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A malária continua sendo um importante problema de saúde pública 

mundial acometendo milhões de pessoas principalmente nas regiões 

tropicais, e resulta em aproximadamente em 600 mil mortes por ano. As 

drogas antimaláricas influenciam indiretamente as respostas do sistema 

imunitário pela capacidade de diminuir a carga parasitária, diminuindo a 

quantidade de antígenos capazes de ativar o sistema imunitário. Entretanto, 

ainda está pouco esclarecida a ação das drogas antiplasmodiais sobre os 

mecanismos de defesa contra o plasmódio. A fagocitose encontra-se entre os 

principais mecanismos de eliminação do parasito, principalmente pela 

produção de radicais de oxigênio e nitrogênio pelos monócitos. A biogênese 

dos corpos lipídicos encontra-se aumentada na malária e pode estar envolvida 

na defesa e na fisiopatogenia da malária grave. O objetivo desse trabalho foi 

avaliar a influência do efeito imunomodulador do artemeter, lumefantrina e 

mefloquina na malária, pela avaliação da influência dessas drogas na 

fagocitose das formas eritrocitárias do plasmódio, na produção de óxido nítrico 

e peróxido de hidrogênio e na biogênese de corpos lipídicos. A influência do 

artemeter, da lumefantrina ou da mefloquina sobre a fagocitose por monócitos 

de indivíduos normais foia valiada in vitro utilizando 106 eritrócitos parasitados 

pelo Plasmodium falciparum, pelos receptores para padrões moleculares de 

patógenos (rPMP) e pelos receptores para opsoninas (rOps). Os monócitos 

e/ou os eritrócitos foram tratados previamente com as drogas por 60 min. O 

índice fagocitário foi determinado pela média de eritrócitos parasitados 

ingeridos por monócito multiplicado pela proporção de monócitos envolvidos 

na fagocitose. A produção de óxido nítrico foi avaliada pela reação de Griess 

e a produção de peróxido de hidrogênio foi avaliada pela oxidação do 

vermelho fenol na presença de peroxidase, sendo os monócitos estimulados 

pelos eritrócitos parasitados. Os corpúsculos lipídicos foram avaliados pela 

coloração com Oil Red O. As drogas foram utilizadas in vitro considerando os 

picos séricos observados quando do tratamento in vivo, sendo 360 ng/mL para 

o artemeter, 4,9g/mL para a lumefantrina e 687ng/mL para a mefloquina. 

Quando foi feito o tratamento dos monócitos e dos eritrócitos com o artemeter, 

observamos diminuição no IF quando avaliado pelos rOps (7,6x 5,2) (p= 0,02). 

A diminuição da fagocitose foi semelhante quando quantificada para 

hemozoína (p=0,036). Para a lumefantrina, houve diminuição do IF de 8,4 

para 4,6 (p=0,02), quando apenas os monócitos foram tratados e a fagocitose 

avaliada pelos rPMP. Também houve diminuição do IF para esquizontes pelos 

rPMP, quando apenas os monócitos foram tratados (p=0,006). Quando os 

monócitos foram estimulados com os eritrócitos parasitados pelos rPMP, as 

três drogas diminuíram a expressão de corpúsculos lipídicos (p<0,05). 

Entretanto, quando os monócitos foram estimulados com os eritrócitos 

infectados sensibilizados, pelos receptores para opsoninas, houve aumento 
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da expressão dos corpúsculos lipídicos pelo tratamento com a lumefantrina e 

a mefloquina (p<0,05). O estímulo dos monócitos com os eritrócitos 

parasitados aumentou a produção de peróxido de hidrogênio (p=0,009). E a 

mefloquina diminuiu a produção basal de H2O2 pelos monócitos (p<0,05). A 

diminuição da expressão de corpúsculos lipídicos nos monócitos estimulados 

com eritrócitos parasitados pelo P. falciparum pelos rPMP e seu aumento 

pelos rOps indica que a expressão dos corpúsculos lipídicos foi dependente 

da via pelo qual o monócito foi estimulado pelo eritrócito parasitado. A 

lumefantrina deprimiu a fagocitose dos eritrócitos parasitados pelos rPMP, 

enquanto a depressão da fagocitose ocasionada pelo artemeter foi 

dependente da ingestão do parasito pelos receptores para complemento. 

Nossos dados mostraram que o artemeter, a lumefantrina e a mefloquina 

modulam as respostas dos monócitos aos eritrócitos parasitados pelo P. 

falciparum em aspectos fundamentais relacionados com a defesa inata, nas 

interações iniciais do parasito com as células de defesa do hospedeiro. 

Mostrando, portanto, que a ação desses fármacos não depende 

exclusivamente de sua atividade antiparasitária, mas que o resultado final da 

ação desses medicamentos depende também da modulação de diversos 

mecanismos de defesa inato contra o parasito. 
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Malaria remains a worldwide public health issue, affecting millions of people, 
especially those living in tropical regions. Statistics confirm the magnitude of 
this disease, with, approximately, 600 thousand deaths each year. Antimalarial 
drugs indirectly influence immune response through its capacity to reduce 
parasite load, reducing the quantity of antigens that are capable of activating 
immune system. However, the role played by antiplasmodial drugs on defense 
against Plasmodium is still not well established. Phagocytosis remains one of 
the main mechanisms of eliminating parasites, especially through production 
of radical oxygen and nitrogen molecules by monocytes. The lipid body 
biogenesis is also enhanced in malaria e may be involved in defense and 
pathophysiology of severe disease.  Therefore, the objective of the current 
study was to evaluate the immunomodulatory effect of arthemeter, 
lumefantrine and mefloquine drugs in malaria, based on the role of these drugs 
on phagocytosis of Plasmodium falciparum-infected erythrocytes, on the 
production of nitric oxide and hydrogen peroxide and on the biogenesis of lipid 
bodies. The influence of arthemeter, lumefantrine and mefloquine on 
phagocytosis by monocytes in healthy individuals was evaluated in vitro using 
106 Plasmodium falciparum-infected erythrocytes, through pathogen-
associated molecular pattern receptors (PAMPr) or opsonin receptors. 
Monocytes and/or erythrocytes were previously treated with the drugs for 60 
minutes. The phagocitic index was determined by the product of the mean 
number of parasitized erythrocytes ingested by monocyte and the proportion 
of monocytes involved in phagocytosis. The production of nitric oxide was 
evaluated through the Griess reaction, while de hydrogen peroxide production 
through the red phenol oxidation in presence of peroxidase. Lipid body 
formation was evaluated by oil red O staining. The drug concentrations used 
in vitro were obtained by the higher serum levels observed in vivo after 
ingestion of the drugs, which was 360 ng/mL for arthemeter 4,9 µg/mL for 
lumefantrine and 687ng/mL for mefloquine. When monocytes and erythrocytes 
were treated with arthemeter, it was observed a decrease in the phagocitic 
index when analyzed through opsonin receptors (7,5x5,2) (p=0,02). The 
reduction in phagocytosis was similar when quantified by hemozoine ingestion 
(p=0,02).  Regarding the lumefantrine treatment, a reduction from 8,4 to 4,6 
was observed in the phagocytic index when only monocytes were treated and 
phagocytosis was assessed through pathogen-associated molecular pattern 
receptors. An additional reduction was also observed in phagocytic index for 
esquizonts, through PAMPr when only monocytes were treated (p=0,006). 
When monocytes were stimulated with parasitized erythrocytes by PAMPr, all 
three drugs diminished the lipid body formation. However, when monocytes 
were stimulated with sensitized infected erythrocytes by the opsonin receptors, 
an increase in lipid body formation was observed when lumefantrine or 
mefloquine treatment were done (p>0,05). When monocytes were stimulated 
with Plasmodium falciparum-infected erythrocytes there was an increase in 
hydrogen peroxide production (p=0,009), whereas mefloquine treatment 
reduced the basal production of H2O2 by monocytes (p<0,05). Reduction 
observed in lipid body production after monocyte stimulation with Plasmodium 
falciparum-infected erythrocytes by PAMPr and its increase when monocyte 
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stimulation occurred by opsonin receptors show that lipid body formation 
depended on the intracellular pathway by which monocytes were stimulated. 
Lumefantrine reduced phagocytosis of infected erithrocytes through PAMPr,  
while reduction caused by arthemeter was observed when phagocytosis 
occurred by complement receptors.  Our dada show that arthemeter, 
lumefantrine and mefloquine modulate monocyte functions in defense against 
P. falciparum. Therefore, we conclude that beside the antiparasitic action of  
these drugs they also modulate the innate defense against parasite.
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A malária é uma doença referida em documentos desde tempos 

antigos, sendo que as primeiras referências à doença são datadas século VI 

aC. É a doença infecciosa que mais influenciou a história da humanidade. 

Ainda hoje continua sendo um dos principais problemas de saúde pública 

mundial, acometendo milhões de pessoas, principalmente nas regiões 

tropicais, e resultando em aproximadamente em 600 mil mortes por ano, 

sendo que 3,3 bilhões de pessoas por ano em 97 países e territórios estão 

sob o risco de contrair malária. De acordo com as últimas estimativas, 198 

milhões de casos de malária ocorreram globalmente em 2013, que levou a 

584.000 mortes. Na África, estima-se que 90% de todas as mortes por malária 

ocorrem em crianças com menos de 5 anos (WHO, 2014).  

Tanto a distribuição geográfica da endemia causada pelo P. vivax 

quanto a do P. falciparum são muito abrangentes, com predominância de 

algumas espécies em alguns locais, como a península coreana, onde ocorre 

apenas malária vivax, e em grande parte da África sub-saariana, onde a 

maioria da população é negativa para o antígeno Duffy dos eritrócitos e isso 

parece que limita a malária pelo P. vivax nessa região, predominando a 

infecção pelo P. falciparum. Na América Latina, incluindo o Brasil, mais de 

80% das infecções são devidas ao P. vivax e em algumas regiões da Índia e 

China, também ocorre o predomínio do P. vivax (Mueller e cols., 2009). 

Na América Latina, a Amazônia brasileira ainda registra o maior 

número de casos de malária. Houve um grande aumento no número de casos 

de malária nas décadas de 70 e 80, quando houve uma expansão no processo 

de ocupação da Amazônia, facilitado pelo incentivo do governo para promover 

o desenvolvimento econômico da região. O que ocasionou um intenso e 

desordenado crescimento demográfico e modificações drásticas no meio 

ambiente, desmatamento, construção de hidrelétricas, mineração e 

desenvolvimento agrário (Brasil, 2000). Desde o ano 2000 o número de casos 

de malária tem diminuído na região Amazônica, com uma redução de mais de 

50% dos casos entre 2005 e 2014. Em 2005 foram notificados 606.069 casos 

de malária no Brasil, em 2012 foram notificados 241.418 casos e em 2014 o 

número passou para 143.066 casos da doença na Região Amazônica, que 

engloba os estados do Acre, Amazonas, Amapá, Maranhão, Mato Grosso, 

Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins (Lapouble, 2014; MS, 2014). Três 

espécies de plasmódio são responsáveis pelos casos de malária humana no 

Brasil: P. falciparum, P. vivax e P. malariae (SVS, 2014), sendo que 

predominam as infecções causadas pelo P. vivax. 

Na Região Amazônica, no período de 2000 a 2011, as infecções pelo 

P. vivax representavam 78,7%, passando em 2014 para 83% dos casos 

notificados. As infecções pelo P. falciparum, que em 2006 representavam 

mais de 20,0% dos casos notificados na região, caíram para menos de 15,5% 
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em 2014. Atribui-se essa redução expressiva da infecção pelo P. falciparum à 

mudança, a partir de 2006, no tratamento de primeira escolha da malária por 

essa espécie, passando do esquema terapêutico que utilizava a quinina e 

doxiciclina para combinações utilizando os derivados da artemisinina (SVS, 

2013; Oliveira-Ferreira e cols., 2010). 

 Na região extra-amazônica, mais de 80% dos casos registrados no 

Brasil são importados de área endêmica do continente africano (SVS, 2014). 

As principais medidas de controle da doença são baseadas na proteção 

individual contra a picada do mosquito vetor com o uso de repelentes e 

mosquiteiros impregnados de inseticida, o rápido diagnóstico específico e o 

tratamento precoce com antimaláricos, e através de atividades de 

saneamento ambiental para controle do vetor (SVS, 2014). No Brasil, as 

condições climáticas são propícias para a sobrevivência do vetor e as 

condições socioeconômicas e ambientais favorecem a transmissão da 

doença. 

 

1.1.  Parasitos e ciclo biológico 

A malária humana pode ser causada por cinco espécies de 

protozoários do gênero Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. 

ovale e P. knowlesi (Lee e cols., 2011), sendo que no Brasil, apenas três 

dessas espécies estão associadas à malária em seres humanos: P. vivax, P. 

falciparum e P. malariae. Embora ocorra maior número de casos de infecções 

pelo P. vivax, as infecções ocasionadas pelo P. falciparum são responsáveis 

pelas formas mais grave. Em relação ao P. ovale, nunca foi registrada 

transmissão autóctone no Brasil, estando restrita a determinadas regiões do 

continente africano, e no Brasil ocorre apenas como casos importados. O P. 

knowlesi tem ocorrência apenas no Sudeste Asiático (Brasil 2009, MS 2014). 

Denominado esquizogônico, o ciclo assexuado do plasmódio, inicia-se 

após a picada da fêmea do anofelino, com a inoculação no homem de 

esporozoítos infectantes. Em seguida os esporozoítos migram rapidamente 

pelas camadas da pele e entram na corrente sanguínea, por onde alcançarão 

o fígado pelo espaço porta. No caso de indivíduos imunes, a imunidade 

adquirida reduz a velocidade de migração e a taxa de infectividade. No fígado, 

os esporozoítos têm apenas poucos segundos para deixar os sinusóides 

hepáticos em direção aos hepatócitos, dando início ao ciclo pré-eritrocítico ou 

esquizogonia tecidual, que leva seis dias para a espécie P. falciparum, oito 

dias para a  P. vivax e 12 a 15 dias para a P. malariae. Durante esta fase, o 

P. vivax e o P. ovale apresentam desenvolvimento lento de alguns dos seus 

esporozoítos, formando os hipnozoítos, formas dormentes do parasito 

responsáveis pelas recaídas da doença meses ou anos após (CDC, 2015, 
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Brasil, 2010). Ao final do ciclo tecidual, os esquizontes rompem o hepatócito, 

liberando milhares de merozoítos na corrente sanguínea. Cada hepatócito 

rompido libera cerca de 2.000 merozoítos quando a infecção é pelo P. 

malariae; 10.000, pelo P. vivax e 40.000, pelo P. falciparum.  

