45 (Pe-cy7, clone: 30-F11, BD, cat. 552848, 

1:100), Tim-4 (Pe-cy7, clone: RMT4-54, Biolegend, 130010, 1:200), CD8a (BV421, 
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clone: 53-6.7, Biolegend, cat. 100737, 1:100), CD4 (BV605, clone: RM4-5, Biolegend, 

cat. 100548), TCRβ (APC-cy7, cat.), CD19 (BV421, clone: 6D5, Biolegend, cat. 

115538, 1:200), CD44 (PERCP/Cy5.5, clone: IM7, Biolegend, cat. 103032., 1:200), 

CD62L (FITC, clone: MEL-14, Biolegend, cat. 104406, 1:200), Granzima B (AF-647, 

clone: GB11, Biolegend, cat. IC18341A, 1:100), Perforina (PE-Dazzle 594, clone: 

S16009A, Biolegend, cat. 154316, 1:100), Tbet (PE, clone: 4B10, Invitrogen, cat. 12-

5825-82, 1:100),  por 30 minutos a 4°C. Para as marcações com anticorpos de 

moléculas intracelulares e intranucleares, as células foram fixadas e permeabilizadas 

com o kit True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set (Biolegend, cat. 424401). 

Todos os anticorpos foram titulados previamente à utilização para a obtenção da 

concentração ideal em cada tipo de amostra (baço e fígado) e citômetro de fluxo. 

 As amostras foram adquiridas no citômetro de fluxo BD FACSymphony™ A1 

e A5 e analisadas no software FlowJo™ v10 (BD Biosciences). No software, todas as 

amostras passaram pelo controle de qualidade utilizando o plugin flowAI (GIANNI 

MONACO et al, 2016). A seleção das populações com determinados marcadores 

seguiu a partir da exclusão inicial de doublets (FSC-H x FSC-A) e células mortas 

(positivas para o marcador de viabilidade).  

 

4.7 ENSAIO DE EFEROCITOSE 

 

Para o ensaio de eferocitose, amostras de baço de camundongos C57BL/6 e 

Axl -/- infectados e não infectados no 8 dpi foram processadas como descrito 

anteriormente. Os esplenócitos obtidos (2x106/poço) foram incubados em uma placa 

de 96 poços por 1 hora à 37º C e 5% CO2 com iRBCs (proporção de 1:1). Para a 

obtenção de iRBCs purificadas, o sangue total de camundongos C57BL/6 infectados 

com Pc foi adicionado à uma solução de 5 mL de Percoll 74% (Percoll 100% (9:1 

Percoll (Cytiva, cat. 17089101): PBS 10x) e PBS 1x) e submetidos à centrifugação 

por 2500g, 30 minutos, 25º C sem aceleração e sem freio em tubos cônicos de 

centrifução de 15 mL. As iRBCs formam um anel na parte superior do tubo e estas 

foram retiradas e a pureza foi confirmada por esfregaço sanguíneo seguido de 

coloração hematológica por panótico rápido. Foram utilizadas iRBCs com pureza total 

ou maior que 70%. As iRBCs foram coradas previamente à incubação com 

CellTrackerTM (Invitrogen, cat. C34552) seguindo as instruções do fabricante. Para a 

confirmação do perfil apoptótico das iRBCs, alíquotas foram retiradas e marcadas 
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com Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit (Biolegend, cat. 423101) e Anexina V (Cy5, 

BD, cat. 559934) na concentração de 1:50 em tampão de anexina 1x (10x: HEPES 

0,1 M, NaCl 1,4M, CaCl2  2,5 M, pH = 7,4)) por 20 minutos, em temperatura ambiente 

e protegido da luz.   

Após o período de incubação, as células foram lavadas com tampão ACK para 

remover as iRBCs não fagocitadas e marcadas com anticorpos de superfície para a 

caracterização das células seguindo o protocolo anteriormente descrito. As amostras 

foram adquiridas no Analisador de Células BD FACSymphony™ A1 e analisadas no 

Software FlowJo™ (BD Biosciences). A eferocitose foi analisada observando as 

determinadas populações celulares com seus respectivos marcadores sendo 

positivas também para a fluorescência exibida pelas iRBCs coradas. 

 

4.8 DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS NO PLASMA 

 

Os níveis de IL-6, TNF, IL-10, IFN-γ e CCL2 foram avaliados no plasma de 

camundongos C57BL/6 e Axl -/- não infectados e infectados por Pc usando o kit BD™ 

Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation (BD, cat. 552364) seguindo as 

instruções do fabricante. As amostras foram adquiridas no citômetro BD™ Accuri C6 

Plus e analisadas no software FCAP Array™.   

 

4.9 DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE HEMOZOÍNA NO PLASMA 

  

 A quantificação de hemozoína no plasma de camundongos e Axl -/- não 

infectados e infectados por Pc foi feita a partir da detecção do grupo heme livre pelo 

kit Heme Assay (Sigma-Aldrich, cat. MAK316) seguindo as instruções do fabricante. 

 

4.10  QUANTIFICAÇÃO DE AXL E MERTK SOLÚVEIS  NO PLASMA POR ELISA 

 

 A quantificação de sAxl e sMertk no plasma foi feita por ELISA utilizando o kit 

Mouse Axl DuoSet (R&D, cat. DY854) e Mouse Mert DuoSet (R&d, cat. DY591) 

seguindo as instruções do fabricante. 

 

4.11 QUANTIFICAÇÃO DE IGG TOTAL ANTI-PLASMODIUM CHABAUDI NO 

PLASMA POR ELISA 
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 Para a quantificação de IgG total específico para Pc, utilizou-se da técnica de 

ELISA direto. Inicialmente, houve a purificação de extrato de Pc para a obtenção de 

antígenos. O protocolo seguido foi adaptado de Mota et al (1998) e Muxel (2011). O 

sangue de camundongos C57BL/6 infectados com Pc foi coletado no 8 dpi em tubos 

heparinizados e houve a purificação de iRBCs utilizando de centrifugação com Percoll 

74% (2500g, 30 minutos, temperatura ambiente, sem freio e aceleração). As iRBCs 

foram lavadas com PBS 1x e em seguida foram incubadas com solução de saponina 

(0,05% saponina em PBS1x) por 7 minutos à 37º C. As amostras foram submetidas 

à centrifugação e o sedimento foi lavado com PBS 1x. Em sequência, foi adicionado 

100 uL de solução de Triton X-100 (1% Triton X-100, 5 mM EDTA e 100 mM Tris-HCl, 

pH = 8,0) por 5 minutos em temperatura ambiente. Uma nova centrifugação em 

rotação máxima (14.000 g) por 10 minutos à 4º C foi realizada e o sobrenadante foi 

quantificado utilizando o kit Pierce™ BCA Protein Assay Kits (cat. 23225) seguindo 

as instruções do fabricante.   

 O extrato de Pc obtido foi utilizado para fazer a sensibilização de placas de alta 

afinidade específicas para ELISA na concentração de 8 μg/mL por 16 horas à 4º C. 

As placas foram lavadas com solução de PBS-T (0,05% Tween 20 em PBS 1x) e 

bloqueadas com solução de PBS-BSA (2% BSA em PBS 1x) por 2 horas à 37º C. As 

placas foram novamente lavadas com solução de PBS-T e foi adicionado 50 μL de 

amostra de soro diluída (1:10 e 1:50) por 1 hora à 37ºC. A seguir, houve uma nova 

lavagem em PBS-T e foi adicionado o anticorpo secundário anti-IgG total (Southern 

Biotech, cat. 1030-07) (1:5000) por 1 hora à 37º C. As placas foram lavadas com PBS-

T e foi adicionado 100 uL de solução de substrato TMB (Biolegend, cat. 42101) e 

incubado por 20-25 minutos em temperatura ambiente e protegido da luz. Logo após, 

foi adicionado 50 μL de solução de parada (1:20 H2SO4  em água destilada). O 

resultado foi analisado por meio da medição espectrofotométrica à 450 nm. 

 

4.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todas as análises estatísticas e os gráficos representativos foram realizados 

no software GraphPad Prism 8. As comparações entre os grupos foram analisadas 

utilizando o teste one-way ANOVA, two-way ANOVA e teste t Student dependendo 

da distribuição dos dados. Diferenças foram consideradas estatisticamente 

significativas com um valor-p inferior a 0,05 (p < 0,05) e foram representadas nos 



 

39 

gráficos pelo símbolo * ou ns (não significativo). Os desvios padrão também foram 

representados em cada gráfico. 