Os merozoítos irão invadir os eritrócitos, dando início ao segundo ciclo 

de reprodução assexuada dos plasmódios: o ciclo sanguíneo ou eritrocítico. 

Essa interação dos merozoítos com os eritrócitos envolve reconhecimento de 

receptores específicos. A entrada dos merozoítos nos eritrócitos tem que ser 

rápida e eficiente porque os antígenos de superfície da forma extracelular do 

parasita são particularmente vulneráveis ao ataque do sistema imunológico 

(Cowman e Crab, 2006). O P. malariae só invade eritrócitos velhos (0,1% do 

total), o P. vivax invade preferencialmente os eritrócitos jovens e o P. 

falciparum, eritrócitos em qualquer fase evolutiva. Durante um período que 

varia de 48 a 72 horas, o parasito se desenvolve no interior do eritrócito até 

provocar a sua ruptura, liberando novos merozoítos que irão invadir novos 

eritrócitos.  

A ruptura e a conseqüente  liberação de parasitos e seus metabólitos 

na corrente sanguínea estimulam a produção de fator de necrose tumoral e 

de outras citocinas que traduz-se clinicamente pelo início do paroxismo 

malárico, que se repetirá com o término do novo ciclo, em dois dias, quando 

a infecção for devida ao P. falciparum ou P. vivax e em três dias, quando 

devida ao P. malariae. Inicialmente, no ciclo sanguíneo, dentro do eritrócito,o 

parasito sofre uma série de transformações morfológicas, sem divisão celular, 

até chegar na fase de esquizonte, quando se divide e origina novos 

merozoítos, que serão lançados na corrente sanguínea, após a ruptura do 

eritrócito (CDC 2015, Brasil, 2010). 

Após um período de replicação assexuada, alguns merozoítos se 

diferenciam em gametócitos masculinos e femininos, que amadurecem sem 

divisão celular e tornam-se infectantes para os mosquitos. Os gametócitos são 

o estágio sexuado dos parasitos da malária que se desenvolvem no eritrócito 

e são transmitidos através da picada do mosquito vetor no momento do 

repasto sanguíneo. O nível de transmissão é determinado pela frequência 

com que o mosquito anofelino se alimenta no hospedeiro humano durante o 

período em que o indivíduo está apresentando densidade suficiente dos 

estágios sexuados do parasito no sangue periférico (Bousema e cols., 2011; 

Lapouble, 2014).   

O ciclo esporogônico, reprodução sexuada, do plasmódio ocorre no 

estômago do mosquito, após a diferenciação dos gametócitos em gametas 

masculino e feminino, e a sua fusão, com formação do ovo (zigoto). Este se 

transforma em oocineto, forma móvel, que migra até a parede do intestino 

médio do Anopheles, formando o oocisto, no interior do qual se desenvolverão 
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os esporozoítos. O ciclo esporogônico nos Anopheles varia com a espécie de 

plasmódio e com a temperatura ambiente, levando em torno de 10 a 12 dias. 

Os esporozoítos produzidos nos oocistos são liberados na hemolinfa do inseto 

e migram até as glândulas salivares, de onde são transferidos para o sangue 

do hospedeiro humano durante o repasto sanguíneo (Brasil, 2010).  

 

1.2. Mecanismos de defesa contra o plasmódio 

O sistema imunitário utiliza de diversos mecanismos para impedir ou 

limitar o crescimento do plasmódio no organismo humano. As formas extra-

celulares do parasito, esporozoítos e merozoítos, antes de infectarem as 

células alvos podem sofrer fagocitose pelos macrófagos, no local da picada, 

ou ao atravessarem o baço e o fígado (Tosta e col., 1982). Mecanismos 

imunológicos inatos representam a primeira linha de defesa contra patógenos 

invasores (Theander,1991). Para infecções pelo plasmódio, a capacidade de 

montar uma resposta inata eficaz pode significar a diferença entre a vida e a 

morte (Walther e col., 2006). O plasmódio utiliza receptores de membrana 

para penetrar na célula do hospedeiro. A ausência desses receptores constitui 

um fator de resistência (Miller e col., 1973). Indivíduos da raça negra, cujos 

eritrócitos não possuem antígenos Fy, são geneticamente resistente ao 

plasmódio vivax, pois os merozoítos do P. vivax utilizam uma molécula 

associada ao antígeno Fy do grupo sanguíneo Duffy como receptor para 

penetrar em eritrócitos (Miller e col., 1973). O principal nutriente do plasmódio 

na fase eritrocitária é a hemoglobina (HbA). A hemoglobina fetal (Billig e col., 

2012) e as patológicas HbS, HbC (Friedman, 1978; LaMonte e col., 2012) 

funcionam como fatores de resistência por restringirem o crescimento do 

plasmódio no interior de eritrócitos.  

Os antígenos do plasmódio que são liberados logo após a ruptura dos 

eritrócitos ao final de cada esquizogonia causam intensa ativação do sistema 

imunitário, com liberação de citocinas pró-inflamatórias pelos macrófagos, 

ativando monócitos, neutrófilos, linfócitos T e células citotóxicas naturais, que 

reagem contra o parasito limitando ou impedindo seu crescimento (Plebanski 

e Hill, 2000;Tabanez, 2006).  

 

1.3. Papel da imunidade inata na defesa contra o plasmódio 

Os indivíduos de área não endêmica que nunca tiveram contato com o 

plasmódio antes, geralmente ficam doentes em sua primeira exposição ao 

parasita. No entanto em áreas endêmicas de malária, a exposição contínua 

ao parasito leva o indivíduo a desenvolver uma proteção parcial contra a 
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malária, o indivíduo passa a ter quadros de infecção mais branda e não 

desenvolve malária grave (Gupta e cols.,1999). 

A imunidade antimalárica necessita de anos de contato com o 

plasmódio e para manter essa imunidade, necessita estímulo antigênico 

contínuo (Walker e Brodie, 1982 ; Tosta, 1987). Esta proteção não é total, no 

sentido de impedir o desenvolvimento do parasito, sendo somente capaz de 

controlar e reduzir os sintomas da infecção (Tosta, 1987). Quando um 

indivíduo é picado pelo mosquito infectado, os esporozoítos movem-se 

rapidamente a partir da derme para o fígado, e nos hepatócitos durante a 

replicação os esporozoítos estimulam a expressão de genes de IFN do tipo I 

dentro do vacúolo parasitóforo (Miller, e cols., 2014).  

Possivelmente a detecção do RNA do parasito pelos hepatócitos 

induza produção do IFN do tipo I, que medeia o recrutamento de células 

citotóxicas naturais (Natural Killer-NK ) e células NKT, que produzem IFN-, 

desencadeando uma cascata de proteínas que estão envolvidas no controle 

da replicação do parasita (Miller e cols., 2014), e estimulam a produção de 

óxido nítrico e outros componentes tóxicos que interferem com a multiplicação 

do parasita no fígado (Tosta e Muniz-Junqueira, 2011; Miller e cols., 2014). 

Um único esporozoíto é capaz de gerar milhares de merozoítos e o controle 

do parasita pelo IFN do tipo I não é suficiente para controlar essa intensa 

multiplicação (Miller e cols., 2014). No entanto, estudos longitudinais em 

populações expostas sugerem que as respostas imunes às fases pré-

eritrocitárias provavelmente têm envolvimento limitado (Owusu-Agyei e cols., 

2001).  

 Dos hepatócitos, os merozoítos são liberados na corrente sanguínea 

onde iniciam o ciclo eritrocítico e causam a sintomatologia da malária 

(Gazzinelli e cols., 2014). No ciclo eritrocítico, os receptores semelhante ao 

toll (TLR), a via do NF-B, que induz citocinas pro-inflamatórias, e o IFN são 

regulados positivamente (Franklin e cols., 2009; Sharma e cols., 2011). 

Normalmente, a infecção aguda é controlada e a infecção crônica é 

estabelecida com baixa densidade parasitária, com episódios intermitentes de 

febre associados com picos de maior parasitemia. Tais picos são de menor 

densidade progressivamente até que a infecção é eliminada, geralmente 

depois de muitos meses (Miller e cols., 2000).  A resistência à infecção 

também é mediada pelo IFN-, que exerce um papel crucial na indução de 

células imunes inatas, promovendo respostas pró-inflamatórias, e ativando as 

funções efetoras de macrófagos (Artavanis-Tsakonas e Riley, 2002; Walther 

e cols, 2006; Sponaas, e cols., 2009;  Antonelli e cols., 2014).  

No fígado, antígenos do parasito são processados e apresentados pelo 

CPH de classe I, induzindo resposta citolítica pelos linfócitos TCD8+, que vão 

eliminar as células infectadas. No baço, concentra-se grande quantidade de 
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eritrócitos parasitados e muitos linfócitos T e B, células apresentadoras de 

antígenos, macrófagos e células dendríticas. Em consequência dessa intensa 

ativação e da fagocitose de plasmódio e seus produtos, os macrófagos 

elaboram enzimas, radicais de oxigênio, e nitrogênio que são tóxicos para o 

parasito (Theander,1991).   

Os monócitos e neutrófilos são considerados as células efetoras mais 

importantes na malária (Theander, 1991).  O sistema do complemento é um 

importante mecanismo efetor da imunidade inata, o C3b, C4b e o iC3b são 

opsoninas, ou seja, recobrem a superfície de microrganismos para que os 

mesmos sejam mais facilmente fagocitados. A fagocitose ocorre quando há 

interação do fragmento opsonizante com seu respectivo receptor nos 

monócitos e neutrófilos. Desse modo, C3b e C4b ligam-se ao receptor CR1, 

enquanto iC3b liga-se a CR3 e CR4 (Abbas e cols., 2011). A infecção é 

controlada por mecanismos dependentes e independentes de fagocitose, 

macrófagos ativados pelo INF- secretam interleucina (IL-1), IL-6, fator de 

necrose tumoral, fator transformador de crescimento beta, fator estimulador 

de colônia e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, que são fatores 

solúveis tóxicos ao parasita (Clark e Cowden, 2003). Os linfócitos ativados 

passam a produzir grande quantidade de anticorpos que  ocupam os sítios de 

ligação nas células do hospdeiro impedindo a entrada do parasito nos 

hepatócitos e eritrócitos, como também facilitam a fagocitose. A ação dos 

anticorpos opsonizantes aumenta a adesão dos eritrócitos infectados pelo 

plasmódio aos monócitos, potencializando a fagocitose (Theander, 1991; 

Muniz-Junqueira e Tosta, 2009). 

 A ponte entre a imunidade inata e a imunidade adquirida tem a 

participação central das células dendríticas. Células dendríticas são ativadas 

pelo ADN do parasito, via TLR9 e sensores citosólicos e produzem citocinas 

que medeiam a resistência do hospedeiro à infecção (Ing e cols., 2006; 

Franklin e cols., 2007; Torgler e cols., 2008; Gowda e cols., 2012).  

Em camundongos foi demonstrado que a sinalização por meio da 

proteína MyD88 (proteína  do gene da resposta primária mielóide 88), a 

produção de IL-12 pelas células dendríticas e a liberação de IFN- pelas 

células NK formam um mecanismo de resistência à infecção pelo plasmódio 

(Ing e cols.,  2006; Wykes e cols.,  2007; Torgler e cols., 2008;  Gowda e cols., 

2012). 

Diversos fatores são determinantes da imunidade e imunopatogeniana 

na infecção malárica, como a resposta imunitária individual, idade, número de 

infecções, infecções mistas, gestação, características genéticas do 

hospedeiro e da cepa do plasmódio, grau de transmissão local da malária, 

entre outros (Miller e cols, 2002). A aquisição de imunidade à infecção pelo 
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plasmódio é relativamente lenta para desenvolver e incompleta, embora a 

imunidade à morte pela doença é adquirida mais rapidamente e pode ser 

importante após um único episódio (Gupta e cols.,1999).  

 

1.4. Drogas antiparasitárias 

Os fármacos antimaláricos são baseados em produtos naturais ou 

compostos sintéticos produzidos a partir da década de 40 (França e cols., 

2008; Duarte, 2012). São específicos para cada etapa do ciclo de vida do 

plasmódio. Antimaláricos têm diferentes efeitos sobre as diferentes fases do 

ciclo de vida do parasita e podem ser classificados de acordo com a fase e 

pelo objetivo de seu uso (França et al., 2008; Baird e Surjadjaja, 2011).  

Esquizonticidas sanguíneos: agem no estágio eritrocítico do parasita, 

responsável pela sintomatologia da doença. Podem produzir cura clinica ou 

supressão da infecção pelas cepas suscetíveis das quatro espécies de 

plasmódio, mas não produzem cura  em relação às formas latentes do P. vivax 

ou P. ovale (Duarte, 2012). 

Esquizonticidas teciduais: agem nas formas de esporozoítos e 

merozoítos do parasita prevenindo a invasão das células sanguíneas ou 

eliminando o  P. vivax e P. ovale (Duarte, 2012).  

Gametocitocidas: destroem as formas sexuadas do parasito para 

interromper a transmissão do homem para o mosquito vetor, impedindo a 

disseminação da doença (Duarte, 2012). 

O modo de ação dos fármacos antimaláricos define sua classificação 

em dois grupos: Os alcalóides derivados da cinchona, as aminoquilonas e as 

acridinas formam o primeiro grupo (França e cols., 2008). Esses fármacos 

interferem no metabolismo da glicose em diferentes pontos e também na 

capacidade do parasita de digerir a hemoglobina, impedindo assim, que ele 

se alimente ou intoxicando-o com altos níveis de ferriprotoporfirina- IX, que é 

um subproduto tóxico da digestão da hemoglobina (Robert e cols, 2001; Silva 

e cols., 2005). As pirimidinas e biguanidas formam o segundo grupo, que age 

interferindo na síntese do ácido tetra-hidrofólico, importante cofator no 

processo de síntese de ADN e de aminoácidos (Delfino e cols., 2002; França 

e cols., 2008).  

Os derivados de artemisininas sofrem clivagem oxido-redutivados seus 

peróxidos e também interagem como grupo heme Fe (II) gerando um radical 

livre que é tóxico para o parasita (Vennerstrom  e cols, 2000).Vários estudos 

mostram que a ponte de endoperóxido dos compostos derivados de 

artemisinina podem ser clivados pela redução com íon ferroso presente no 

grupo heme da hemoglobina ou de origem exógena. Esta clivagem forma um 

ou mais radicais livres que podem alquilar ou modificar covalentemente 
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proteínas dos parasitas (França, 2008). Outros autores referem que o 

mecanismo de ação é similar ao das quinolinas, onde os fármacos se 

acumulam no vacúolo digestivo do parasita e interferem na formação da 

hemozoína (França, 2008). Quando a artemisinina ou outros trioxanos ativos 

foram incubadas em concentrações farmacologicamente relevantes com 

eritrócitos de seres humanos infectados pelo P. falciparum, a clivagem 

catalisada pelo grupo heme da ligação peróxido foi relatada como sendo 

responsável pela alquilação do heme (Robert e cols.,2001). 

A mefloquina é um composto quiral (possui dois centros assimétricos), 

possui um anel conjugado bi-heterocíclico ativo, e é comercializada na forma 

racêmica da eritro-α-(2-piperidil)-2,8-bi (trifluorometil) 4-quinolinametanol 

(Duarte, 2012).  A digestão da hemoglobina se processa no interior do vacúolo 

digestivo do parasito. Esta digestão é mediada por uma série de proteases, 

entre elas as plasmepsinas e falcipaínas. Durante o catabolismo da 

hemoglobina, sua porção protéica (globina) é utilizada como fonte de 

aminoácidos pelo parasito, e a fração heme, denomina ferriprotoporfirina IX 

(Fe(II)PPIX), é liberada, sendo um grupo reativo, gerador de radicais livres 

tóxicos para o parasito (Sullivan, 2002; Aguiar, 2011; Duarte, 2012). O 

mecanismo de ação da mefloquina, que é um quinolinometanol, envolve a  

ligação direta ao grupo heme, a inibição de uma ferriprotoporfirina IX 

polimerase não identificada (inibição de polimerização da heme), a inibição de 

uma fosfolipase vacuolar e a inibição da síntese de proteína (Duarte, 2012). A 

interação entre os antimaláricos esquizonticidas sangüíneos com o grupo 

heme ferriprotoporfirina IX (Fe (III) PPIX) está envolvida na toxicidade destes 

fármacos ao parasito intra-eritrocítico. Os antimaláricos quinolínicos agem por 

interferência na cristalização da hemozoína, que tem por unidade básica a β-

hematina (Sullivan e cols, 1998; Duarte, 2012). A mefloquina interfere em 

diferentes passos no processo de nutrição do parasito (Duarte, 2012). 

A lumefantrina (LMF), também chamado benflumetol, está 

estruturalmente relacionado com os antimaláricos aril-amino-álcool 

hidrofóbicos, incluindo mefloquina, quinina e halofantrina, sugerindo que eles 

têm modos de ação similares (Eastman  e cols., 2009). A lumefantrina é um 

aril-amino-álcool que impede a estoxificação da hemozoína, de tal modo que 

a porção tóxica do heme e radicais livres induzem a morte do parasita 

(Kokwaro  e cols., 2007).  É um esquizonticida sanguíneo de ação prolongada 

e lenta que atua nos estágios intra-eritrocíticos assexuados do plasmódio 

(Djimdé e Lefèvre, 2009). A lumefantrina pertence à classe dos 

quinolinometanóis, inibe a produção de hemozoína, tanto por ligação direta ao 

grupo heme quanto por inibição da heme polimerase, que é utilizada pelo 

parasita para catalisar a reação de destoxificação da ferriprotoporfirina IX (Fe 
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(III) PPIX), formando a hemozoína, que tem por unidade básica aβ-

hematina(Valecha e cols., 2009). 

GO e Li (2003) realizaram estudo in vitro sobre a interação de 

lumefantrina com os lipídios das membranas celulares e observaram que a 

presença do fármaco tornava a camada lipídica mais compacta e condensada 

(Pinheiro e cols, 2012). Tendo em vista que durante a infecção malárica a 

membrana do eritrócito fica mais fluida, a característica química da 

lumafantrina (anel fluoreno ligado por uma ligação dupla a um grupo fenil) 

permitiria a condensação dos lipídios nos eritrócitos, alterando sua 

permeabilidade (GO e Li,2003; Pinheiro e cols, 2012).  O tratamento de 

primeira escolha para a infecção por P. Falciparum  recomendado pelo 

ministério da Saúde brasileiro é combinação fixa de artemeter com 

lumefantrina e ou a combinação de artesunato com mefloquina por 3 dias ( 

MS, 2010).  

 

 

1.5. Ação imunomoduladora dos antimaláricos   

Todos os fármacos antimaláricos indiretamente influenciam a resposta 

imunitária por meio da sua capacidade para destruir os parasitas da malária 

e, portanto, reduzir a quantidade de antígenos capazes de ativar o sistema 

imunitário (Muniz-Junqueira, 2007). Além deste efeito, algumas drogas 

antiplasmodiais também exercem um efeito direto sobre o sistema imunitário 

(Muniz-Junqueira, 2007). 

Artemisininas e todos os derivados relacionados estão sendo 

considerados uma importante classe de antimaláricos à base de Qinghaosu 

altamente eficazes contra a malária multirresistente, especialmente por 

Plasmodium falciparum (Hommel, 2008). No entanto, eles  podem interromper 

proteínas de transporte do parasita, interromper a função mitocondrial e inibir 

a angiogênese (Anfosso e cols, 2006; Golenser e cols, 2006).  

Foi demonstrado por Wang e cols. (2009) que o artemeter inibiu a 

ativação e proliferação de células T tanto in vitro como in vivo. O mecanismo 

imunossupressor do artemeter está correlacionado com a inibição da Ras-

RAF1-ERK1/2 em cascata de ativação de células T. Artemisininas também 

podem interferir com as competências funcionais de neutrófilos. Em uma 

investigação para determinar os efeitos da artemisinina e seus derivados 

sobre as função dos granulócitos, a artemisinina, diidroartemisinina e 

artesunato, nas concentrações de 0,1, 0,5, 5 e 50 mg/L, diminuiu a  

capacidade fagocitária dos neutrófilos quando incubados com Escherichia 

coli; contudo, houve aumento da produção de espécies de oxigênio reativo 

(Wenische cols.,1997).  
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Artemisininas podem diminuir a secreção de citocinas pró-inflamatórias 

derivadas de macrófagos, particularmente de fator de necrose tumoral. Elas 

interrompem as vias de transcrição em monócitos/macrófagos e poderiam, 

portanto, ser esperado modular as funções dos monócitos/macrófagos do 

hospedeiro. Especialmente importante é sua modulação da via do NF-kB, uma 

via de transcrição envolvida na expressão de genes relacionados com a 

produção de citocinas, inflamação, moléculas de adesão e a apoptose (Pahl, 

1999). 

A artemisinina e o artemeter também parecem regular as respostas 

funcionais de monócitos/macrófagos ao nível celular, e inibe a fagocitose de 

monócitos (Muniz-Junqueira, 2007). Em geral, parece que artemisininas 

podem assumir um potencial terapêutico imunossupressor em reações 

imunitárias inflamatórias persistentes em macrófagos por causa da sua 

capacidade para inibir a liberação de citocinas pró-inflamatórias (Perlmann e 

Troye-Blomberg, 2002). 

A mefloquina, assim como o artemeter e a quinina, regula 

negativamente a expressão de receptores em monócitos  40% ou  mais, nas 

concentrações terapêuticas utilizadas de cada droga. A mefloquina reduz a 

expressão de IL-1, IL-6 e FNT (Goldring e Nemaorani, 1999). A mefloquina 

pode melhorar a evolução da doença, diminuindo a produção de citocinas pró-

inflamatórias, tais como o fator de necrose tumoral (Landewe e cols, 1995), 

que estão envolvidas nos passos iniciais da patogênese do paludismo grave 

(Muniz-Junqueira, 2007). Além disso, a mefloquina pode diminuir a adesão de 

eritrócitos parasitados, provavelmente pela regulação negativa da expressão 

de receptores de adesão  (Udomsangpetch e cols., 1996; Goldring e cols., 

1999). Por um lado, a cloroquina, quinina, mefloquina, amodiaquina, artemeter 

(Shalmiev e cols., 1996) e a artemisinina (Wenisch e cols., 1997) podem 

diminuir a defesa contra o parasita pela inibição da fagocitose dos parasitos 

da malária por monócitos ou neutrófilos.  A compreensão dos vários aspectos 

das respostas imunitárias do hospedeiro ao plasmódio é essencial para a 

compreensão da interferência de fármacos anti-maláricos existentes com a 

imunidade anti-malárica do hospedeiro (Perlmann e Troye-Blomberg, 2002). 
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Além de seu papel antiparasitário, várias drogas antimaláricas 

modulam as funções do sistema imunitário, podendo contribuir para aumentar 

ou dificultar a defesa antiparasitária. 

As funções do sistema de fagócitos são fundamentais para defesa 

contra o plasmódio, tanto nas fases iniciais de uma infecção no indivíduo não 

imune, como também como efetores da imunidade adquirida. Portanto, é 

necessária uma melhor compreensão da influência das drogas antimaláricas 

mais frequentemente utilizadas, como o artemeter, a lumefantrina e a 

mefloquina sobre o sistema imunitário envolvido na defesa contra o 

plasmódio, ocasionando um melhor entendimento nos fatores que favorecem 

ou dificultam a ação do sistema imunitário na defesa antiparasitária. 

A compreensão da influência da terapêutica utilizada para o tratamento 

da doença sobre as funções dos fagócitos poderá contribuir para utilização de 

um arsenal terapêutico mais adequado. 
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2.1. Objetivo geral: 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência imunomoduladora das 

drogas antiparasitárias artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre 

mecanismos do sistema imunitário inato que atuam contra as formas 

eritrocitárias do plasmódio. 

 

2.2. Objetivos específicos: 

 Avaliar a influência do artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre a 

capacidade fagocitária, produção de óxido nítrico e peróxido de hidrogênio e 

expressão de corpúsculos lipídicos pelos monócitos de indivíduos saudáveis.    
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3.1.  Delineamento experimental 

Neste trabalho foi avaliada a influência in vitro dos antimaláricos 

artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre capacidade funcional dos 

fagócitos de indivíduos saudáveis. 

 As influências destes fármacos sobre os fagócitos foram investigadas 

por meio da avaliação da capacidade fagocitária de monócitos mediada por 

receptores para padrões moleculares de patógenos e para receptores de 

opsoninas, sobre o metabolismo oxidativo pela determinação da produção de 

óxido nítrico (NO) e peróxido de hidrogênio (H2O2) e pela produção de 

corpúsculos lipídicos pela técnica do Oil Red. O diagrama geral do estudo 

encontra-se descrito na figura 1. 
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Figura 1 Delineamento experimental 

 

 

 

 

 



 

19 

 

3.2.  Grupos de estudo e aspectos éticos 

 

  Este estudo foi realizado no laboratório de Imunologia Celular da Área 

de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília.  

  Durante todo o desenvolvimento do trabalho, as normas éticas para 

pesquisa científica em seres humanos estabelecidas pela Declaração Helsinki 

atualizada (WMA, 2013) e pelo Ministério da Saúde Brasileiro, resolução 

196/96 (CNS, 1996) foram rigorosamente observadas. 

         O projeto de pesquisa, enquadrado dentro do grupo de risco mínimo, foi 

aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Ciências da Saúde da 

Universidade de Brasília, parecer número 365.997. (Anexo 1).  

         Foram selecionados para participar desta pesquisa 15 indivíduos 

saudáveis para avaliação da fagocitose, com média  de idade de 32,47 anos 

(Tabela 1) e 20 indivíduos saudáveis para avaliação da produção do NO e 

H2O2, com média de idade de 34,71 anos (Tabela 2), variando entre 21 e 53 

anos.  

 Foram critérios de exclusão do estudo indivíduos idosos, que estivessem 

utilizando medicamentos ou com doenças pré-existentes, como doenças 

reumáticas, doenças alérgicas, câncer, doenças infecciosas, doenças 

endócrinas, como Diabetes mellitus, obesidade, tabagismo e alcoolismo. 

Foram excluidos indivíduos que tivessem algum fator identificado pela história 

clínica que pudesse influenciar o sistema imunitário. 

         A coleta do sangue só foi feita após os voluntários estarem cientes dos 

objetivos da pesquisa e dos procedimentos a serem realizados e após 

assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido. (Anexo 1).  

 Cada voluntário doou 20 ml de sangue que foi coletado com vacutainer 

heparinizado, com agulha de coleta múltipla, da região da fossa cubital, com 

material estéril e descartável, após anti-sepsia com álcool iodado. A amostra 

foi utilizada para análise das funções dos fagócitos in vitro tratados ou não 

com artemeter, lumefantrina ou mefloquina.  

 Este trabalho foi elaborado e desenvolvido com total isenção de quaisquer 

conflitos de interesse. As drogas utilizadas foram gentilmente cedidas pelo 

Programa Nacional de Malária do Ministério da Saúde Brasileiro.  

 Dos indivíduos do grupo controle em que foram estudadas a função 

fagocitária, quanto ao gênero, 80% eram do sexo masculino e 20% do sexo 

feminino. A média de idade foi de 32,47 ± 8,831, variando de 21 a 47 ; a média 

do peso foi de  73,80 ± 8,360, variando de 61 a 89;  a média da altura foi de 

1,699 ± 0,06468, variando de 1,60 a 1,80 e a média do índice de massa 

corporal (IMC) foi de 25,65 
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 Os parâmetros antropométricos para os indivíduos em que foi avaliada 

a produção dos radicais livres quanto ao gênero foram de 72,3% eram do sexo 

masculino e 27,7% do sexo feminino. A média de idade foi de 34,56 ± 9,139, 

variando de 21 a 53 ; a média do peso foi de 73,88 ± 11,63 variando de 46 a 

103;  a média da altura foi de 1,696 ± 0,08461, variando de 1,530 a 1,85 e a 

média do índice de massa corporal (IMC) foi de 25,74. 

 

3.3.  Cepa do Plasmodium falciparum 

Foi utilizada a cepa do Plasmodium falciparum NF-54, gentilmente 

cedida pelo Professor Doutor Gerhard Wunderlich, do Departamento de 

Parasitologia da Universidade de São Paulo, e mantida em nitrogênio líquido 

 Para realização dos experimentos o P. falciparum foi mantido em 

cultura contínua, segundo a técnica Trager and Jansen modificada (Trager e 

Jansen, 1976; Muniz-Junqueira e cols, 2001), em eritrócitos O+, para 

hematócrito de 4%, suspensos em RPMI 1640 tamponado com 20 mM/L 

Hepes e 7.5% NaHCO3 (26.7 mL/L) e suplementado com 0.25 mg/dL 

hipoxantina em pool de soro humano 10%, inativado pelo calor, em 5% CO2 

em ar, a 37°C. 