5. RESULTADOS  

5.1 A VIA DE SINALIZAÇÃO JAK/STAT MEDIADA POR AXL É INDUZIDA DURANTE 

A INFECÇÃO POR Pc NO BAÇO E NO FÍGADO  

Inicialmente, avaliamos se durante a infecção por Pc, há a ativação da 

sinalização JAK/STAT induzida pelos receptores TAM. Para isto, foi realizada uma 

análise da variação da transcrição de genes relacionados à esta via por RNAseq 

durante o pico da infecção por Pc (8 dpi) no baço e no fígado - órgãos centrais nas 

respostas imunes neste contexto (Figura 6). 

 

Figura 6. A via de sinalização JAK/STAT é induzida durante a infecção por Pc.  A. Expressão de 

RNAm dos receptores TAM e seus genes associados na via de sinalização JAK/STAT no fígado total 

(azul) e no baço total (vermelho) em camundongos C57BL/6 não infectados e infectados com Pc. Os 

camundongos foram infectados com 105 iRBCs/animal via intraperitoneal e as amostras foram 

coletadas no 8 dpi. Disponibilidade dos dados de RNAseq: GEO 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE109908), número de acesso GEO: 

GSE109908. O eixo Y representa -log10 do valor de P resultante de teste-T de variação da expressão 

gênica entre os grupos controle e infectado, e o eixo X representa o log2 dos valores de fold change 

resultantes da razão entre a expressão gênica dos grupos infectado/controle.  

Há uma regulação positiva de Axl, Mertk e Tyro3 no baço e no fígado em 

resposta à infecção por Pc  (Figura 6). Uma vez ativados, os receptores TAM iniciam 

uma cascata de sinalização que culmina na fosforilação do STAT1 e de seus domínios 

citoplasmáticos, induzindo a transcrição das proteínas SOCS1 e SOCS3 - que 

também são reguladas positivamente no contexto da infecção (Figura 6). 
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Essa ativação também altera a sinalização de citocinas, como de IFN-I 

mediado por IFNAR, causando sua inibição. Embora haja um aumento na transcrição 

gênica desse receptor no fígado e no baço, JAK1 e Tyk2 estão regulados 

negativamente. Essas moléculas são recrutadas pelo IFNAR ativado e, em seguida, 

são fosforiladas e ativam sua via de sinalização (KLINE; KITAGAKI, 2006). Uma vez 

que a ativação dos receptores TAM inibe a sinalização do IFNAR, a regulação 

negativa de JAK1 e Tyk2 e a regulação positiva de STAT1, SOCS1 e SOCS3 sugerem 

a ativação de JAK/STAT durante a infecção por Pc (Figura 6).  

Gas6 e ProS são os ligantes mais caracterizados dos receptores TAM e são 

capazes de mediar sua ligação às moléculas de PtdSer (LEMKE, 2013). Como 

mencionado anteriormente, esses receptores possuem padrões distintos e dinâmicos 

de ligação e ativação por essas moléculas, interagindo de maneira única, dependendo 

do tipo celular, disponibilidade do ligante e sua afinidade (LEMKE; ROTHLIN, 2008; 

LEMKE, 2013; TSOU et al, 2014). A expressão gênica de Gas6 é mais pronunciada 

durante a ativação dessa sinalização, especialmente no baço (Figura 6). 

As citocinas como TNF e IL-10 também fazem parte da imunomodulação 

mediada pela ativação dos receptores TAM, uma vez que foi descrita a inibição de 

citocinas pró-inflamatórias, como o TNF, e a indução de citocinas anti-inflamatórias, 

como a IL-10, através da regulação positiva de SOCS1 e SOCS3 (SHIBATA et al, 

2022; BURSTYN-COHEN; MAIMON, 2019). No entanto, ambas as citocinas são 

aumentadas em ambos os órgãos, especialmente TNF. Durante a infecção por 

Plasmodium sp., o aumento da produção de ambas as citocinas é caracterizado, pois 

estão relacionadas à patogênese e resolução da inflamação da doença (GRAU et al, 

1989; KUMAR et al, 2018). Embora essa sinalização induza SOCS1 e SOCS3, a 

transcrição dos genes do TNF e IL-10 não é estritamente regulada por essas vias e 

não é afetada por essa ativação no baço e no fígado (Figura 6). 

A observação do aumento da transcrição de ADAM17 e ADAM10 (Figura 6) 

também é um indicativo da indução da via JAK/STAT mediada por receptores TAM.  

Essas proteínas são responsáveis pela clivagem dos domínios extracelulares dos 

receptores TAM após sua ativação, liberando porções solúveis (por exemplo, sAXL e 

sMertk) com alta afinidade pelos ligantes (Gas6 e Pros). Essas porções solúveis 

competem com as formas membranares dos receptores TAM, controlando sua 
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sinalização (RANTA; KUMAR, 2020). A concentração destas formas solúveis no 

plasma é utilizado como um biomarcador da sinalização por estes receptores - visto 

que seu aumento se relaciona com uma alça de retroalimentação negativa estimulada 

durante a ativação (RANTA; KUMAR, 2020). 

Portanto, para identificar a ativação destes diferentes receptores TAM -  

estreitando a análise para os principais receptores vinculados ao sistema imune Axl 

e Mertk - o próximo passo foi quantificar a forma solúvel destes receptores no plasma 

de grupos de camundongos C57BL/6 não infectados e infectados com Pc (Figura 7A 

e B, respectivamente). Ainda, foi incluído na análise, grupos de animais Axl -/- e Mertk 

-/- para investigar a relação entre ambos - visto que possuem papéis sobrepostos, 

ainda que descritos em contextos diferentes. Há um aumento significativo de sAxl no 

plasma de animais C57BL/6 e Mertk -/- infectados em relação aos grupos controle 

(Figura 7A). Não há alteração significativa de sMertk entre os grupos selvagens 

controle e infectado (Figura 7B). No entanto, há um aumento desta forma solúvel na 

ausência de Axl  (Figura 7B). 

Visto que essa via é pleiotrópica, sendo induzida por diferentes estímulos 

inflamatórios (RAWLING et al, 2004) e os genes dos três receptores estão regulados 

positivamente durante a infecção - houve uma investigação a fim de identificar qual a 

contribuição de Axl para o fenótipo observado. Para isto, avaliamos a transcrição das 

principais moléculas induzidas nesta via - STAT1, SOCS1 e SOCS3 - no fígado de 

animais Axl -/- (Figura 7C). Na ausência do receptor Axl, há uma diminuição na 

indução da transcrição de RNAm dessas moléculas (Figura 7C). Portanto, a 

regulação positiva observada da via de sinalização JAK/STAT durante a infecção por 

Pc é induzida  pelo receptor Axl.  
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Figura 7. O receptor Axl é ativado durante a infecção por Pc e regula a via de sinalização 

JAK/STAT. A. Quantificação de Mertk solúvel (sMertkl) no plasma. O eixo Y representa os valores de 

concentração (pg/mL) e o eixo X representa os grupos de camundongos (barras cinzas - grupo controle 

C57BL/6, barras vermelhas - C57BL/6 infectado com Pc, barras amarelas - grupo Mertk -/- controle e 

barras roxas - Mertk -/- infectado com Pc) B.  Quantificação de Mertk solúvel (sMertkl) no plasma. O 

eixo Y representa os valores de concentração (pg/mL) e o eixo X representa os grupos de 

camundongos (barras cinzas - grupo controle C57BL/6, barras vermelhas - C57BL/6 infectado com Pc, 

barras azuis - grupo Axl -/- controle e barras verdes - Axl -/- infectado com Pc).  C. Expressão relativa 

de genes (2-ΔΔCT) por RT-qPCR de Stat1, Socs1 e Socs3 . O eixo Y representa os valores 2-ΔΔCT e o 

eixo X representa os grupos de camundongos (barras cinzas - grupo controle C57BL/6, barras 

vermelhas - C57BL/6 infectado com Pc, barras azuis - grupo Axl -/- controle e barras verdes - Axl -/- 

infectado com Pc) (*, ** e *** = p < 0,05; ns = não significativo). Representativos de dois experimentos 

independentes. 

Portanto, nosso dados demonstram que durante a infecção por Pc, há um 

aumento da expressão gênica dos receptores TAM e de moléculas envolvidas na via 

de sinalização JAK/STAT durante a infecção por Pc no baço e no fígado. Ainda, 

identificamos um aumento de sAxl no plasma, sinalizando a ativação deste receptor 

neste contexto e este, por sua vez, induz a regulação positiva observada da via 

JAK/STAT. 
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5.2 A EXPRESSÃO DO RECEPTOR AXL É INDUZIDA NAS PRINCIPAIS 

POPULAÇÕES DE CÉLULAS MIELOIDES FAGOCÍTICAS DURANTE A INFECÇÃO 

POR Pc 

 

Uma vez que a sinalização JAK/STAT por Axl é ativada no baço e no fígado - 

e é bem conhecido que está principalmente associada às células mieloides - a 

segunda questão levantada foi se essa ativação era observada em populações 

específicas dentro da linhagem mieloide. A expressão de Axl foi analisada em 

populações de células mieloides fagocíticas envolvidas nas respostas imunes ao 

Plasmodium sp. dentro do baço: monócitos (CD11b+ F4/80+ DC-SIGN-), células 

dendríticas convencionais (cDCs) (CD11b- CD11c+ MHCII+ DC-SIGN-) e células 

dendríticas derivadas de monócitos (MO-DCs) (CD11b+ CD11c+ MHCII+ DC-SIGN+) 

de camundongos C57BL/6 infectados com Pc (8 dpi) (Figura 8). 

Em todas as populações de células da linhagem mielóide observadas  - 

monócitos, células dendríticas (MO-DCs e cDCs e neutrófilos) - houve um aumento 

na expressão do receptor Axl durante a infecção, com diferença significativa em 

relação aos grupos de controle (Figura 8). As MODCs possuíram a maior alteração 

na mediana de intensidade fluorescência (MFI, do inglês median fluorescence 

intensity) após a infecção com Pc entre as populações observadas, aumentando 

drasticamente (Figura 8B e F).  

 
  

Figura 8. A expressão do receptor Axl é induzida em populações de células dendríticas (cDCs 

e MO-DCs) e monócitos durante a infecção por Pc. A. Estratégia de seleção de populações 
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celulares. As células foram primeiramente selecionadas como CD11b+ F4/80+ e depois como DC-

SIGN+ e MHCII+ para a identificação de monócitos e células dendríticas derivadas de monócitos, 

respectivamente. B - C Histogramas representativos (n=3) da expressão de Axl nas células CD11b+ 

F4/80+ DC-SIGN+ MHCII+ (MO-DCs) e CD11b+ F4/80+ DC-SIGN- MHCII- (MOs), respectivamente.  

A cor cinza representa o grupo de controle (não infectado) e a cor vermelha representa os 

camundongos infectados com Pc.  D. Estratégia de seleção de populações celulares. As células 

também foram selecionadas como CD11b- CD11c+ MHCII+ (cDCs) para identificar células dendríticas 

convencionais. E. Histogramas representativos (n=3) da expressão de Axl nas células CD11b- CD11c+ 

MHCII+. A cor cinza representa o grupo de controle (não infectado) e a cor vermelha representa os 

camundongos infectados com Pc. F. Mediana de fluorescência (MFI) da expressão de Axl. As barras 

cinzas representam o grupo de controle (camundongos C57BL/6 não infectados) e as barras vermelhas 

representam os camundongos infectados com Pc (C57BL/6 Pc). (*, ** = p <0,05). Representativo de 

três experimentos independentes. 

 

Para avaliar se o aumento da expressão de Axl, assim como a sua ativação 

(Figura 6A), é independente de Mertk, essa mesma variação foi analisada em 

animais Mertk -/- (Figura 9). Na ausência do receptor Mertk, o Axl ainda é induzido 

durante a infecção por Pc em todas as populações de células fagocíticas (CD11b+ 

F4/80+ DC-SIGN- MHCII-, CD11b+ F4/80+ DC-SIGN+ MHCII+ e CD11b- CD11c+ 

MHCII+) (Figura 9A, B e C). 

 

 

Figura 9. O perfil de expressão de Axl durante a infecção por Pc é mantido na ausência de Mertk. 

A - C. Histograma representativo (n=4) da expressão de Axl nas populações (A) CD11b+ F4/80+ DC-

SIGN+ MHCII+, (B) CD11b+ F4/80+ DC-SIGN- MHCII-, (C) CD11b- CD11c+ MHCII+. A cor cinza 

representa o grupo de controle (não infectado) e a cor vermelha representa os camundongos 

infectados com Pc. Os gráficos superiores correspondem à animais C57BL/6 e inferiores à Mertk -/-. 

Representativo de dois experimentos independentes.  
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Em conjunto, nossos resultados demonstram que a infecção por Pc regula 

positivamente a expressão de Axl em MO-DCs (CD11b+ F4/80+ DC-SIGN+ MHCII+), 

MOs (CD11b+ F4/80+ DC-SIGN- MHCII-) e cDCs (CD11b- CD11c+ MHCII+) e este 

aumento é mantido mesmo na ausência do receptor Mertk. 

 

5.3 A SINALIZAÇÃO MEDIADA A PARTIR DO RECEPTOR AXL CONTRIBUI PARA 

O ESTABELECIMENTO DA INFECÇÃO POR Pc NAS RBCS  

 

Como descrito anteriormente, o receptor Axl medeia a sinalização JAK/STAT 

especialmente nos monócitos (CD11b+ F4/80+ DC-SIGN-), cDCs (CD11b- CD11c+ 

MHCII+ DC-SIGN-) e MODCs (CD11b+ CD11c+ MHCII+ DC-SIGN+) no baço e no 

fígado durante a infecção pelo Pc. Visto que há a indução desta via, nosso próximo 

passo foi avaliar o papel dela frente a esta infecção. 

Para isto, foram analisados o peso corporal, a temperatura retal e a parasitemia 

no sangue foram analisados em camundongos C57BL/6 e Axl -/- até a resolução da 

inflamação (ou seja, diminuição total de parasitos no sangue) (Figura 10 e 11). 

 
Figura 10. Na ausência de Axl, os camundongos C57BL/6 apresentam menor parasitemia e lise 

de iRBCs em relação aos selvagens no pico da infecção por Pc. A. Cinética de infecção com Pc 

em C57BL/6 (linha vermelha) e camundongos Axl -/- (linha verde) durante 20 dias. O eixo Y representa 

a parasitemia (%) no sangue e o eixo X representa os dias após a infecção (dpi). A linha pontilhada 

indica uma reinfecção realizada após 30 dpi. Representativo de 6 experimentos independentes. B. 

Foto ilustrativa do plasma de animais controle e infectados com Pc dos grupos C57BL/6 e Axl -/-. C. 

Quantificação de grupo heme livre no plasma. O eixo Y representa a concentração de heme livre (μM) 

e o eixo X representa os grupos (barras cinzas - grupo controle C57BL/6, barras vermelhas - C57BL/6 

infectado com Pc, barras azuis - grupo controle Axl -/- controle, barras verdes - Axl -/- infectado com 

Pc). Representativo de quatro experimentos independentes.  

 

Os camundongos selvagens apresentaram o pico de parasitemia no 8 dpi, com 

30-40% de iRBCs. No entanto, os camundongos Axl -/- apresentaram 15-25% de 

iRBCs no mesmo período. No 10 dpi, os camundongos nocautes também 
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apresentaram diferença significativa na parasitemia, com níveis mais baixos (Figura 

10A e B).  

Realizamos também uma segunda infecção após 30 dpi, a fim de investigar 

possíveis alterações na cinética de reinfecção de Pc em comparação aos 

camundongos do tipo selvagem. Mais especificamente, a intenção era avaliar 

possíveis alterações na indução de respostas imunes adaptativas relacionadas à 

memória. No entanto, não houve diferença significativa na indução de células de 

memória após a infecção por Pc. Em ambos os grupos - C57BL/6 e Axl -/-, os 

camundongos apresentaram resistência à reinfecção (Figura 10A).  

 A replicação intensa dos merozoítos dentro das RBCs leva à lise destas células 

e a liberação de seus componentes - como do grupo heme livre, proveniente da 

metabolização da hemoglobina pelo Plasmodium sp. (RAPIDO, 2017; SCOVINO et 

al, 2022). O plasma de animais infectados com Pc - principalmente no 8 dpi - possui 

coloração avermelhada e grande concentração de grupo heme. Logo, a sua 

quantificação é também uma maneira de avaliar a densidade parasitária. No 8 dpi, 

verificamos que na ausência de Axl, os animais possuem uma menor concentração 

de heme no plasma, que pode ser observado macroscopicamente - com uma 

coloração avermelhada menos expressiva (Figura 10B e C).  

No entanto, essas diferenças não foram observadas no desenvolvimento dos 

principais sintomas clínicos, como perda crescente de peso corporal e hipotermia, até 

o pico da parasitemia. Nos dois grupos infectados, os animais apresentaram o mesmo 

fenótipo em relação a esses parâmetros (Figura 11A e B). Os níveis mais baixos de 

parasitemia em camundongos Axl -/- não se correlacionaram com perda de peso 

corporal e hipotermia no 8 e 10 dpi. 