 

3.3.1. Preparo dos eritrócitos parasitados para utilização nos testes de 

fagocitose e expressão de corpúsculos lipídicos 

Para cada experimento, uma alíquota de 20 l era retirada da suspensão  

eritrócitos infectados e quantificados em câmara de Neubauer. A parasitemia 

era determinada em um distendido do sangue e o número de eritrócitos 

infectados era quantificado em 1000 eritrócitos. Foi detereminada a 

porcentagem de formas em anel e esquizonte. Foram utilizados nos 

experimentos quando a parasitemia estava acima de 9% e com predomínio 

de formas maduras na cultura. 

 

3.4. Concentrações dos antimaláricos utilizadas nos experimentos in 

vitro. 

Os fagócitos e/ou os eritrócitos parasitados com Plasmódium falciparum foram 

pré-tratados com 360 ng/mL de artemeter por 60 minutos, que representa o 

pico máximo obtido em seres humanos após injeção da droga. Foi utilizada a 

apresentação do Artemeter (Injeção de Artemeter Ph. Int. 80 mg/ mL 

fabricante Ipca, Mumbai, India) injetável da ampola 80mg/mL. A escolha desta 

concentração baseou-se em estudo farmacocinético da droga efetuado em 

seres humanos, no qual se determinou que após a ingestão de 200 mg de 

artemeter ocorre em média um pico sérico de 360ng/mL, esta concentração 

foi alcançada em 1,88± 0,21 hr (Ali e cols., 2010).  
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         Com relação à lumefantrina (Lumarten, fabricante Cipla, India), os 

fagócitos e/ou eritrócitos parasitados com  Plasmódium falciparum foram pré-

incubados com 4,9 g/mL deste medicamento por 60 minutos. Esta 

concentração foi escolhida, pois corresponde ao pico sérico observado após 

a ingestão de 480mg da droga (WHO, 2012). Entretanto, nesses 

experimentos, os fagócitos e/ou os eritrócitos parasitados com Plasmodium 

falciparum foram também pré-tratados com 125ng/ml de Artemeter por 60 

minutos, pelo fato de que o medicamento disponível para os experimentos era 

uma  associação de Artemeter/Lumefantrina, fornecida pelo Ministério da 

Saúde, e as concentrações utilizadas foram ajustadas em função dos 

parâmetros farmacocinéticos da Lumefantrina. 

 Para a mefloquina (Artesunato + Mefloquina 25+55mg, fabricante 

Farmanguinhos, Rio de Janeiro, Brasil), os fagócitos e/ou os eritrócitos 

parasitados com Plasmodium falciparum foram pré-incubados com 687ng/ml 

do medicamento por 60 minutos, que é a concentração que corresponde ao 

pico sérico médio observado após 6  horas e que permanece até 24 horas 

após a ingestão de 300 mg deste fármaco (M.S.: 1.1063.0124, 2010). Porém, 

nesses experimentos, os fagócitos e/ou os eritrócitos parasitados com 

Plasmodium falciparum foram também pré-tratados com 25mg/ml de 

artesunato por 60 minutos, pelo fato de que o medicamento disponível para 

os experimentos era uma associação de Artesunato/Mefloquina, fornecida 

pelo Ministério da Saúde, e as concentrações utilizadas foram ajustadas em 

função dos parâmetros farmacocinéticos da Mefloquina. 

 

3.5.  Separação dos monócitos por aderência para o teste de fagocitose 

em placa 

 Coletou-se 20mL de sangue venoso de 15 voluntários humanos 

saudáveis em tubo vacutainer estéril heparinizado. O sangue era centrifugado 

a 400g por 10 min para obtenção do soro para sensibilização dos eritrócitos 

parasitados.  O restante do sangue era ressuspenso em salina tamponada 

com fosfato (STF) ao volume inicial e centrifugado em Percoll (Sigma,cidade 

da Sigma,USA) densidade 1,077, na proporção de 3 mL de Percoll para cada 

5 mL de sangue, a 750 g por 15 min a 4C, para a separação das células 

mononucleares (CMN).  As CMN recuperadas eram ressuspensas em 10 mL 

de STF gelada e centrifugada a 400g por 10 min, a 4C, para retirar o Percoll. 

O sobrenadante era desprezado e  novamente ressuspenso em 10 mL de STF 

gelado e centrifugado a 200 g, por 10 min, a 4C, para retirar as plaquetas.  

Desprezava-se o sobrenadante e ressuspendia-se as CMN em 2 mL de 

RPMI1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA) suplementado com bicabornato 

(incompleto) .  As células eram mantidas refrigeradas durante o procedimento. 
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As CMN eram quantificadas em câmara de Neubauer e a viabilidade 

determinada pela exclusão da nigrosina e foi sempre superior 95%. As CMN 

(106) eram distribuídas num volume de 500 µL por escavação em placas de 

24 escavações (TTP,Trasadingen, Switzerland), estéreis, de fundo chato, na 

qual tinham sido previamente colocadas lamínulas de 13 mm de diâmetro 

estéreis. As placas eram incubadas em câmara úmida a 37°C, em 5% de CO2 

em ar, por 2 horas, para permitir a aderência dos monócitos à lâmina. Em 

seguida,  as preparações eram lavadas com STF  para retirar as células não 

aderentes. As células separadas foram utilizadas para o teste de avalição da 

influência das drogas em estudo sobre a fagocitose e sobre a expressão de 

corpúculos lipídicos. 

 

3.6. Avaliação da influência das drogas antimaláricas sobre a fagocitose 

pelos monócitos pelos receptores para padrões moleculares de 

patógenos e pelos receptores para opsoninas.  

 

 Utilizando os monócitos aderidos à laminula como acima descrito foi feito 

o teste de fagocitose em placa. A fagocitose foi testada quando a ingestão dos 

eritrócitos parasitados ocorreu pelos receptores para opsoninas e quando a 

fagocitose foi realizada pelos receptores para padrões moleculares de 

patógenos.  

 A influência dos antimaláricos sobre a capacidade fagocitária dos 

monócitos por meio dos receptores para opsoninas, particularmente os 

componentes do sistema complemento, foi realizado pela sensibilização 

prévia dos eritrócitos parasitados pelo Plasmódium  falciparum. A 

sensibilização foi feita pela incubação prévia por 30 min a 37Ccom o soro 

fresco do próprio doador. Quando os eritrócitos infectados são incubados com 

o soro fresco, as frações do sistema do complemento presentes  no soro 

adsorvem-se à superfície dos eritrócitos parasitados propiciando a fagocitose 

pelos monócitos pelos receptores para as frações do complemento. Para 

avaliação da fagocitose pelos receptores para padrões moleculares de 

patógenos o soro fresco foi substituído por SFB inativado e as células 

submetidas ao mesmo procedimento de incubação por 30 min a a 37C. 

 Em relação ao tratamento com as drogas antimaláricas, a avaliação da 

fagocitose pelos receptores para PMP e pelos receptores para opsoninas foi  

feita por meio de três abordagens diferentes: a) apenas os monócitos foram 

previamente tratados com os antimaláricos artemeter,  lumafantrina e 

mefloquina. B) somente os eritrócitos parasitados pelo Plasmodium falciparum 

foram previamente tratados com os antimaláricos. C) tanto os monócitos 

quanto os eritrócitos parasitados foram tratados previamente com os 
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antimaláricos. Essas abordagens foram feitas com o objetivo de discriminar 

se as drogas estavam modulando diretamente a função dos monócitos ou se 

a ação antiparasitária das drogas antimaláricas estavam facilitando a 

fagocitose dos parasitos pelo fato deles terem sofrido modificações tóxicas 

devidas a ação das drogas facilitando assim a sua ingestão. 

 As drogas foram utilizadas nas composições e concentrações acima 

descritas. Os grupos controles sofreram os mesmos procedimentos, 

entretanto, as drogas foram substituídas por RPMI, sendo que as células 

foram incubados por uma hora apenas com RPMI.  

 Os monócitos aderidos à lamínula como acima descritos foram tratados 

com as drogas ou com RPMI por 1 hora, e após esse período,  distribuiu-se 

sobre essas células106 eritrócitos infectados com Plasmódium falciparum 

tratados com as drogas ou com RPMI nas doses acima descritas previamente 

por 1 h e previamente sensibilizados ou não com o soro do próprio doador. 

 As placas foram incubadas por 30 minutos a 37°C, em câmara úmida, 

em CO2 a 5% em ar para permitir a fagocitose dos eritrócitos parasitados 

(adaptado de Muniz-Junqueira e cols., 2001), realizado em duplicata para 

cada preparação. As preparações foram lavadas 3 vezes com STF a 37ºC 

para retirar as hemácias não aderidas/ingeridas e posteriormente com RPMI 

contendo 30% de SFB para preservar as preparações, que foram secas com 

vento quente, fixadas com metanol absoluto (Vetec) por 1 minuto e coradas 

com Giemsa (Dinâmica) a 10% em tampão para coloração, pH 7,2 por 10 min. 

As lamínulas foram lavadas com água e montadas em lâminas com resina 

sintética (Entelan®). 

 A análise das lâminas foi feita às cegas e a identificação das lâminas foi 

feita apenas ao final das leituras. As lâminas foram analisadas ao microscópio 

ótico, com aumento de 1000X em imersão,  para determinar o índice 

fagocitário. 

 O Índice Fagocitário foi calculado pela multiplicação da proporção de 

fagócitos envolvidos na fagocitose pela média de parasitos fagocitados por 

monócito. Foram contadas 500 células para cada preparação. Foram 

quantificados separadamente a fagocitose total, de formas em anel, 

esquizonte e de hemozóína. 

 

3.7. Expressão de corpúsculos lipídicos detectada pela coloraçãocom 

Oil Red O quando os monócitos foram incubados com eritrócitos 

infectados com Plasmodium falciparum tratados ou não com os 

antimaláricos.  
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 Para quantificação dos corpos lipídicos  foi utilizada a coloração com óleo 

vermelho O (oil red O), que apresenta grande solubilidade em lipídeos e colore 

de vermelho os corpúsculos lipídicos presentes no citoplasma dos monócitos. 

 Os procedimentos de aderência dos monócitos, tratamento com 

antimaláricos e fagocitose dos eritrócitos parasitados foi realizada conforme 

acima descrito. Após a fagocitose as preparações foram lavadas e as células 

foram fixadas com paraformaldeído a 4%, por 30 minutos, e lavadas duas 

vezes com STF, pH 7,2 e uma vez com álcool isopropílico a 60%. Em seguida, 

as células foram coradas por 15 minutos com uma solução de óleo vermelho 

O filtrado 3 vezes em filtro 0,22 μm e preparada no momento do uso a partir 

de uma solução estoque de 0,5%, sendo 3 partes da solução estoque para 2 

partes de água destilada. O excesso de corante foi retirado e as escavações 

foram lavadas uma vez com 1 mL de álcool isopropílico a 60% e depois duas 

vezes com 1 mL de água destilada. Os núcleos celulares foram corados com 

hematoxilina de Mayer por 5 minutos, lavadas novamente com água destilada 

e as lamínulas foram montadas sobre lâminas de vidro em uma fina camada 

de meio de montagem contendo 10 g de gelatina, 60 mL de água destilada, 

70 mL de glicerol e 0,25 g de fenol. 

 O procedimento de coloração dos corpúsculos lipídicos com óleo 

vermelho foi realizado em duplicata para cada tratamento e controle e as 

preparações foram quantificadas em microscópio ótico. Os corpúsculos 

lipídicos são identificados como estruturas circulares que se coram em 

vermelho no citoplasma dos monócitos. Para cada lâmina foram contadas 200 

células e foram estabelecidas a quantidade média de corpúsculos dentro dos 

macrófagos (MCL), a porcentagem de macrófagos apresentando corpúsculos 

lipídicos no citoplasma (MØ%) e o índice corpuscular (IC) que é  da MCL 

multiplicada pelo MØ% (Adaptado de Borges, 2013). 

 

3.8. Influência das drogas antimaláricas, artemeter, lumefantrina e 

mefloquina sobre a produção in vitro de óxido nítrico após incubação 

dos monócitos com eritrócitos infectados com Plasmodium falciparum 

 A produção do óxido nítrico foi avaliada pela quantificação do nitrito 

contido nos sobrenadantes das culturas tratadas ou não com os antimaláricos 

e estimuladas ou não com eritrócito infectado.  

 Sangue periférico foi coletado e as CMN foram separadas por 

centrifugação em Percoll a 750 g por 15 minutos a 4C. As CMN recuperadas 

eram ressuspensas em 10 mL de STF gelada e centrifugadas a 400gpor 10 

min, a 4C, para retirar o Percoll. O sobrenadante era desprezado e as células 

ressuspensas novamente em 10 mL de STF gelado e, centrifugado a 200 g, 

por 10 minutos, a 4C, para retirar as plaquetas. A viabilidade era determinada 

pela exclusão da nigrosina e foi sempre superior a 95%. As CMN (1,5 x105) 
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eram incubadas em RPMI1640 (Sigma)  contendo 2,67 mL/L de bicarbonato 

de sódio a 7,5% (pH 7,2), a 37ºC,  1 hora para permitir aderência dos 

monócitos. 

 As preparações em triplicata eram tratadas ou não com as drogas 

antimaláricas artemeter, lumefantrina ou mefloquina, nas mesmas 

concentrações acima referidas e incubadas 1 h, a 37ºC, 5% de CO2. 

Decorrido o tempo de incubação era acrescentado ou não os eritrócitos 

parasitados (1x107) ou não parasitados e incubadas  30min, a 37ºC, 5% de 

CO2. Posteriormente,  foram feitas mais três lavagens com STF, pH 7,2, a 

37ºC, seguida pela adição de RPMI suplementado com 10% de SFB e 

incubado por 24h. 

Após 24 h de incubação, 100 µl dos sobrenadantes eram 

acrescentados ao reagente de Greiss (1-38 N naftiletileno diamina 

dihidrocloridro) a 0,1 %, sulfanilamida a 1% e H3PO4 a 25 %] e a reação era 

lida em espectrofotômetro de placa (Spectramaxplus 384 - Molecular 

Devices), em 540 nm e os resultados foram expressos como μM NO2 (Muniz-

Junqueira e cols, 2005; Green e cols., 1981).  

A curva padrão foi feita pela diluição seriada do nitrito de sódio (NaNO2) nas 

diluições de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, correspondendo 

respectivamente, 100 μM, 50 μM, 25 μM, 12,5 μM, 6,25 μM, 3,12 μM e 1,56 

μM. 

3.9.  Influência das drogas antimaláricas, artemeter, lumefantrina e 

mefloquina sobre a produção in vitro de peróxido de hidrogênio após 

incubação dos monócitos com eritrócitos infectados com Plasmodium 

falciparum 

 

A produção do peróxido de hidrogênio foi avaliada pela técnica da oxidação 

do vermelho de fenol na presença de peroxidadase após incubação dos 

monócitos  com eritrócitos infectados ou não com plasmodium falciparum e 

tratados ou não com as drogas antimaláricas. 

Sangue periférico foi coletado e as CMN foram separadas por 

centrifugação em Percoll a 750 g por 15 minutos a 4C. As CMN recuperadas 

eram ressuspensas em 10 mL de STF gelada e centrifugadas a 400g por 10 

min, a 4C, para retirar o Percoll. O sobrenadante era desprezado e as células 

ressuspensas novamente em 10 mL de STF gelado e, centrifugadoa 200 g, 

por 10 minutos, a 4C, para retirar as plaquetas. A viabilidade era determinada 

pela exclusão da nigrosina e foi sempre superior a 95%. As CMN (1,5 x105) 

eram incubadas em RPMI1640 (Sigma) contendo 2,67 mL/L de bicarbonato 

de sódio a 7,5% (pH 7,2), a 37ºC, por 1 h, para permitir aderência dos 

monócitos. 
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As preparações em triplicata eram tratadas ou não com as drogas 

antimaláricas artemeter, lumefantrina ou mefloquina, nas mesmas 

concentrações acima referidas e incubadas  por 1 h, a 37ºC, 5% de CO2. 

Decorrido esse tempo foi acrescentado ou não eritrócitos parasitados (1x107) 

ou não parasitados incubados por 30 min, a 37ºC, 5% de CO2. 

Posteriormente, foram feitas mais três lavagens com STF, pH 7,2, a 

37ºC, seguida pela adição de 140 μL de tampão fosfato suplementado com 

dextrose 5,5 mM, vermelho de fenol 0,5 mM e peroxidase tipo II, as placas 

foram novamente incubadas por 1 h, em ambiente umidificado, com 5% de 

CO2, a 37ºC. Decorrido o tempo de incubação, foram adicionados 10 μL de 

NaOH para interromper a reação catalisada pela peroxidase tipo II. Foi feita a 

leitura em espectrofotômetro (Spectramax Plus 384, Molecular Devices) em 

comprimento de onda de 620 nm. Para determinação da concentração de 

peróxido de hidrogênio contida em cada poço foi feita, paralelamente, uma 

curva padrão com peróxido de hidrogênio diluído em tampão fosfato 

suplementado com 5,5 mM de dextrose, 0,5 mM de vermelho de fenol e 19 

unidades por mL de peroxidase tipo II nas concentrações de 100 M, 50 M, 25 

M, 12,5 M, 6,25 M, 3,12 M, 1,56 M (Pick & Mizel, 1981). 

 

3.10. Análise estatística:  

 As análises estatísticas foram realizadas empregando-se o software 

Prism® (Graphpad, USA, 2005).  

         Para a aplicação dos testes estatísticos verificou-se previamente a 

normalidade ou não das variáveis nas amostras pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov e a variância da amostra pelo teste de Bartlett. Para comparação 

entre duas variáveis com distribuição normal foi utilizado o teste t pareado e 

para aquelas que não apresentaram distribuição normal foi utilizado o teste 

de Wilcoxon. Para amostras indenpendentes foram utilizados o teste t e o 

teste de Mann-Whitney. Para comparação entre mais do que duas variáveis 

com distribuição normal foi utilizado o teste de ANOVA, para amostras com 

distribuição não normal foi utilizado o  teste de Kruskal-Wallis.   

         As diferenças entre as variáveis comparadas foram consideradas 

estatisticamente significativas quando a probabilidade bi-caudal da sua 

ocorrência devida ao acaso (erro tipo I) foi menor que 5% (p < 0,05). 

        Os dados foram expressos graficamente como média e desvio padrão 

para as amostras com distribuição normal e como mediana, quartis e 

extremos para aquelas com distribuição não normal. 
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4. Influência dos antimaláricos artemeter, lumefantrina e mefloquina 

sobre a capacidade fagocitária de monócitos de indivíduos normais 

quando tratados in vitro os eritrócitos infectados com Plasmodium 

falciparum e/ou os monócitos de indivíduos normais  

 A influência do tratamento in vitro de eritrócitos infectados e/ou 

monócitos de indivíduos normais com os antimaláricos artemeter, 

lumefantrina e mefloquina sobre a capacidade fagocitária foi investigada pelo 

teste de fagocitose em placa.   

        Avaliou-se a fagocitose por meio de dois tipos de receptores: a mediada 

por receptores para padrões moleculares de patógenos, quando os eritrócitos 

foram incubados com soro fetal bovino inativado, e a mediada por receptores 

para opsoninas, quando os eritrócitos foram incubados com soro fresco do 

doador. A influência sobre a fagocitose foi testada submetendo os monócitos 

e os eritrócitos infectados à ação das drogas. Como também foram avaliados 

quando apenas os monócitos ou os eritrócitos foram tratados, para melhor 

esclarecer em qual célula esses antimaláricos estavam agindo. Para melhor 

esclarecimento, foram quantificadas individualmente a fagocitose total e a 

ingestão das formas em anel, esquizonte e a hemozoína. 

        A capacidade fagocitária foi expressa por meio do índice fagocitário, da 

média de parasitos/restos de parasitos ingeridos/aderidos por monócitos e do 

percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. 

 

4.1.1. Fagocitose total pelos receptores para padrões moleculares de 

patógenos 

 

4.1.1.1. Lumefantrina 

Influência do tratamento in vitro de eritrócitos infectados com P. 

falciparum e/ou de monócitos de indivíduos normais com lumefantrina 

sobre a fagocitose por receptores para padrões moleculares para 

patógenos 

 

 Quando  tratamos apenas os monócitos com o lumefantrina, houve 

diminuição da mediana do índice fagocitário de 8,4 para 5,8 (p = 0,023, teste 

t) e a mediana da proporção de monócitos de 7,4 para 5,8 (p = 0,025, teste t) 

e não houve alteração na média de parasitos fagocitados (Figura 2 B,E,H). 

Porém, quando tratamos apenas os eritrócitos infectados e não 

sensibilizados, houve uma tendência não significante para aumentar as 

medianas do índice fagocitário de 8,4 para 11, e da mediana de proporção de 

monócitos envolvidos na fagocitose de 7,4 para 10,2, não havendo diferença 
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na media de parasitos fagocitados (p>0,05). Essas ações opostas sobre as 

duas células possivelmente foram responsáveis por não observarmos 

alteração na fagocitose quando ambas as células foram tratadas com a droga 

(Figura 2 A,D,G). 
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Figura 2. Influência do tratamento com lumefantrina sobre a fagocitose por 
monócitos. Os monócitos, os eritrócitos ou ambos foram tratados in vitro por 
60 min. Foram utilizados106 eritrócitos infectados com P.falciparum não 
sensibilizados por escavação. A,B,C - Índice fagocitário; D,E,F- Média de 
parasitos/restos de parasitos ingeridos/aderidos por monócito;  G,H,I- 
Percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. Em B : Diminuição do 
índice fagocitário (p=0,02). Em H: Diminuição do percentual de monócitos 
envolvidos na fagocitose (p=0,02). 
 
 
4.1.1.2.  Artemeter 
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Influência do tratamento in vitro de eritrócitos infectados com P. 

falciparum e/ou de monócitos de indivíduos normais com artemeter 

sobre a fagocitose por receptores para padrões moleculares para 

patógenos 

 

 Não houve influência do artemeter quando incubado por 60 min com os 

eritrócitos infectados com P. falciparum não sensibilizados e/ou os monócitos 

de indivíduos normais,sobre a mediana do índice fagocitário, e a mediana da 

proporção de monócitos envolvidos na fagocitose e o número de parasitos 

fagocitados por monócito. (Figura 3). 
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Figura 3. Influência do tratamento com artemeter sobre a fagocitose por 
monócitos. Os monócitos, os eritrócitos ou ambos foram tratados in vitro por 
60 min.Foram utilizados106 eritrócitos infectados com P.falciparum não 
sensibilizados por escavação. A,B,C - Índice fagocitário; D,E,F- Média de 
parasitos/restos de parasitos ingeridos/aderidos por monócito;  G,H,I- 
Percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. 
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4.1.1.3.  Mefloquina 

Influência do tratamento in vitro de eritrócitos infectados com P. 

falciparume de monócitos de indivíduos normais com mefloquina sobre 

a fagocitose por receptores para padrões moleculares para patógenos 

 A mefloquina também não influenciou a fagocitose, no tempo e na dose 

utilizada. (Figura 4). 
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Figura 4. Influência do tratamento com mefloquina sobre a fagocitose por 
monócitos. Os monócitos, os eritrócitos ou ambos foram tratados in vitro por 
60 min. Foram utilizados106 eritrócitos infectados com P. falciparum não 
sensibilizados por escavação. A, B, C - Índice fagocitário; D, E, F- Média de 
parasitos/restos de parasitos ingeridos/aderidos por monócito;  G, H, I- 
Percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. 
 

4.1.2.  Fagocitose total pelos receptores para opsoninas 

4.1.2.1. Artemeter 

Influência do tratamento in vitro de eritrócitos infectados com P. 

falciparum e/ou de monócitos de indivíduos normais com artemeter 

sobre a fagocitose por receptores para opsoninas. 

 O tratamento dos monócitos e eritrócitos infectados com P. falciparum 

com o artemeter por 60 min diminuiu a mediana do índice fagocitário dos 
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monócitos de 7,6 para 5,3 (p = 0,029, teste t), teve uma tendência para 

diminuir a mediana do percentual de monócitos envolvidos na fagocitose de 

7,6 para 5,25 (p = 0,056, teste de Mann Whitney), e não influenciou a mediana 

do número de parasitos fagocitados por monócitos (teste de Mann Whitney) 

(Figura 5). 
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Figura 5 . Influência do tratamento in vitro de monócitos e eritrócitos infectados 
com P. falciparum com artemeter por 60 min sobre a capacidade fagocitária, 
utilizando-se 106 eritrócitos infectados com P. falciparum sensibilizados, por 
escavação. A,B,C - Índice fagocitário; D,E,F- Média de parasitos/restos de 
parasitos ingeridos/aderidos por monócito;  G,H,I- Percentual de monócitos 
envolvidos na fagocitose. Em A: Diminuição do índice fagocitário (p=0,029). 
Em G: tendência para diminuir o percentual de monócitos envolvidos na 
fagocitose (p=0,05). 
 

4.1.2.2.  Lumefantrina 
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Influência do tratamento in vitro de eritrócitos infectados com P. 

falciparum e/ou de monócitos de indivíduos normais com lumefantrina 

sobre a fagocitose por receptores para opsoninas. 

 

 O tratamento dos eritrócitos infectados e/ou monócitos com 

lumefantrina, quando os eritrócitos foram sensibilizados com o soro do 

doador, não modificou as medianas do índice fagocitário e da proporção de 

monócitos envolvidos na fagocitose, também não influenciou a média de 

parasitos fagocitados. (Figura 6). 
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Figura 6. Influência do tratamento in vitro de monócitos e eritrócitos infectados 
com P. falciparum com lumefantrina por 60 min sobre a capacidade 
fagocitária, utilizando-se 106 eritrócitos infectados com P. falciparum 
sensibilizados com o soro do doador, por escavação. A,B,C - Índice 
fagocitário; D,E,F- Média de parasitos/restos de parasitos ingeridos/aderidos 
por monócito;  G,H,I- Percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. 
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4.1.2.3.  Mefloquina 

 

 Quando ambos monócitos e eritrócitos infectados foram tratados com 

mefloquina observou-se aumento da mediana do índice fagocitário de 7,6 para 

13,9 e da mediana da proporção de monócitos envolvidos na fagocitose de 

7,6 para 11,5 quando os eritrócitos foram sensibilizados com o soro do doador. 

Não houve influência sobrea média de parasitos fagocitados. Quando o 

tratamento feito isoladamente dos eritrócitos ou dos monócitos  com 

mefloquina não houve influencia no resultado. (Figura 7). 
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Figura 7. Influência do tratamento in vitro de monócitos e eritrócitos infectados 
com P .falciparum com mefloquina por 60 minutos sobre a capacidade 
fagocitária, utilizando-se 106 eritrócitos infectados com P. falciparum 
sensibilizados com o soro do doador, por escavação. A,B,C - Índice 
fagocitário; D,E,F- Média de parasitos/restos de parasitos ingeridos/aderidos 
por monócito;  G,H,I- Percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. 
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4.2.1. Função fagocitária discriminando apenas as partículas de 

hemozoína quando avaliada pelos receptores para padrões moleculares 

de patógenos 

 

4.2.1.1. Mefloquina 

 O tratamento dos eritrócitos infectados com P. falciparum não 

sensibilizados com mefloquina por 60 min aumentou a média de partículas de 

hemozoína ingeridas de 1,001 para 1,048 (p= 0,0169 teste de Mann Whitney), 

não havendo influência sobre o IF ou a proporção de partículas fagocitadas. 

Não observamos alteração da fagocitose quando a mefloquina foi incubada 

isoladamente com os monócitos  ou  eritrócitos. (Figura 8). 