 

 



 

47 

 
 

Figura 11. Axl não interfere na perda de peso corporal e na hipotermia causada pela infecção 

por Pc em camundongos C57BL/6. A. Temperatura retal de camundongos C57BL/6 (linha vermelha) 

e Axl -/- (linha verde) durante 20 dpi com Pc. O eixo Y representa a temperatura retal (ºC) e o eixo X 

representa os dias após a infecção (dpi). B. Perda de peso corporal de camundongos C57BL/6 (linha 

vermelha) e Axl -/- (linha verde) durante 20 dpi com Pc. O eixo Y representa o peso corporal (% em 

relação ao primeiro dia de infecção) e o eixo X representa os dias após a infecção (dpi). Representativo 

de três experimentos independentes.  

 

Para avaliar o impacto na inflamação sistêmica também foi realizada a 

quantificação de citocinas no plasma. Já foi demonstrado que níveis elevados de TNF, 

IL-6 e IL-10 podem estar correlacionados com uma forma mais grave de malária. 

Essas diferentes citocinas podem apresentar diferentes padrões de imunorregulação 

e contribuições diferenciais diante de uma resposta inflamatória (RODRIGUES-DA-

SILVA et al., 2014; WILAIRATANA et al., 2022). A concentração plasmática das 

principais citocinas inflamatórias - TNF, IL-10, IL-6, CCL2 e IFN-γ - foram avaliadas 

em camundongos Axl -/-  nos dias 6, 8 e 10 após a infecção (Figura 12). 
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Figura 12. Os níveis de citocinas sistêmicas são reduzidos no pico da infecção por Pc na 

ausência do receptor Axl. A - N. Concentração de citocinas plasmáticas. O eixo Y representa a 

concentração no plasma (pg/mL) e o eixo X representa os grupos (Barras cinzas - C57BL/6, barras 

vermelhas - C57BL/6 Pc, barras azuis - Axl -/- e barras verdes - Axl -/- Pc). As citocinas analisadas 

foram TNF, IL-10, IFN-γ, CCL2 e IL-6, respectivamente. A - E. 6º dpi. F - J. 8º dpi. K - N. 10º dpi. (*, **, 

***, **** = p <0,05; ns = não significativo). Representativo de dois experimentos independentes.  

 

Não foram observadas diferenças significativas nos níveis de citocinas 

inflamatórias sistêmicas nos dias 6 (Figura 12A à E) e 10 (Figura 12K - e N) após a 

infecção em ambos os grupos. No entanto, na ausência do receptor Axl, ocorre uma 

diminuição significativa nos níveis de TNF, IL-10, IL-6, CCL2 e IFN-γ no 8 dpi (Figura 

12F à J).  

Com esses dados podemos concluir que os camundongos Axl -/- apresentam 

menor parasitemia no pico da infecção por Pc mas ainda são afetados pela perda de 

peso corporal e hipotermia da mesma maneira que o grupo selvagem. O controle da 

parasitemia no 8 dpi refletiu em níveis reduzidos de citocinas inflamatórias no plasma 

em Axl -/-. 
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5.4  O RECEPTOR AXL MEDEIA A EFEROCITOSE DE IRBCS POR MOs, cDCs e 

MO-DCs 

 

Uma vez que o receptor Axl é regulado positivamente em células fagocíticas 

diante da infecção por Pc e camundongos Axl -/- e Mertk -/- possuem menor 

parasitemia no pico da infecção houve uma investigação a fim de caracterização a 

mediação da fagocitose de iRBCs por estes receptores - e se possivelmente teria 

relação com o fenótipo observado. Essa prerrogativa se baseia na afirmação de que  

a eferocitose pode ser benéfica ou prejudicial ao hospedeiro, dependendo do 

patógeno (BOSURGI; ROTHLIN, 2021). As iRBCs expressam PtdSer na porção 

externa da membrana celular e por isso, podem ser fagocitadas por receptores de 

eferocitose (BOULET et al, 2018; EDA; SHERMAN, 2002). Para isto, esplenócitos de 

camundongos C57BL/6 e Axl -/- foram incubados com iRBCs previamente marcadas 

com CellTracker. Antes da incubação, amostras de iRBCs foram marcadas com 

Anexina-V para confirmar a expressão de PtdSer (Figura 13A e B).  

A eferocitose de iRBCs foi determinada pela avaliação das populações que 

expressam Axl (Figura 8) de monócitos (CD11b+ F4/80+ DC-SIGN-), cDCs (CD11b- 

CD11c+ MHCII+ DC-SIGN-) e MODCs (CD11b+ CD11c+ MHCII+ DC-SIGN+) positivas 

para o marcador das iRBCs (Figura 13C à E). 
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Figura 13. O receptor Axl medeia a eferocitose de iRBCs em MOs, MO-DCs e cDCs. A. 

Dotplot representativo da confirmação da exposição de PtdSer (Anexina-V+) em RBCs controle e 

iRBCs. B. MFI de Anexina-V em RBCs controle e iRBC. O eixo Y representa os valores de MFI e o 

eixo X representa os grupos (barras cinzas - RBCs e barras vermelhas - iRBCs). C - E. Histogramas 

representativos das populações celulares selecionadas CD11b+ F4/80+ DC-SIGN+ MHCII+, CD11b+ 

F4/80+ DC-SIGN- MHCII- e CD11b- CD11c+ MHCII+, respectivamente, expressando o marcador 

usado em iRBC (Cell Tracker). Embaixo, os respectivos gráficos da MFI do marcador de iRBCs em 

cada população correspondente acima (* = p <0,05; ns = não significativo). Representativo de dois 

experimentos independentes.  

 

 

Em todas as populações celulares analisadas (Figura 13C - E), foi identificado  

um aumento na eferocitose de iRBCs por células provenientes de camundongos 

infectados com Pc. No entanto, as células de animais Axl -/-  - ainda que infectados -  

não apresentaram aumento significativo na eferocitose de iRBCs, mantendo-se 

similar à seu nível basal nos animais controle (Figura 13C - E).  
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Portanto, esses resultados demonstram que na ausência de Axl, a eferocitose 

de iRBCs por monócitos (CD11b+ F4/80+ DC-SIGN- MHCII-), cDCs (CD11b- CD11c+ 

MHCII+ DC-SIGN-) e MO-DCs (CD11b+ CD11c+ MHCII+ DC-SIGN+) é diminuída 

quando comparado aos selvagens. 

 

5.5 A AUSÊNCIA DE AXL LEVA À UM AUMENTO NA FREQUÊNCIA DE cDCs 

ESPLÊNICAS 

 

Os camundongos Axl -/- apresentam menores níveis de parasitemia e menor 

lise de iRBCs no 8 dpi, assim como menores níveis de citocinas inflamatórias 

plasmáticas. Para investigar a modulação da resposta imunológica atrelada à este 

receptor frente à este fenótipo de melhor controle no pico da infecção, inicialmente, 

foi realizada uma caracterização quantitativa e qualitativa de populações de células 

mielóides fagocíticas envolvidas nas respostas imunes à infecção por Pc como os 

monócitos (CD11b+ F4/80+ DC-SIGN-), cDCs (CD11b- CD11c+ MHCII+ DC-SIGN-) e 

MODCs (CD11b+ CD11c+ MHCII+ DC-SIGN+) em relação à frequência em células 

vivas totais e número total por órgão (Figura 14) nos animais Axl -/-. 

 

Figura 14. A frequência de células CD11b- CD11c+ MHCII+ aumenta na ausência do receptor 

Axl. A. Frequência em células vivas e  número total de células CD11b+ F4/80+ DC-SIGN+ MHCII+ por 

baço. O eixo Y representa a frequência em células vivas (%) e o eixo X representa os grupos (Barras 

cinzas - C57BL/6, barras vermelhas - C57BL/6 Pc, barras azuis - Axl  -/ - e barras verdes - Axl  -/ - Pc). 
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B. Frequência em células vivas e  número total de células CD11b+ F4/80+ DC-SIGN- por baço. O eixo 

Y representa a frequência em células vivas (%) e o eixo X representa os grupos (Barras cinzas - 

C57BL/6, barras vermelhas - C57BL/6 Pc, barras azuis - Axl  -/- e barras verdes - Axl  -/- Pc). C. Dotplot 

representativo das populações de cDCs (CD11b- CD11c+ MHCII+) em camundongos C57BL/6 e Axl -/- 

infectados com Pc. D. Frequência em células vivas e  número total de células CD11b+ F4/80+ DC-

SIGN- por baço. O eixo Y representa a frequência em células vivas (%) e o eixo X representa os grupos 

(Barras cinzas - C57BL/6, barras vermelhas - C57BL/6 Pc, barras azuis - Axl  -/- e barras verdes - Axl  -

/- Pc). CD11b- CD11c+ MHCII+. (*, ** = p < 0,05; ns = não significativo). Representativo de três 

experimentos independentes.  

 

Em camundongos Axl -/- infectados houve um aumento significativo na 

frequência de cDCs (CD11b- CD11c+ MHCII+ DC-SIGN-) em relação à C57BL/6 

infectados (Figura 14C e D). No entanto, não houve diferença significativa entre as 

populações de camundongos infectados C57BL/6 e Axl -/- em relação ao número total 

destas células no baço (Figura 14C). As populações de monócitos (CD11b+ F4/80+ 

DC-SIGN- MHCII-) e MO-DCs (CD11b+ F4/80+ DC-SIGN+ MHCII+) entre os grupos 

infectados não sofreram alterações significativas em relação à frequência ou número 

absoluto (Figura 14A e B) 

Desta forma, os resultados de imunofenotipagem em relação à linhagem 

mielóide demonstram que Axl modula a frequência de cDCs durante a infecção por 

Pc no 8 dpi. 

 

5.6 A AUSÊNCIA DE AXL APRIMORA A ATIVIDADE DE CÉLULAS TCD8+ 

DURANTE A INFECÇÃO POR Pc 

 

Os receptores TAM são descritos na interface entre o sistema imune inato e 

adaptativo (PAOLINO; PENNINGER, 2016). Apesar da diminuta expressão destes 

receptores em células da linhagem linfóide, eles estão envolvidos nas interações 

entre células T e células apresentadoras de antígeno (APCs). A infecção por 

Plasmodium sp. está associada a respostas de células T - especialmente as células 

T Th1 e CTLs, células B  e NK. (CHANDELE et al, 2010; GOSH; STUMHOFER et al, 

2021; OPATA et al, 2018). 

Deste modo, investigamos a frequência e a quantidade das populações de 

células B (CD19+ TCRβ-), células T CD4+ (TCRβ+ CD4+, TCRβ+ CD4+ CD44+, TCRβ+ 

CD4+ CD62L+ e TCRβ+ CD4+ Tbet+) e CD8+ (TCRβ+ CD8+, TCRβ+ CD8+ CD44+, 

TCRβ+ CD8+ CD62L+, TCRβ+ CD8+ Tbet+ e TCRβ+ CD8+ GranzimaB+) e NK (NK1.1+, 

NK1.1+ GranzimaB+, NK1.1+ Perforina+) nos esplenócitos em 8 dpi (Figura 15, 16, 17, 

18 e 19).  



 

53 

 

 
 

Figura 15. A ausência de Axl não tem influência na frequência e número absoluto de células nas 

populações T CD4+ na infecção por Pc. A e B. Estratégia de gate para a identificação das 

populações de células T e B. Primeiro, as células foram divididas em TCRβ+ e CD19+. Em seguida, 

no gate de TCRβ+, as células foram divididas em CD4+ e CD8+ e, posteriormente, em CD44+ ou 

CD62L+. C - F. Frequência e número absoluto das populações de células T CD4+. O eixo Y representa 

a frequência em células vivas totais (%) e número total (x106 células/baço) e o eixo X e as barras 

representam os grupos de animais analisados (Cinza - C57BL/6; Vermelho - C57BL/6 infectado com 

Pc; Azul - Axl -/-; Verde - Axl -/- infectado com Pc.). C. TCRβ+ CD4+ . D. TCRβ+ CD4+ CD44+ CD62L-

. E. TCRβ+ CD4+ CD44- CD62L-. F. TCRβ+ CD4+ Tbet+.  ( *, e ** = p < 0,005, ns = não significativo). 

Representativo de dois experimentos independentes.  

 

 

A infecção por Pc em camundongos WT e Axl -/- não induziu respostas 

diferentes nas diferentes populações de células T CD4+ no pico da infecção (Figura 

15C - F). CD44 e CD62L são marcadores-chave para a ativação das células T, onde 

fenótipe naive é caracterizado por CD44low/neg CD62Lhigh e o efetor por CD44high 
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CD62Llow/neg. Essas células são ativadas e se diferenciam em células T efetoras após 

estimulação antigênica (YOUNGBLOOD; HALE; AHMED, 2013). Como esperado, há 

uma mudança entre as células T que expressam essas moléculas após a infecção, 

mas não há diferença entre os dois grupos infectados em relação à frequência e 

número absoluto (Figura 15C - F). 

As populações destas células também foram analisadas de forma qualitativa, 

em relação às respostas mediadas por elas, como representado pela expressão do 

fator de transcrição T-bet em células T CD4+ (Figura 15F) com o intuito de 

caracterizar os mecanismos da imunidade adaptativa que possam contribuir para a 

diminuição de iRBC em camundongos  Axl -/-. T-bet é um fator de transcrição usado 

como marcador para identificar respostas Th1 - controlando as funções efetoras das 

células CD4+ - e também desempenha esse papel nas células CD8+ (SULLIVAN et 

al, 2003). As respostas Th1 são essenciais no controle da infecção por Plasmodium 

sp. (GOSH; STUMHOFER et al, 2021). Entretanto, não houve diferenças significativas 

na frequência ou número total desta população entre durante a infecção na ausência 

do receptor Axl (Figura 15F). 

As células B e a produção de anticorpos IgG específicos anti-Pc também foram 

analisadas para a caracterização destas respostas, visto que estas contribuem para 

o controle durante a fase eritrocítica (WEINBAUM et al, 1976; GOSH; STUMHOFER, 

2021). Todavia, foi observado que o receptor Axl não altera a produção de IgG total 

anti-Pc entre os grupos infectados e nem quantitativamente células B (CD19+ TCRβ-

) (Figura 16A e B). 

 

 

Figura 16. O receptor Axl não altera a frequência e quantidade total de células B e a produção 

de IgG total anti-Pc.  A. Frequência e número absoluto das populações de células B (CD19+ TCRβ-

). O eixo Y representa a frequência em células vivas totais (%) e número total (x106 células/baço) e o 

eixo X e as barras representam os grupos de animais analisados (cinza - C57BL/6; vermelho - C57BL/6 

infectado com Pc; azul - Axl -/-, verde - Axl -/- infectado com Pc.). B. Produção de IgG total anti-Pc em 
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camundongos C57BL/6 e Axl -/-  infectados por Pc no 8 dpi. O eixo Y representa a absorbância em 450 

nm e o eixo X representa as diferentes diluições (1:10 e 1:50) do plasma (* = p > 0,005, ns = não 

significativo). Representativo de dois experimentos independentes.  

 

As células NK participam ativamente das respostas imunes mediadas durante 

a fase eritrocítica e sua ativação é ligada à sinalização de Axl (GAZZINELLI et al, 

2014; STEVENSON; RILEY, 2004; AXELROD et al, 2014) e também foi incluída na 

análise. Além da frequência e do número absoluto de células, a produção de perforina 

e granzima B, grânulos líticos citoplasmáticos que medeiam a atividade citotóxica 

destas células, foi caracterizado. Contudo, a população de células NK também não 

foi afetada pela ausência de Axl, se mantendo similar aos camundongos selvagens 

(Figura 17). 

 

 

Figura 17. A ausência de Axl não influencia a frequência, número absoluto e resposta de células 

NK durante a infecção por Pc. A. Estratégia de gate para a identificação de populações de célula 

NK. Inicialmente, as células foram selecionadas dentro do gate de TCRβ- NK1.1+ e depois selecionadas 

em Granzima B+ ou Perforina+. B. Frequência de células TCRβ- NK1.1+ entre células vivas totais. O 

eixo Y representa a frequência em células vivas totais (%) e o eixo X e as barras representam os 

grupos de animais analisados (cinza - C57BL/6; vermelho - C57BL/6 infectado com Pc; azul - Axl -/-; 

verde - Axl -/- infectado com Pc.). C e D. Frequência de células Granzima B+ ou Perforina+ dentro de 

TCRβ- NK1.1+ e seus respectivos MFI.. O eixo Y representa a frequência em células TCRβ- NK1.1+ 

(%) e MFI o eixo X e as barras representam os grupos de animais analisados (cinza - C57BL/6; 

vermelho - C57BL/6 infectado com Pc; azul - Axl -/-; verde - Axl -/- infectado com Pc.). ( *, **, *** e **** 

= p < 0,005, ns = não significativo). 
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Em relação às populações de células T CD8+, não houve diferenças na 

frequência e número absoluto do total (TCRβ+ CD8+) e exibindo os marcadores de 

ativação TCRβ+ CD8+ TCRβ+ CD8+ e TCRβ+ CD8+ CD44- CD62L- (Figura 18A - 

C). No entanto, quando analisado a atividade destas células por meio do fator de 

transcrição T-bet há um aumento na ausência de Axl (Figura 18D), concatenando 

com os dados da produção de granzima B e perforina neste grupo, que também é 

aumentado (Figura 19B e D, respectivamente). As células T CD8+ (CTLs) assim 

como NK, atuam na eliminação de patógenos por meio da exocitose de granzima B e 

a perforina (LORD et al, 2003) e sua produção é induzida por T-bet 

(CHATTOPADHYAY et al, 2009). 