Monócitos e Eritrócitos tratados

  
0

10

20

30

40

A

In
d

ic
e

 F
a

g
o

c
it

á
ri

o

d
o

s
 m

o
n

ó
c

it
o

s

Monócitos tratados

  
0

5

10

15

20
B

Eritrócitos tratados

  
0

5

10

15

20

25
C

  
0.9

1.0

1.1

1.2

1.3

1.4
D

M
é

d
ia

 d
e

 e
ri

tr
ó

c
it

o
s

 f
a

g
o

c
it

a
d

o
s

  
0.9

1.0

1.1

1.2

1.3

1.4
E

  
0.9

1.0

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5
F

p=0,016

 Controle  Mefloquina
0

10

20

30

G

P
ro

p
o

rç
ã

o
 d

e
 m

o
n

ó
c

it
o

s

e
n

v
o

lv
id

o
s

 n
a

 f
a

g
o

c
it

o
s

e

 Controle  Mefloquina
0

5

10

15

20
H

 Controle  Mefloquina
0

5

10

15

20

25
I

Figura 8. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos infectados e monócitos 
com mefloquina por 60 min sobre a capacidade fagocitária, utilizando 106 
eritrócitos infectados com P. falciparum não sensibilizados por escavação. A, 
B, C - Índice fagocitário; D, E, F- hemozoínas ingeridas/aderidas por monócito;  
G, H, I- Percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. Em F aumento da 
média de hemozoína fagocitada(p= 0,0169). 
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4.2.1.2. Lumefantrina 

 

 A lumefantrina não modificou o resultado da fagocitose de hemozoína 

por receptores para padrões moleculares de patógenos quando tratados 

ambos eritrócitos e monócitos e quando tratado isoladamente os monóctios, 

porém teve uma tendência para aumentar a mediana do IF quando os 

eritrócitos infectados foram tratados isoladamente (p= 0,05, teste t).(Figura 9). 
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Figura 9. Influência do tratamento in vitro de monócitos e eritrócitos infectados 
com lumefantrina por 60 min sobre a capacidade fagocitária, utilizando-se 106 
eritrócitos infectados com P. falciparum não sensibilizados, por escavação. 
A,B,C - Índice fagocitário; D,E,F- Média de  hemozoínas ingeridas/aderidas 
por monócito;  G,H,I- Percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. Em  
C tendência em aumentar a mediana do índice fagocitário  (p= 0,05). 
  
 

 

4.2.1.3.  Artemeter 
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 O artemeter não influenciou a fagocitose in vitro de hemozoína pelos 

receptores para padrões moleculares de patógenos. (Figura 10). 
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Figura 10. Influência do tratamento in vitro de monócitos e eritrócitos 
infectados com artemeter por 60 min sobre a capacidade fagocitária, 
utilizando-se 106 eritrócitos infectados com P. falciparum não sensibilizados, 
por escavação. A,B,C - Índice fagocitário; D,E,F- Média de  hemozoínas 
ingeridas/aderidas por monócito;  G,H,I- Percentual de monócitos envolvidos 
na fagocitose. 
 
 

4.2.2. Função fagocitária discriminando apenas partículas de hemozoína 

quando avaliada pelos receptores para opsoninas 

 

4.2.2.1.  Artemeter 

 O tratamento dos eritrócitos infectados com P. falciparum e dos 

monócitos de indivíduos normais com artemeter, por 60 min, quando os 
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eritrócitos foram sensibilizados com o soro do próprio doador, diminuiu a 

mediana do índice fagocitário de 7,4 para 4,6 p= 0,036, teste t; teve uma 

tendência para diminuir a mediana da  proporção de monócitos envolvidos na 

fagocitose p= 0,5, teste t; entretanto, não influenciou a na média de 

hemozoínas fagocitadas. (Figura 11). 
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Figura 11. Influência do tratamento in vitro de monócitos e eritrócitos 
infectados com artemeter por 60 min sobre a capacidade fagocitária, 
utilizando-se 106 eritrócitos infectados com  P. falciparum  sensibilizados com 
o soro do doador, por escavação. A,B,C - Índice fagocitário; D,E,F- Média de  
hemozoína ingeridos/aderidos por monócito;  G,H,I- Percentual de monócitos 
envolvidos na fagocitose. Em A. diminuiu a mediana do índice fagocitário (p= 
0,03). Em G tendência para diminuir a proporção de monócitos envolvidos na 
fagocitose de hemozoína (p= 0,05). 
 

4.2.2.2.  Lumefantrina 

 

 A lumefantrina não modificou o resultado da fagocitose de hemozoína 

por receptores para opsoninas. (Figura 12). 
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Figura 12. Influência do tratamento in vitro de monócitos e eritrócitos 
infectados com lumefantrina por 60 min sobre a capacidade fagocitária, 
utilizando-se 106 eritrócitos infectados com P. falciparum  sensibilizados com 
o soro do doador, por escavação. A,B,C - Índice fagocitário; D,E,F- Média de  
hemozoína ingeridas/aderidas por monócito;  G,H,I- Percentual de monócitos 
envolvidos na fagocitose.  
 

4.4.3. Mefloquina 

 

 O tratamento com a mefloquina também não alterou o resultado da 

fagocitose de hemozoína por  receptores para opsoninas. (Figura 13). 
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Figura 13. Influência do tratamento in vitro de monócitos e eritrócitos 
infectados com mefloquina por 60 min sobre a capacidade fagocitária, 
utilizando-se 106 eritrócitos infectados com P. falciparum  sensibilizados com 
o soro do doador, por escavação. A,B,C - Índice fagocitário; D,E,F- Média de  
hemozoína ingeridos/aderidos por monócito;  G,H,I- Percentual de monócitos 
envolvidos na fagocitose. 
 

4.3.1. Função fagocitária discriminando apenas esquizontes quando 

avaliada pelos receptores para padrões moleculares de patógenos. 

 

 Verificamos a influência do tratamento de eritrócitos infectados e 

monócitos de indivíduos normais com os antimaláricos artemeter, 

lumefantrina e mefloquina sobre a capacidade fagocitária, pelo teste de 

fagocitose em placa analisando a ingestão das formas em esquizonte dos 

parasitos. 
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4.3.1.1. Lumefantrina 

 

 A lumefantrina diminuiu a mediana do índice fagocitário de 0,2 para 0 (p= 

0,0065, teste Mann Whitney),  a mediana da proporção de monócitos 

envolvidos na fagocitose de 0,2 para 0 (p= 0,0065, teste Mann Whitney)e 

diminuiu a mediana do número de parasitos fagocitados por monócito de 1 

para 0 (p= 0,0069, teste Mann Whitney), quando tratamos apenas os 

monócitos por 60 min. (Figura 14). 
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Figura 14. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos tratados com 
lumefantrina por 60 min sobre a capacidade fagocitária de monócitos para os 
parasitos em forma de esquizonte, utilizando 106 eritrócitos infectados com P. 
falciparum não sensibilizados por escavação. A, B, C - Índice fagocitário; 
D,E,F - Média de  esquizontes ingeridos/aderidos por monócitos; G,H,I - 
Percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. Em B: Diminuiua mediana 
do índice fagocitário (p=0,0065). Em E: Diminui a mediana de esquizontes 
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ingeridos/aderidos por monócitos (p= 0,0069). Em H: Reduziu o percentual de 
monócitos envolvidos na fagocitose (p=0,0065). 
 

4.3.1.2.  Artemeter 

O Artemeter não influenciou a fagocitose de esquizontes quando os eritrócitos 

não foram sensibilizados. (Figura 15). 
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Figura15. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos tratados com  
artemeter por 60 min sobre a capacidade fagocitária de monócitos para os 
parasitos em forma de esquizonte, utilizando 106 eritrócitos infectados com P. 
falciparum não sensibilizados por escavação. A, B, C - Índice fagocitário; 
D,E,F - Média de  esquizontes ingeridos/aderidos por monócitos; G,H,I - 
Percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. 
 

4.3.1.3.  Mefloquina 

 O tratamento de eritrócitos e monócitos com mefloquina por 60 min não 

modificou a capacidade fagocitário dos monócitos para o parasito na forma de 

esquizonte, quando os eritrócitos não foram sensibilizados. (Figura16). 

 



 

43 

 

        Monócitos e Eritrócitos tratados

  
0

1

2

3

4

5
A

In
d

ic
e

 F
a

g
o

c
it

á
ri

o

 d
o

s
 m

o
n

ó
c

it
o

s
 Monócitos tratados

  
0

1

2

3

4

5
B

   Eritrócitos tratados

  
0

1

2

3

4

5
C

  
0.0

0.5

1.0

1.5
D

M
é

d
ia

 d
e

 e
ri

tr
ó

c
it

o
s

fa
g

o
c

it
a

d
o

s

  
0.0

0.5

1.0

1.5
E

  
0.0

0.5

1.0

1.5
F

 Controle  Mefloquina
0

1

2

3

4

5
G

P
ro

p
o

rç
ã

o
 d

e
 m

o
n

ó
c

it
o

s

e
n

v
o

lv
id

o
s

 n
a

 f
a

g
o

c
it

o
s

e

 Controle  Mefloquina
0

1

2

3

4

5 H

 Controle  Mefloquina
0

1

2

3

4

5 I

Figura 16. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos tratados com  
mefloquina por 60 min sobre a capacidade fagocitária de monócitos para os 
parasitos em forma de esquizonte, utilizando 106 eritrócitos infectados com P. 
falciparum não sensibilizados por escavação. A, B, C - Índice fagocitário; 
D,E,F - Média de esquizontes ingeridos/aderidos por monócitos; G,H,I - 
Percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. 
 

4.3.2.  Influência do tratamento in vitro de eritrócitos infectados com P. 

falciparum e de monócitos de indivíduos normais com artemeter, 

lumefantrina e mefloquina sobre a fagocitose de de esquizonte por 

receptores para opsoninas. 

 

4.3.2.1.  Lumefantrina 

 

 O tratamento dos monócitos e eritrócitos infectados com lumefantrina 

por 60 min teve uma tendência para diminuir número de esquizontes 

fagocitados por monócito (p= 0,05,teste Mann Whitney), não influenciando a 

mediana do índice fagocitário e a mediana da proporção de monócitos 

envolvidos na fagocitose, quando os eritrócitos foram sensibilizados com o 

soro do doador. (Figura 17). 
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Figura 17. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos tratados com  
lumefantrina por 60 min sobre a capacidade fagocitária de monócitos para os 
parasitos em forma de esquizonte, utilizando 106 eritrócitos infectados com P. 
falciparum sensibilizados por escavação. A, B, C - Índice fagocitário; D, E, F - 
Média de  esquizontes ingeridos/aderidos por monócitos; G,H,I - Percentual 
de monócitos envolvidos na fagocitose.Em F: tendência em diminuir o número 
de esquizontes fagocitados por monócito. 
 

4.3.2.2.  Mefloquina 

 O tratamento dos monócitos e eritrócitos infectados com  mefloquina por 

60 min teve uma tendência para diminuir a média de esquizontes fagocitados 

(p= 0,05, teste Mann Whitney) não influenciando a mediana do índice 

fagocitário e a mediana da porporção de monócitos envolvidos na fagocitose, 

quando os eritrócitos foram sensibilizados com o soro do doador. (Figura 18). 
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Figura 18. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos tratados com 
mefloquina por 60 min sobre a capacidade fagocitária de monócitos para os 
parasitos em forma de esquizonte, utilizando 106 eritrócitos infectados com P. 
falciparum sensibilizados por escavação. A, B, C - Índice fagocitário; D, E, F - 
Média de  esquizontes ingeridos/aderidos por monócitos; G, H, I - Percentual 
de monócitos envolvidos na fagocitose.Em E: tendência em diminuir a média 
de esquizontes fagocitados. 
 
 
4.3.2.3.  Artemeter 
 
 O artemeter não influenciou a fagocitose de parasitos na forma de 

esquizonte por receptores para opsoninas, quando tratados in vitro monócitos 

e eritrócitos por 60 min. (Figura 19). 
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Figura 19. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos tratados com 
artemeter 
 por 60 min sobre a capacidade fagocitária de monócitos para os parasitos em 
forma de esquizonte, utilizando 106 eritrócitos infectados com P. falciparum 
sensibilizados por escavação. A, B, C - Índice fagocitário; D, E, F - Média de  
esquizontes ingeridos/aderidos por monócitos; G, H, I - Percentual de 
monócitos envolvidos na fagocitose. 
 

4.4.1.  Função fagocitária discriminando apenas as formas em anel 

quando avaliada pelos receptores para padrões moleculares de 

patógenos. 

 

4.4.1.1. Artemeter 

 

 O artemeter aumentou as medianas do índice fagocitário e da proporção 

de monócitos envolvidos na fagocitose de parasitos na forma de anel de 0 

para 0,4 (p= 0,0171, teste Mann Whitney), mas não influenciou a média de 

parasitos fagocitados, quando os eritrócitos parasitados foram tratados 

isoladamente. (Figura 20). 
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Figura 20. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos com artemeter por 60 
min  
sobre a capacidade fagocitária de monócitos para os parasitos em forma em 
anel, utilizando 106 eritrócitos infectados com P. falciparum não sensibilizados 
por escavação. A, B, C - Índice fagocitário; D, E, F - Média de parasitos 
ingeridos/aderidos por monócitos; G, H, I - Percentual de monócitos 
envolvidos na fagocitose. Em C: aumento do índice fagocitário (p= 0,017). Em 
I: Aumentou do percentual de monócitos envolvidos na fagocitose (p=0,017) 
teste de Mann Whitney. 
 

4.4.1.2.  Lumefantrina 

 

 A lumefantrina não influenciou o resultado da fagocitose de parasitos na 

forma em anel por receptores para padrões moleculares para patógenos, 

quando tratados os monócitos e os eritrócitos por 60 min. (Figura 21). 
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Figura 21. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos com lumefantrina por 
60 minsobre a capacidade fagocitária de monócitos para os parasitos em 
forma em anel, utilizando 106 eritrócitos infectados com P. falciparum não 
sensibilizados por escavação. A, B, C - Índice fagocitário; D, E, F - Média de 
parasitos ingeridos/aderidos por monócitos; G, H, I - Percentual de monócitos 
envolvidos na fagocitose. 
 
 
4.4.1.3. Mefloquina  

 A Mefloquina não modificou o resultado da fagocitose de parasitos na 

forma em anel por receptores para padrões moleculares para patógenos, 

quando tratados os monócitos e  os eritrócitos por 60 min. (Figura 22). 
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Figura 22. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos com mefloquina por 
60 min sobre a capacidade fagocitária de monócitos para os parasitos em 
forma em anel, utilizando 106 eritrócitos infectados com P. falciparum não 
sensibilizados por escavação. A, B, C - Índice fagocitário; D, E, F - Média de 
parasitos ingeridos/aderidos por monócitos; G, H, I - Percentual de monócitos 
envolvidos na fagocitose. 
 
 
4.4.2.  Influência do tratamento in vitro de eritrócitos infectados com P. 

falciparum e de monócitos de indivíduos normais com artemeter, 

lumefantrina e mefloquina sobre a fagocitose de parasitos na forma em 

anel por receptores para opsoninas. 

 

4.4.2.1. Artemeter 

 

 O tratamento dos monócitos e eritrócitos infectados com P. falciparum 

com artemeter por 60 min não alterou a fagocitose de parasitos na forma em 

anel, por receptores para opsoninas (teste de Mann Whitney). (Figura 23). 
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Figura 23. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos com artemeter por 60 
min sobre a capacidade fagocitária de monócitos para os parasitos em forma 
em anel, utilizando 106 eritrócitos infectados com P. falciparum sensibilizados 
com o soro do doador, por escavação. A, B, C - Índice fagocitário; D, E, F - 
Média de parasitos ingeridos/aderidos por monócito; G, H, I - Percentual de 
monócitos envolvidos na fagocitose. 
 
 
4.4.2.2.  Lumefantrina 
 
 A lumefantrina não influenciou a fagocitose pelos receptores para 

opsoninas das formas em anel. (Figura 24). 
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Figura 24. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos com lumefantrina por 
60 minsobre a capacidade fagocitária de monócitos para os parasitos em 
forma em anel, utilizando 106 eritrócitos infectados com P. falciparum  
sensibilizados com o soro do doador, por escavação. A, B, C - Índice 
fagocitário; D, E, F - Média de parasitos ingeridos/aderidos por monócitos; G, 
H, I - Percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. 
 
 
4.4.2.3. Mefloquina 
 
 O tratamento dos eritrócitos infectados e monócitos com  mefloquina 

quando os eritrócitos foram sensibilizados com o pasma do doador não 

modificou as medianas do indice fagocitário e da porporção de monócitos 

envolvidos na fagocitose, não alterou a média de parasitos na forma em anel 

fagocitados. (Figura 25). 
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Figura 25. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos com mefloquina por 
60 minutos sobre a capacidade fagocitária de monócitos para os parasitos em 
forma em anel, utilizando 106 eritrócitos infectados com P. falciparum 
sensibilizados com o soro do doador por escavação. A, B, C - Índice 
fagocitário; D, E, F - Média de parasitos ingeridos/aderidos por monócitos; G, 
H, I - Percentual de monócitos envolvidos na fagocitose. 
 
 
4.5.  Corpúsculos lipídicos 

 

Influencia dos antimaláricos artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre 

a expressão de corpúsculos lipídicos pelos monócitos de indivíduos 

normais quando estimulados com os eritrócitos infectados com 

plasmódio falciparum  

 

A influência do tratamento in vitro de eritrócitos infectados e/ou 

monócitos de indivíduos normais com os antimaláricos artemeter, lumrfantrina 

e mefloquina sobre a expressão de corpúsculos lipídicos foi avaliada pela 

coloração dos monócitos estimulados com o oil red O. 

 A expressão de corpos lipídicos foi avaliada quando os monócitos foram 

estimulados com eritrócitos infectados fagocitados pelos receptores para 
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padrões moleculares de patógenos, e a mediada por receptores para 

opsoninas. 

A expressão dos corpúsculos lipídicos foi expressa pelo índice 

corpuscular, a média de corpúsculos lipídicos expressos por monócito e o 

percentual de monócitos expressando corpúsculo lipídico. 

 

4.5.1.  Influência dos antimaláricos sobre a expressão corpúsculos 

lipídicos pelos monócitos quando estimulados por eritrócitos 

parasitados não sensibilizados. 

 

4.5.1.1.  Artemeter 

 

 O tratamento dos eritrócitos infectados não sensibilizados e monócitos 

por 60 min com artemeter diminuiu 1,74 vezes o valor da mediana do índice 

corpuscular dos monócitos (p = 0,004, teste t), sendo que não houve diferença 

no percentual de monócitos expressando corpúsculos lipídicos, porém, o 

número de corpúsculos lipídicos expressos por monócito foi 1,45 vezes menor 

após o tratamento com a droga, (p = 0,034, teste t). Quando tratamos somente 

os eritrócitos parasitados com a droga, houve diminuição em 4,35 vezes na 

mediana do índice corpuscular, (p= 0,008, teste t), diminuição na mediana do 

percentual de monócitos expressando corpúsculos lipídicos em 2,6 vezes  (p= 

0,026, teste t), e também diminuição no número de corpúsculos lipídicos 

expresso por monócito em 1,7 vezes  (p = 0,049, teste t). (Figura 26). 
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Figura 26. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos e/ou monócitos com 
artemeter por 60 min sobre a expressão de corpúsculos lipídicos pelos 
monócitos estimulados com106 eritrócitos infectados com P. falciparum não 
sensibilizado por escavação. A B, C- Índice corpuscular; D, E F - Média de 
expressão corpuscular por monócitos; G, H, I - Percentual de monócitos 
expressando corpúsculos lipídicos. Em A e C: Diminuição do índice 
corpuscular (p=0,004, p= 0,008). Em D e F: Diminuição da expressão 
corpuscular pelos monócitos ( p = 0,03, p = 0,04). Em I: Diminuiu o percentual 
de monócitos expressando corpúsculos lipídicos (p= 0,026) 
 
 
4.5.1.2. Lumefantrina 

  O tratamento dos eritrócitos infectados não sensibilizados e dos 

monócitos por 60 min com lumefantrina diminuiu a mediana do índice 

corpuscular dos monócitos de 151,5 para 80 e a mediana de monócitos 

expressando corpúsculos lipídicos de 42,25 para 24,sendo que 

correspondeu à diminuição de 1,48 vezes (p = 0,02, teste t). O tratamento 

dos eritrócitos infectados isoladamente por 60 min com lumefantrina diminuiu 

o valor da mediana do índice corpuscular dos monócitos de 151,5 para 94 e 

a mediana de monócitos expressando corpúsculos lipídicos de 42,25 para 
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30,5,1,27 vezes menos, (p=0,022, teste t). O tratamento somente dos 

monócitospor 60 min com a lumefantrina diminuiu a mediana do índice 

corpuscular dos monócitos 3,6 vezes,de 151,5 para 41,13(p= 0,006, teste t), 

a mediana de monócitos expressando corpúsculos lipídicos diminuiu 3,1 

vezes, de 42,25 para 13,5 (p= 0,014, teste t). (Figura 27). 
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Figura 27. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos e/ou monócitos com 
lumefantrina por 60 min  sobre a expressão de corpúsculos lipídicos pelos 
monócitos estimulados com 106 eritrócitos infectados com P. falciparum não 
sensibilizado por escavação. A, B, C - Índice corpuscular; D, E , F - Média de 
expressão corpuscular por monócitos; G, H, I - Percentual de monócitos 
expressando corpúsculos lipídicos. Em B: Houve diferença significativa do 
índice corpuscular (p= 0,006). Em D e F: Diminuiu expressão corpuscular 
pelos monócitos (p= 0,02). Em H: Houve diferença significativa do percentual 
de monócitos expressando corpúsculos lipídicos (p= 0,014). 
 
4.5.1.3. Mefloquina 

 O tratamento dos eritrócitos infectados por 60 min com mefloquina 

diminuiu a mediana do índice corpuscular dos monócitos de 2,14 vezes, 

de 151,5 para 70,5 (p= 0,05, teste t), a diminuição na mediana do número 

de monócitos expressando corpúsculos lipídicos foi 1,68 vezes, passando 
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de 3,96 para 2,35 (p =0,027, teste t).O tratamento dos monócitos 

isoladamente diminuiu a mediana de expressão corpuscular de 3,96 para 

1,59 (p =0,0007, teste t). O tratamento dos eritrócitos infectados e dos 

monócitos diminuiu o valor da mediana do índice corpuscular dos 

monócitos de 151,5 para 31,5 e da mediana de monócitos expressando 

corpúsculos lipídicos de 42,25 para 13,5. (Figura 28). 
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Figura 28. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos e/ou monócitos 
com mefloquina por 60 min sobre a expressão de corpúsculos lipídicos 
pelos monócitos estimulados com106 eritrócitos infectados com P. 
falciparum não sensibilizado por escavação. A, B, C - Índice corpuscular; 
D, E, F - Média de expressão corpuscular por monócito; G, H, I- Percentual 
de monócitos expressando corpúsculos lipídicos. Em c: Tendência para 
diminuir a mediana do índice corpuscular  (p= 0,05). Em E, F: Diminuiu a 
mediana da expressão corpuscular (p = 0,0007 e  p= 0,027).  

 
4.5.2. Influência do tratamento in vitro com artemeter, lumefantrina e 

mefloquina sobre a expressão de corpúsculos lipídicos por 

monócitos estimulados com eritrócitos infectados com P. 

falciparum sensibilizados. 

4.5.2.1.  Artemeter 
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 O tratamento dos monócitos de indivíduos  com artemeter, por 60 min 

quando os eritrócitos foram sensibilizados com o soro do próprio doador 

aumentou a mediana do índice corpuscular de 21,25 para 128,3, aumentou 

mediana da proporção de monócitos expressando corpúsculos lipídicos de 

11,75 para 50 (p= 0,017,teste t), mas não influenciou o número de corpúsculos 

lipídicos expressos por monócitos. (Figura 29). 
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Figura 29. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos e/ou monócitos com 
artemeter por 60 min sobre a expressão de corpúsculos lipídicos pelos 
monócitos estimulados com106 eritrócitos infectados com P. falciparum 
sensibilizado com o soro do doador, por escavação. A, B, C - Índice 
corpuscular; D, E, F - Média de expressão corpuscular por monócitos; G, H, I- 
Percentual de monócitos expressando corpúsculos lipídicos. Em H: Aumentou 
a mediana do percentual de monócitos  expressando corpúsculos lipídicos de 
11,75 para 50 (p= 0,017). 
  

4.5.2.2.  Lumefantrina 

 

O tratamento dos eritrócitos e monócitos com lumefantrina, por 60 min 

quando os eritrócitos foram sensibilizados com o soro do próprio doador 

aumentou a mediana do índice corpuscular de 21,25 para 92, aumentou 
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mediana da proporção de monócitos expressando corpúsculos lipídicos de 

11,75 para 34 (p= 0,032, teste t) mas não influenciou a média de expressão 

corpuscular. (Figura 30). 
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Figura 30. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos e monócitos com 
lumefantrina por 60 min sobre a expressão de corpúsculos lipídicos pelos 
monócitos estimulados com106 eritrócitos infectados com P. falciparum 
sensibilizado com o soro do doador por escavação. A, B, C- Índice 
corpuscular; D, E, F - Média de expressão corpuscular por monócitos; G, H, I- 
Percentual de monócitos expressando corpúsculos lipídicos. Em G: Aumentou 
a mediana do percentual de monócitos expressando corpúsculos lipídicos (p= 
0,032). 
 

4.5.2.3.  Mefloquina 

 O tratamento dos eritrócitos e monócitos com mefloquina, por 60 min 

quando os eritrócitos foram sensibilizados com o soro do próprio doador 

aumentou a mediana do índice corpuscular de 21,25 para 66,5, aumentou 

mediana da proporção de monócitos expressando corpúsculos lipídicos de 

11,75 para 24,8 (p= 0,032,teste Mann Whitney), mas não influenciou a  média 

de expressão corpuscular.O tratamento dos eritrócitos isoladamente 

aumentou a mediana do índice corpuscular de 21,25 para 60,75, aumentou 

mediana da proporção de monócitos expressando corpúsculos lipídicos de 
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11,75 para 21,25, (p= 0,041,teste t), porém não influenciou a  média de 

expressão corpuscular. (Figura 31). 
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Figura31. Influência do tratamento in vitro de eritrócitos e monócitos com 
mefloquina por 60 min sobre a expressão de corpúsculos lipídicos pelos 
monócitos estimulados com 106 eritrócitos infectados com P. falciparum 
sensibilizado com o soro do doador, por escavação. A, B, C - Índice 
corpuscular; D, E, F - Média de expressão corpuscular por monócitos; G, H, I- 
Percentual de monócitos expressando corpúsculos lipídicos. Em G: Aumentou 
a mediana do percentual de monócitos expressando corpúsculos lipídicos (p= 
0,032). Em G: Aumentou a mediana do percentual de monócitos envolvidos 
na expressão corpuscular de 11,75 para 21,25 valor de p= 0,041. 
 
4.6. ÓXIDO NÍTRICO 

Influência dos antimaláricos artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre 

a produção de óxido nítrico pelos monócitos de indivíduos normais 

estimulados ou não com eritrócitos infectados ou não com P. falciparum 

 

O óxido nítrico foi determinado para estimar a influência dos 

antimaláricos artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre a capacidade de 

produção de moléculas reativas intermediárias de nitrogênio pelos monócitos 

estimulados ou não com eritrócitos infectados ou não com P. falciparum. O 

tratamento com os eritrócitos parasitados não modificou a produção do NO 

pelos monócitos, como também os antimaláricos artemeter, lumefantrina e 
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mefloquina (figura 32) não alterou a produção do NO pelos monócitos 

(p>0,05). 

 
Figura 32. Influência do tratamento in vitro monócitos com lumefantrina (A), 
mefloquina (B) e artemeter (C), por 60 min sobre a produção de NO. Lume = 
lumefantrina,  Mf = mefloquina, Art = artemeter, ENI = eritrócito não infectado, 
EI = eritrócito infectado. P>0,05.  
 
4.7. Influência do artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre a 

produção de peróxido de hidrogênio in vitro pelos monócitos de 

indivíduos normais estimulados ou não com eritrócitos infectados 

ou não com P. falciparum 
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 A produção de peróxido de hidrogênio basal e após estímulo com 

eritrócitos infectados ou não infectados, in vitro, pelos monócitos de indivíduos 

normais foi avaliada para verificar a influência do tratamento com artemeter, 

da mefloquina e da lumefantrina por 60min sobre a produção desta molécula 

reativa de oxigênio. 

 Observamos que quando os monócitos foram estimulados com os com 

os eritrócitos infectados pelo P. falciparum houve aumento consistente da 

mediana da concentração do peróxido de hidrogênio (Figura 33. A, B, C). 

Quando foi feito o tratamento com o lumefantrina (Figura 33A) e com o 

artemeter (Figura 33C) e os monócitos foram estimulados com os eritrócitos 

parasitados, persistiu o aumento da concentração do peróxido de hidrogênio. 

No entanto, quando os monócitos foram estimulados com os eritrócitos 

normais não parasitados, na presença ou não das drogas, não observamos 

modificação da produção do peróxido de hidrogênio (Figura 33 A, B).  