 

 

Figura 18. A ausência de Axl não altera a frequência e número total de células T CD8+durante a 

infecção por Pc. A - D. Frequência de células e número total de células por baço. (A) TCRβ+ CD8+, 

(B) TCRβ+ CD8+ CD44+ CD62L-, (C) TCRβ+ CD8+ CD44- CD62L+, (D) TCRβ+ CD8+ Tbet+. O eixo 

Y representa a frequência da população nas células totais (%) ou o número total por baço (x106). O 

eixo X e as barras representam os grupos de animais analisados (Cinza - C57BL/6; Vermelho - 

C57BL/6 infectado com Pc; Azul - Axl -/-; Verde - Axl -/- infectado com Pc.) ( * e ** = p < 0,005, ns = 

não significativo). Representativo de dois experimentos independentes.  
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Figura 19. A ausência de Axl aumenta a atividade de células T CD8+ durante a infecção por Pc. 

A. Dotplot representativo de células GranzimaB+ dentro da população TCRβ+ CD8+ nos grupos 

infectados com Pc C57BL/6 e Axl -/-. B. Frequência de células GranzimaB+ em TCRβ+ CD8+ O eixo 

Y representa a frequência de Tbet+ em células TCRβ+ CD8+ (%) e o eixo X e as barras representam 

os grupos de animais analisados (Cinza - C57BL/6; Vermelho - C57BL/6 infectado com Pc; Azul - Axl 

-/-; Verde - Axl -/- infectado com Pc.). C. Dotplot representativo de células Perforina+ dentro da 

população TCRβ+ CD8+ nos grupos infectados com Pc C57BL/6 e Axl -/-. D. Frequência de células 

Granzima B+ dentro de  TCRβ+ CD8+ O eixo Y representa a frequência de Perforina+ em TCRβ+ 

CD8+ (%) e MFI o eixo X e as barras representam os grupos de animais analisados (Cinza - C57BL/6; 

Vermelho - C57BL/6 infectado com Pc; Azul - Axl -/-; Verde - Axl -/- infectado com Pc.). ( *, ** e **** = 

p < 0,005, ns = não significativo). 

 

 A caracterização das populações de células linfoides permitiram inferir que a 

ausência de Axl tem impacto direto nas respostas por células T CD8+, visto que pode 

ser observado um aumento nas populações de células ativadas (T CD8+ Tbet+) e 

CTLs (TCRβ+  CD8+ GranzimaB+) mas não de células T CD4+, B ou NK. 

 

5.7 O RECEPTOR AXL CONTRIBUI PARA A ADESÃO E A FAGOCITOSE DE IRBCS 

NO FÍGADO 
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O fígado também é um órgão importante durante a infecção por Pc. Ainda que 

os modelos murinos representam apenas a fase eritrocítica, este órgão é 

extremamente vascularizado e há interação entre as iRBCs e populações celulares e 

moléculas neste local. Ainda, é um dos principais locais de acúmulo de iRBC e 

hemozoína, levando à inflamação hepática (DEROOST et al, 2014; HIRAKO et al, 

2022; MOTA et al, 2000; BRUGAT et al, 2013).  

Neste sentido, também avaliamos a contribuição da sinalização de Axl no 

fígado. Como notado a nível de transcrição gênica, Axl também é regulado 

positivamente nesse órgão, assim como a via JAK/STAT mediada por ele (Figura 6 

e 7).  

O processo de eferocitose é mediado por vários receptores presentes nas 

células fagocíticas que são capazes de se ligar efetivamente à PtdSer. As 

características de ligação e a via de sinalização desses receptores são bastante 

variadas. Os fagócitos profissionais frequentemente expressam concomitantemente 

diferentes receptores de eferocitose, variando de acordo com o tipo celular, 

localização e estímulos. A cooperação, sinergia e redundância funcional entre esses 

receptores são bem caracterizadas em vários representantes. Devido a esse fato, 

também é importante avaliar as implicações de outros receptores de eferocitose 

envolvidos durante a infecção por Pc. CD36, CD300lf e Tim-4 são receptores de 

eferocitose que têm um papel descrito durante a Malária (MCGILVRAY et al, 2000; 

KESWANI et al, 2020; IMAI et al, 2015).  

Ainda, CD36 é uma importante molécula de adesão que possui essa função 

estritamente ligada à imunopatogênese da Malária (SERGHIDES et al, 2003; 

BACHMAN et al, 2022). Por esse motivo, foi investigada a expressão desses três 

receptores. Além disso, uma vez que a indução da expressão de moléculas de adesão 

é extremamente importante durante a infecção por Plasmodium sp. e a fosforilação 

do receptor TAM é descrita regulando positivamente VCAM-1 e ICAM-1 em células 

endoteliais (VAN DER MEER et al, 2014), essas moléculas também foram incluídas 

na análise (Figura 20). 
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Figura 20. Axl modula a expressão de CD36 e CD300lf no fígado durante a infecção por Pc. A. 

Expressão de RNAm de Cd36, CD300lf, Tim4, Vcam1 e Icam1 no fígado total (azul) e no baço total 

(vermelho) em camundongos C57BL/6 não infectados e infectados com Pc. Os camundongos foram 

infectados com 105 iRBCs/camundongo via i.p e as amostras foram coletadas em 8 dpi. 

Disponibilidade dos dados de RNAseq: GEO 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE109908) com número de acesso GEO: 

GSE109908. O eixo y representa -log10 do valor de P resultante de múltiplos testes T de variação da 

expressão gênica entre os grupos controle e infectados, e o eixo x representa log2 dos valores de fold 

change resultantes da razão da expressão gênica dos grupos infectados/controle. B - E. Expressão 

relativa de Cd36, CD300lf, Vcam1 e Icam1, respectivamente, no fígado. O eixo Y representa a 

expressão relativa do gene (2-ΔΔCT) e o eixo X representa os grupos (cinza- C57BL/6, vermelho - 

C57BL/6 Pc, azul - Axl -/- e verde - Axl  -/- Pc) (*, ** = p < 0,05; ns = não significativo). 

 

Observou-se que, durante a infecção por Pc, o padrão de expressão dessas 

moléculas no baço e no fígado é diferente em 8 dpi (Figura 20A). No fígado, todas 

essas moléculas são induzidas durante a infecção, mas CD36, CD300lf e Tim-4 não 

são induzidos no baço de animais controle (Figura 20A). Para investigar se a indução 

dessas moléculas no fígado está relacionada ao receptor Axl, observou-se a 

expressão de RNAm no fígado de camundongos Axl -/-. CD36 e CD300lf foram 

significativamente diminuídos na ausência desse receptor (Figura 20B e C, 
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respectivamente). Não foram observadas alterações significativas na transcrição de 

genes de Vcam1 e Icam1 entre os grupos de animais infectados (Figura 20D e E). 

Visto que houve alteração da expressão de CD36 - molécula descrita como a 

principal responsável pela adesão, sequestro e fagocitose e iRBCs no fígado 

(BACHMANN et al, 2022; MOTA et al, 2000; BRUGAT et al, 2013) na ausência de 

Axl, foi realizada uma análise histopatológica e uma quantificação do acúmulo do 

pigmento de hemozoína neste local no pico da infecção. A hemozoína é observada 

principalmente dentro de fagócitos como as células de Kupffer e contribui para a 

inflamação local (HIRAKO et al, 2022) (Figura 21). Em concordância com a 

diminuição de CD36, há uma diminuição da presença de hemozoína no fígado destes 

animais (Figura 21A e B). 

 

Figura 21. Na ausência de Axl, há menor acúmulo de hemozoína no fígado. A. Microscopia de luz 

(aumento de 40x) de lâminas de tecido do fígado coradas com HE no 8pi com Pc em animais C57BL/6 

e Axl -/-. As setas pretas representam a hemozoína no tecido (em destaque no aumento de 100x). B. 

Área da lâmina histológica ocupada por hemozoína em relação ao campo total (%). O eixo X representa 

a porção de hemozoína (%) quantificada por pixels no software Image Pro sob a área total de tecido. 
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O eixo Y representa os grupos sendo C57BL/6 Pc representado em vermelho e Axl -/- Pc em verde. (* 

= p < 0,005). Representativo de dois experimentos independentes.  

 

Esses resultados demonstram que a sinalização mediada pelo receptor Axl 

durante a infecção por Pc influencia a indução de CD36 e que sugere uma menor 

fagocitose/adesão das iRBCs neste local.  

 

6. DISCUSSÃO 

 Os receptores TAM possuem funções extremamente relevantes para a 

modulação da resposta imune, atuando na eferocitose e induzindo uma via de 

sinalização que desencadeia mediadores pró e anti-inflamatórios. Devido a esses 

mecanismos, já foram descritos como papel fundamental nas respostas imunes e na 

patogênese de infecções por protozoários como T. cruzi e L. major (RIGONI et al, 

2022; CHAVES et al, 2020). No entanto, durante a infecção por Plasmodium sp., 

nenhum estudo havia descrito a sua relação. No atual estudo, é demonstrado que a 

ausência de Axl há maior ativação de células T CD8+ citotóxicas que auxiliam na 

eliminação das iRBCs de forma mais eficiente levando à uma menor parasitemia no 

sangue periférico com consequente diminuição da lise destas células e liberação de 

hemozoína, levando à uma atenuação na inflamação sistêmica no pico da infecção. 

Ainda, constatou-se que parte da eferocitose de iRBCs é mediada por Axl.  

A assinatura gênica característica da via JAK/STAT se demonstra expressiva 

na condição de infecção comparado ao controle em camundongos C57BL/6 - assim, 

estes sendo regulados positivamente - tanto no baço quanto no fígado. Estes órgãos 

possuem papel central nas respostas imunes da infecção por Pc (STEPHENS et al 

2012; GOSH; STUMHOFER et al, 2021) - concentrando predominantemente as 

células que são responsáveis no controle da fase eritrocítica e associadas à 

patogênese. Confirmando a contribuição do receptor Axl na ativação desta via, foi 

observado que há uma menor transcrição gênica de Stat1 e Socs1 em animais Axl  -

/-. Portanto, em nossos resultados, foi identificado que a indução observada desta via 

de sinalização é mediada por receptores TAM - especificamente por Axl. 
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 Durante a infecção, observou-se um aumento de sAxl mas não de sMertk. 

Ainda, em animais Mertk -/-, sAxl também é elevado na condição de infectado. 

Curiosamente, em animais Axl  -/-, a infecção altera o fenótipo observado e leva à um 

aumento de sMertk. Isto sugere que Axl está sendo ativado durante a infecção mas 

não Mertk. Zagorska e colaboradores (2014) descreveram o receptor Axl com um 

papel dominante na sinalização JAK/STAT durante condições inflamatórias em 

relação ao Mertk, que medeia principalmente essa via durante a homeostase e em 

condições de imunossupressão. A regulação positiva da expressão desse receptor 

está correlacionada com estímulos anti-inflamatórios, como o fármaco dexametasona 

(WANKE et al, 2021; ZAGORSKA et al, 2014). No entanto, também sugere-se que na 

ausência de Axl, Mertk seja enfim ativado. Apesar de haver diferenças significativas 

em sua atividade dependendo do local do tecido, condições inflamatórias e outros 

fatores, os receptores TAM e outros receptores de eferocitose são conhecidos por 

seu papel redundante e cooperativo na remoção de células apoptóticas (JOHANN et 

al, 2006) e podem ter papel compensatório na ausência do outro. 

 Como JAK/STAT é a via preferencialmente ativada por Axl quando expresso 

em células mielóides, buscou-se caracterizar a variação da expressão deste receptor 

em populações celulares desta linhagem que possuem papel importante nas 

respostas imunes inatas à malária na fase eritrocítica como monócitos (CD11b+ 

F4/80+ DC-SIGN-), células dendríticas convencionais (cDCs) (CD11b- CD11c+ MHCII+ 

DC-SIGN-) e células dendríticas derivadas de monócitos (MODCs) (CD11b+ CD11c+ 

MHCII+ DC-SIGN+) esplênicas. A expressão de Axl em populações de células 

dendríticas e monócitos já foi descrita em diferentes estudos, como elencado na 

revisão por Lemke e Rothlin (2008) - mas possíveis alterações nos níveis basais ainda 

não haviam sido descritos durante a infecção por Plasmodium sp. 

 Nas três populações, a infecção por Pc regulou positivamente a expressão de 

Axl. Hirako e colaboradores (2016) propuseram que durante a infecção por P. bergheii 

ANKA, monócitos se diferenciam em células dendríticas - MO-DCs por meio de 

estímulos como sinalização TLR e citocinas. Estas foram caracterizadas pelos 

autores com alta capacidade fagocítica e recrutamento e ativação para células T 

CD8+ (HIRAKO et al, 2016) no cérebro, contribuindo para a patogênese nesse 

modelo com inflamação neurológica aumentada. Já as cDCs, foram descritas em sua 

eficiência na apresentação de antígenos a células T CD4+ e T CD8+ no contexto da 

infecção por Plasmodium sp. (AMORIM et al, 2016). A ativação de células T CD4+ é 
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importante em sua ativação polarizada de forma específica à tornar-se eficaz à 

eliminação do parasito intracelular e de células T CD8+ que induzem à morte das 

células infectadas (ABBAS et al, 2019; AMORIM et al, 2016).  

Diferentes estudos já apresentaram que Axl desempenha um papel importante 

na ativação da sinalização JAK/STAT induzida por estímulos inflamatórios, como por 

ativação de TLR e do agonista do gene induzível pelo ácido retinóico I (RIG-1) e 

citocinas (por exemplo, TNF e IFN-1) (FLINT et al, 2022; ZAGORSKA et al, 2014). A 

ativação de diferentes receptores TLR é observada durante a infecção por 

Plasmodium sp. levando à produção de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF 

(GAZZINELLI et al, 2014) - portanto fornecendo estímulos necessários à indução da 

expressão de Axl.  

Então, com a regulação positiva e a ativação de Axl em monócitos, MODCs e 

cDCs esplênicas durante a infecção por Pc, construiu-se a hipótese de que este 

receptor estivesse relacionado aos seus mecanismos de resposta imune e 

possivelmente no desenvolvimento da infecção. Surpreendentemente, em 

camundongos Axl -/-, a parasitemia no pico da infecção (8 dpi)  e grupo heme livre n 

no plasma foi significativamente reduzida comparada aos animais selvagens. Neste 

momento também, as principais citocinas inflamatórias como IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ 

e a quimiocina CCL2, aparecem em concentrações reduzidas - o que pode ser um 

reflexo da menor parasitemia e heme (DALKO et al, 2015). Os níveis de parasitemia 

e de grupo heme no plasma são proporcionalmente associados a casos mais graves 

de malária e piora dos sintomas (DALKO et al, 2015; TANGPUKDEE et al, 2012; 

CHIPWAZA et al, 2020). No entanto, isso não foi suficiente para evitar a perda de 

peso e hipotermia nestes animais e neste caso, essa associação direta não foi 

observada. 

A contribuição de Axl para a menor parasitemia e lise de iRBCs foi avaliada em 

relação às suas funções principais já descritas 1) alterações nas respostas imunes 

por cascatas de sinalização que alteram mediadores inflamatórios e anti-

inflamatórios; e a 2) eferocitose. E em ambos os aspectos, identificamos alterações 

interessantes. 

Em relação às respostas imunes, na ausência de Axl, há maior frequência de 

cDCs no baço dos animais infectados. É conhecido que a infecção por Plasmodium 

sp. leva à uma modulação nas DCs - alterando as respostas de células T mediadas 

por estas. RBCs infectadas por P. yoelli já foram identificadas como capazes de inibir 



 

64 

o amadurecimento de DCs mediante à ligantes para receptores TLR (ORENGO et al, 

2008; BETTIOL et al, 2010). Orengo e colaboradores (2008) descrevem o mecanismo 

vinculado à liberação de fatores solúveis por estas células - ainda que não 

identificados. Ainda, Ribeiro-Gomes e colaboradores (2015) descreveram a inibição 

do amadurecimento de DCs e da sua função como APC de forma dependente da 

sinalização por Mertk. A regulação negativa de funções da resposta imune inata 

destes foram evidenciadas (LEMKE; BURSTYN-COHEN, 2010; ROTHLIN et al, 2007) 

- visto que a via JAK/STAT inibe a sinalização via TLR (XU et al, 2021; COTTALORDA 

et al, 2006). Neste contexto, é descrito que neutrófilos infectados por L. major são 

capturados por DCs e nelas, o receptor Mertk transduz sinais inibitórios ao 

desenvolvimento de DCs e a sua função de apresentação cruzada de antígenos 

(RIBEIRO-GOMES, 2015). Assim, é possível que a diferença frequência de cDCs 

observado esteja ligado à inibição por sinalização mediada por Axl propriamente dita 

ou pelo maior número de iRBCs em camundongos selvagens.  

Estas populações são caracterizadas pela eficiência na apresentação de 

antígenos a células T CD4+ via MHC-II mas estão principalmente associadas à 

apresentação via MHC-I para células T CD8+ (BELZ et al, 2009). Lundie e 

colaboradores (2008) descreveram que a apresentação para estas células é 

dependente de populações de cDCs durante a infecção por P. bergheii. 

Compativelmente, foi observado uma maior ativação de células T CD8+ nestes 

animais - representado por maior expressão de T-bet e produção de granzima B e 

perforina.  

As células T CD8+ são ativadas a partir da ligação de seus receptores TCR 

presentes na membrana e MHC-I nas células infectadas (ou por apresentação 

cruzada em APCs), além da interação entre os co-estimuladores entre ambas as 

células como, por exemplo, CD28 e CD86  (ABBAS et al, 2019). Lundie e 

colaboradores descreveram há a indução de respostas T CD8+ específicas às fases 

eritrocíticas da malária sendo mediadas por apresentação cruzada  por cDCs em 

infecção por P. bergheii - mesmo que iRBCs não apresente seus antígenos para estas 

células pela ausência de MHC-I. Essa ligação leva à uma transdução de sinal que 

ativa genes específicos - por meio de fatores de transcrição como T-bet. Este, está 

relacionado com o comprometimento e a função efetora de células T CD4+ voltado à 

um perfil Th1 e também em células CD8+, controlando a produção de citocinas e as 

suas funções efetoras (SULLIVAN et al, 2003). Quando ativadas, essas células 
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proliferam e diferenciam-se em CTLs. As CTLs, por sua vez, podem mediar a morte 

das células infectadas por possuírem vesículas com grânulos citoplasmáticos como 

perforina e granzimas - que medeiam essa função (ABBAS et al, 2019; PENNOCK et 

al, 2013).  

 As perforinas e as granzimas são exocitadas das CTLs às células alvos. As 

perforinas se ligam à fosfolipídios da membrana se polimerizam - formando poros que 

permitem o influxo e o efluxo de íons e polipeptídeos. Assim, há um desbalanço 

homeostático nas células que compromete a integridade da membrana plasmática e 

da célula propriamente dita - levando à cascatas de sinalização pró-apoptóticas. 

Ainda, facilitam a entrada de granzimas - estas clivam resíduos específicos de 

aspartato nas proteínas das células alvo - levando também à apoptose das células 

(independente e também dependente de caspases) (OSIŃSKA et al, 2014; VELOTTI 

et al, 2020; TRAPANI; SMYTH, 2002).  

O aumento de células T CD8+ expressando T-bet, granzima B e perforina já 

foi reportado durante a infecção por Plasmodium sp. em humanos (BUREL et al, 2016) 

e camundongos (CHANDELE et al, 2011; JUNQUEIRA et al, 2018). Este fenótipo - 

amplificado em Axl -/-, pode explicar o melhor controle na parasitemia observado no 

pico da infecção destes animais. Com maior apresentação cruzada de antígenos das 

iRBCs e consequente ativação de CTLs, estas podem mediar a morte das células 

infectadas. O potencial de destruição de Plasmodium sp. pela granzima B e perforina 

já foi reportado em estudos in vitro (KAPELSZKI et al, 2014; HERNÁNDEZ-

CASTAÑEDA et al; 2020) e in vivo (JUNQUEIRA et al, 2018).  

Alternativamente, Imai e colaboradores (2015) descreveram que a atividade 

citotóxica destas células contribuem para o controle e a proteção da fase eritrocítica 

da infecção por P. yoelli de uma forma indireta. Em animais com células T CD8+ 

depletados, a parasitemia é maior comparado à grupos controles (IMAI et al, 2018). 

Este mecanismo foi descrito vinculado ao aumento na expressão de Fas na 

membrana de iRBCs. A morte celular pode ocorrer por via extrínseca - quando há 

interações entre receptores de morte celular e seus ligantes. Fas é um destes 

receptores, sendo expresso constitutivamente na maioria das células e quando se liga 

à FasL, pode redirecionar a célula à apoptose. Neste caso, a via Fas/FasL aumenta 

a expressão de PtdSer na membrana das células - como nas iRBCs. As células T 

CD8+ ativadas regulam positivamente a expressão de FasL e podem interagir com 

Fas presente na membrana das RBCs, levando a um aumento na expressão de 
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PtdSer. O aumento da expressão de PtdSer contribui para a rápida remoção de iRBCs 

por macrófagos presentes no baço. Estudos anteriores deste mesmo grupo, também 

comprovaram a colaboração entre células T CD8+ e macrófagos no controle da 

infecção por Plasmodium sp. por aumentar a sua capacidade fagocítica e neste em 

questão, apresenta a contribuição para aumento da susceptibilidade da fagocitose e 

eliminação de iRBCs pelo aumento de PtdSer (IMAI et al, 2010; IMAI et al, 2015).  

Outra função importante avaliada no estudo, foi no contexto da eferocitose. A 

infecção por Plasmodium sp. leva à exposição de PtdSer em RBCs e iRBCs, 

contribuindo para a fagocitose destas células por intermédio de receptores de 

eferocitose como CD36 e Tim-4  (BOSURGI; ROTHLIN, 2021; TOTINO et al, 2016; 

KESWANI et al, 2019; PATEL et al, 2004; IMAI et al, 2015). Os esplenócitos de 

camundongos Axl -/- infectados por Pc apresentaram defeito na fagocitose de iRBCs 

in vitro em comparação com os animais selvagens. Este resultado é interessante, 

visto que até o presente momento, Axl não havia sido descrito como um mediador da 

fagocitose de iRBCs durante a infecção por Plasmodium sp.  

Essa alteração também pode levar à construção de hipóteses em sua 

contribuição no controle da parasitemia observado no pico da infecção. Deve ser 

considerado que a eferocitose pode ter caráter prejudicial ao hospedeiro dependendo 

da infecção (BOSURGI; ROTHLIN, 2021). Já foi relatado que Pc é capaz de infectar 

e persistir dentro de populações de DCs como CD317+ no baço por meio da fagocitose 

de iRBCs. Nestas células, foi identificado a multiplicação e a liberação de novas 

formas infectivas - atuando como reservatório de infecção (WYKES et al, 2011). A 

refratariedade à infecção por RBCs apoptóticas também pode ser levado em 

consideração no fenótipo observado. Totino e colaboradores demonstraram que 

RBCs apoptóticas são significativamente menos suscetíveis à infecção por P. 

falciparum. Isso se deve às mudanças estruturais e conformacionais na superfície das 

células e em sem citoesqueleto (TOTINO et al, 2011). Na ausência de eferocitose, 

pode haver um acúmulo de RBCs apoptóticas que impede novos ciclos de infecção 

pelos merozoítos, diminuindo a carga parasitária observada no sangue periférico - 

contribuindo para o fenótipo observado. 

 

Além das respostas imunológicas observadas no baço - que representa um 

recorte de um ponto de vista sistêmico pela sua função - também foram identificadas 

alterações no fígado durante a infecção por Pc. Axl é regulado positivamente nesse 
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órgão, assim como a via JAK/STAT mediada por ele. Em sua ausência, foi verificado 

uma transcrição menor de Cd36. É sabido que há um intenso sequestro de iRBCs no 

local mediante a infecção por Pc e CD36 é o receptor de maior contribuição na adesão 

e fagocitose destas células (BACHMANN et al, 2022; MORTA et al, 2000). Essa 

diminuição na indução da expressão de Cd36 sugere menor adesão e/ou fagocitose 

das iRBCs neste órgão - o que concatena com os dados da presença de menor 

acúmulo de hemozoína neste local - visto que este é observado principalmente no 

interior das populações fagocíticas como as células de Kupffer (HIRAKO et al, 2022).  

  

7. CONCLUSÃO 

Os dados obtidos neste estudo concluem que o receptor Axl e a sua via 

JAK/STAT em monócitos (CD11b+ F4/80+ DC-SIGN-), células dendríticas 

convencionais (cDCs) (CD11b- CD11c+ MHCII+ DC-SIGN-) e células dendríticas 

derivadas de monócitos (MODCs) (CD11b+ CD11c+ MHCII+ DC-SIGN+) é ativado 

durante a infecção por Pc. Na ausência desta sinalização, há um aumento no 

recrutamento de cDCs no baço o que sugere maior apresentação de antígenos a 

células T CD8+, visto que é observando um aumento na sua atividade citotóxica no 

pico da infecção. Neste momento também, a parasitemia no sangue periférico é 

reduzida - apresentando maior destruição das iRBCs. De forma inédita, o estudo 

também apresenta Axl como um mediador na eferocitose de iRBCs. A ausência deste 

processo também pode estar contribuindo com o fenótipo observado. Localmente no 

fígado, há menor acúmulo de hemozoína e expressão de CD36, o que sugere menor 

fagocitose e sequestro de iRBCs - o que também pode haver contribuição da ausência 

da eferocitose também por Axl.  
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