Entretanto, quando os monócitos foram tratados com a mefloquina houve 

diminuição da produção do peróxido de hidrogênio (Figura 33B) e a droga 

reverteu o aumento que tinha sido produzido pelos eritrócitos parasitados 

(Figura 33 B).   
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Figura 33. Influência do tratamento in vitro monócitos com lumefantrina (A), 
mefloquina (B) e artemeter (C) por 60 min sobre a produção de H2O2. Lume = 
lumefantrina, Mf = mefloquina, Art = artemeter, ENI = eritrócito não infectado, 
EI = eritrócito infectado. Em A: EI>Controle (teste Wilcoxon), 
LUME+EI>Controle (teste Wilcoxon); Em B: EI>Controle (teste Wilcoxon), 
MF<Controle (teste Wilcoxon); Em C: EI>Controle (teste Wilcoxon), 
ART+EI>Controle (teste Wilcoxon). 
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DISCUSSÃO 
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Nossos dados mostraram pela primeira vez a influência dos 

antimaláricos artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre a biogênese dos 

corpúsculos lipídicos. Nós avaliamos a influência dos antimaláricos in vitro 

sobre a produção dos corpúsculos lipídicos, estimulada por eritrócitos 

parasitados pelo P. falciparum não sensibilizados, ocorrendo, portanto, o 

estímulo dos macrófagos pelos receptores para padrões moleculares de 

patógenos (rPMPs) e também estimulados com eritrócitos parasitados pelos 

parasitos previamente sensibilizado com o soro do próprio doador, ocorrendo, 

portanto, o estímulo dos macrófagos pelos receptores para opsoninas.  

Foram feitas três abordagens diferentes: A) Apenas os monócitos 

foram previamente tratados com os antimaláricos artemeter, mefloquina ou 

lumefantrina. B) Somente os eritrócitos parasitados pelo P. falciparum foram 

previamente tratados com os antimaláricos. C) Tanto os monócitos quanto os 

eritrócitos foram tratados previamente com os antimaláricos. Essas 

abordagens foram feitas com o objetivo de discriminar se as drogas estavam 

modulando diretamente a função dos monócitos ou se era a ação 

antiparasitária das drogas lesando o parasito antes de sua interação com o 

fagócito, modificando portanto o modo de estímulo do monócito, é que 

determinava as alterações nas repostas dos fagócitos, influenciando, 

portanto, a produção dos corpúsculos lipídicos. 

O tratamento dos eritrócitos infectados e dos monócitos por 60 min com 

os três antimaláricos, artemeter, lumefantrina ou mefloquina, diminuiu a 

expressão de corpúsculos lipídicos pelos monócitos, quando o estímulo foi 

feito com o parasito não sensibilizado, cuja ingestão pelo monócito ocorreu 

pelos receptores para padrões moleculares de patógenos. Entretanto, para a 

lumefantrina e para a mefloquina, observamos resultado oposto quando o 

estímulo foi feito com os eritrócitos parasitados pelo P. falciparum 

sensibilizado, ocorrendo aumento da expressão dos corpúsculos lipídicos 

após o estímulo. Nesse último caso, a ingestão do parasito ocorreu pelos 

receptores para opsoninas. Essa diferença nas respostas indica que em 

nosso modelo a expressão dos corpúsculos lipídicos foi dependente da via 

pelo qual o monócito foi estimulado pelo eritrócito parasitado. Borges (2013) 

mostrou aumento da expressão dos corpúsculos lipídicos em macrófagos 

peritoneias de camundongos infectados pelo Plasmodium berghei ANKA, e 

tem sido mostrado, utilizando a infecção de macrófagos com Mycobacterium 

bovis, que o estímulo para produção de corpúsculos lipídicos foi dependente 

da interiorização das bactérias pelos receptores semelhante ao Toll 2, que é 

um dos receptores para padrões moleculares de patógenos (D’Avila e cols, 

2006). Uma possível explicação para essa diminuição da expressão dos 

corpúsculos lipídicos pelas drogas observadas nesse trabalho seria a 

modulação negativa dos receptores para PMP na superfície do monócito. 
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De acordo com essa hipótese, tem sido mostrado que eritrócitos 

infectados pelo Plasmodium falciparum podem ser interiorizados pelos 

receptores para CD36, que é um rPMP, e quando ocorre a ingestão por essa 

via não há produção de moléculas inflamatórias (McGilvray e cols, 2000), e 

que derivados da artemisinina podem diminuir a citoaderência dos eritrócitos 

parasitados (Udomsangpetch e cols, 1996), que poderia explicar a menor 

expressão dos corpúsculos lipídicos pelo tratamento com as drogas. A 

observação de que a média de partículas expressas por monócitos foi menor 

quando os monócitos foram tratados com as drogas pode corroborar essa 

hipótese, sugerindo uma ação das drogas sobre os receptores de superfície 

do monócito. O fato de que o tratamento apenas dos eritrócitos parasitados, 

sem submeter os monócitos ao tratamento como artemeter, também diminuiu 

a expressão dos corpúsculos lipídicos, sugere que o tratamento com o 

artemeter pode ter modificado também a expressão de moléculas de 

superfície do parasita, possivelmente expondo na superfície dos eritrócitos 

parasitados pelo plasmódio antígenos mais frequentemente ligantes nos 

receptores para PMP, contribuindo para a menor expressão dos corpúsculos 

lipídicos após o tratamento com o artemeter e também com a lumefantrina ou 

mefloquina, como por nós observado. 

O fato de observarmos maior expressão de corpúsculos lipídicos 

quando os eritrócitos foram sensibilizados pelo soro humano fresco sugere 

que a interiorização pelos receptores para complemento pode estimular vias 

intracelulares que culminam com o estímulo da expressão dos corpúsculos 

lipídicos e que o tratamento com a lumefantrina ou mefloquina facilitaram a 

ativação dessas vias estimulatórias intracelulares. Borges (2013) sugere que 

possivelmente a síntese da proteína reguladora adiposa (ADRP) que é 

estimulada pela degradação do PPAR-, durante o metabolismo lipídico, 

mobilizando lipídios como triacilglicerol (TAG) e o colesterol no interior do 

corpúsculo lipídicos (de Assis e cols, 2003; Maya-Monteiro e cols, 2008), 

possa ser responsável pelo aumento dos corpúsculos lipídicos observados 

nos macrófagos dos animais CBA, C57BL/6 e BALB/c infectados com P. 

berghei ANKA. Ademais tem sido observado (Palacpac e cols, 2004; Jackson 

e cols, 2004) que o Plasmodium falciparum pode estimular a formação de 

corpúsculos lipídicos nos eritrócitos parasitados, e Nawabi e cols (2003), 

notaram um aumento de triacilglicerol na infecção pelo plasmódio.  

Segundo D’Avila e cols (2006), a biogênese dos corpúsculos lipídicos 

é altamente regulada por estímulos específicos e os corpúsculos lipídicos são 

compostos por um conjunto diverso de enzimas que estão envolvidas na 

biogênese e catabolismo dos corpúsculos lipídicos (Brasaemle e cols., 1997; 

Yu e cols., 1998; Tauchi-Sato cols., 2002; Wan e cols., 2007), biossíntese  de 

caveolina e proteínas da família Rab (Pol e cols, 2004), enzimas de formação 
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de eicosanóides (Pacheco e cols, 2002), proteínas cinases, como a PI3 

cinase, MAP cinase e PKC (Yu e cols, 1998).  Portanto os corpúsculos 

lipídicos podem estar envolvidos no tráfego de membrana e na sinalização 

celular. E, segundo Borges (2013), os eicosanoides, presentes nos 

corpúsculos lipídicos, possivelmente desempenham um papel importante no 

desenvolvimento da malária cerebral.  

O papel emergente dos corpúsculos lipídicos como organelas 

inflamatórias eleva o estatus de reguladores críticos de doenças inflamatórias 

e infecciosas, como marcadores chave de ativação das células. Isso está em 

conformidade com os dados de Borges (2013), que mostrou expressão 

aumentada da biogênese dos corpúsculos lipídicos em diferentes modelos 

murinos infectados pelo plasmódio, tanto em modelos murinos susceptíveis 

como resistentes à forma cerebral da doença, e demonstrou que a condição 

inflamatória ocorre tanto em modelo suscetível quanto em modelo resistente 

à forma cerebral. Portanto, como a aumentada expressão dos corpos lipídicos 

está envolvida na fisiopatologia da malária grave, como foi mostrado em 

modelos murinos da malária por Borges (2013), a ação do artemeter 

diminuindo a expressão total dos corpúsculos lipídicos, como mostrado por 

nós nesse trabalho, pode ter um papel chave, evitando a imunopatogenia da 

doença. E que além de seu papel antiparasitário, esse seu papel 

imunomodulador, pode ser um dos mecanismos pelo qual o artemeter tão 

eficientemente diminui o risco das formas graves da malária. 

Artemisininas e seus derivados  podem diminuir a produção de 

citocinas pró-inflamatórias pelos macrófagos, particularmente o fator de 

necrose tumoral (FNT). Foi observado que artemisininas e seus derivados  

podem inibir vias de sinalização em monócitos/macrófagos e podem modular 

as funções dos monócitos/macrófagos. De especial importância é a 

modulação da via do  NF-B, que modula a transcrição de genes relacionados 

com a produção de citocinas inflamatórias, moléculas de adesão e apoptose 

(Pahl, 1999). A expressão do mRNA dos receptores do tipo Toll 4 e 9 foi inibida 

juntamente com a diminuição da ativação de NF-B. É possível que tenha sido 

por modulação dessas vias que o artemeter tenha diminuído a produção dos 

corpúsculos lipídicos. 

Quando analisamos a fagocitose realizada pelos receptores para 

padrões moleculares de patógenos, nossos resultados mostraram que o 

tratamento prévio apenas dos monócitos com a lumefantrina, diminuiu a 

capacidade fagocitária total dos monócitos para  o parasito. Como também a 

de esquizontes,  pelo menor envolvimento dos monócitos na fagocitose e 

menor ingestão de parasitos por monócito.  
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Os mecanismos pelos quais em nosso trabalho o tratamento in vitro 

dos monócitos com a lumefantrina diminuiu a capacidade fagocitária dos 

monócitos não estão esclarecidos. Como a lumefantrina diminuiu o número 

de esquizontes ingeridos por monócito, uma possível explicação é que esse 

antimalárico possa ter alterado a expressão dos receptores envolvidos na 

fagocitose dessa forma do parasito. De fato, tem sido mostrado que os 

eritrócitos infectados se ligam ao receptor CD36 que é expresso em células 

endoteliais, células epiteliais, macrófagos, monócitos, plaquetas, precursores 

de eritrócitos e adipócitos (Greenwalt e cols, 1992). Também foi observado 

que a fagocitose de eritrócitos infectados com P. falciparum aumentou 

significantemente quando foram comparados monócitos frescos com 

macrófagos amadurecidos em cultura, sendo que os últimos expressam um 

maior número de moléculas CD36, e quando as células foram tratadas com 

anticorpo anti-CD36, a fagocitose tanto dos monócitos quanto dos macrófagos 

foi inibida (McGilvray e cols, 2000), mostrando a importância desse receptor 

para ingestão dos eritrócitos parasitados. 

Vários receptores têm sido implicados na citoaderência dos eritrócitos 

parasitados nas células endoteliais, incluindo a molécula de adesão 

intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adesão celular vascular-1 (VCAM-1), 

selectina-E (Ockenhouse e cols, 1992), molécula de adesão celular 

endotelial/plaquetária (PECAM)-1/CD31(Treutiger e cols.,1997) e CD36 (Patel 

e cols., 2004), tendo sido observado que os macrófagos de roedores são 

capazes de interiorizar eritrócitos parasitados não opsonizados. Estudos 

utilizando macrófagos de camundongos selvagens ou nocautes para a 

molécula CD36 mostraram que a molécula CD36 é o receptor principal 

envolvido no processo de fagocitose in vitro. Macrófagos de camundongos 

nocautes para a molécula CD36 apresentaram redução significativa na 

fagocitose de eritrócitos parasitados, em comparação com a de macrófagos 

dos camundongos selvagens. A fagocitose pela ligação do parasito na 

molécula CD36 dos monócitos não induz produção de citocinas pró-

inflamatórias (McGilvray e cols, 2000), sugerindo que a ligação ao CD36 pode 

modular negativamente o processo inflamatório que se encontra exacerbado 

nas formas graves. 

Ademais para a fagocitose acontecer, os monócitos têm que se mover 

até o eritrócito parasitado pelo plasmódio e fazer a ingestão do mesmo. Uma 

vez que a diminuição da fagocitose pela lumefantrina ocorreu também pelo 

menor envolvimento dos monócitos na fagocitose, a possibilidade de que a 

lumefantrina possa ter também diminuído a mobilidade dos monócitos em 

relação a este parasita não pode ser excluída. Como a lumefantrina utilizada 

em nossos experimentos estava associada ao artemeter, não é possível 

excluir a ação do artemeter no resultado final. Entretanto, como a ação do 
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artemeter foi exclusivamente sobre as formas em anel e apenas quando os 

eritrócitos parasitados foram tratados com a droga, e sua ação foi oposta à da 

lumenfantrina, é possível que o resultado observado para a lumefantrina tenha 

mesmo sido devido à ação da lumefantrina sobre o monócito. 

Alternativamente, como a dose do artemeter foi menor quando utilizado junto 

com a lumefanatrina, não podemos excluir uma ação diferente da droga 

quando em menor concentração ou quando em associação da lumefantrina 

com o artemeter. 

Nossos dados mostraram que a mefloquina aumentou apenas a média 

de hemozoína ingerida por monócito pelos receptores para PMP, quando 

apenas os eritrócitos foram tratados com a droga. Entretanto, tem sido 

sugerido que a mefloquina exerce um efeito depressor sobre o sistema 

imunitário, diminuindo a produção de citocinas pró-inflamatórias, tais como o 

fator de necrose tumoral (Boulos e cols, 1993) e IL-2 (Landewé e cols, 1995), 

que estão envolvidas nos passos iniciais da infecção da malária grave (Muniz- 

Junqueira, 2007). Portanto, não está claro os mecanismos pelos quais a 

mefloquina aumentou a ingestão da hemozoína em nosso sistema. 

Quando a fagocitose foi testada pelos receptores para opsoninas, 

verificamos que apenas o artemeter diminuiu o índice fagocitário total dos 

monócitos, quando os monócitos e os eritrócitos parasitados foram tratados 

pela droga. Pela discriminação das formas do parasito ingeridas, observamos 

menor fagocitose das formas em hemozoína. Como em nesse trabalho a 

análise foi feita utilizando eritrócitos sensibilizados com soro do próprio 

doador, que eram indivíduos não imunes à malária, a ingestão dos eritrócitos 

parasitados ocorreu principalmente pelos receptores para componentes do 

sistema do complemento. 

Diferentemente dos nossos resultados, alguns autores mostraram que 

a mefloquina inibiu a fagocitose.  Foi observado que a mefloquina e o 

artemeter diminuiram a defesa contra o parasito pela inibição da fagocitose 

dos parasitos da malária por monócitos e neutrófilos (Shalmiev e cols, 1996). 

Essas diferenças foram causadas provavelmente por variações no protocolo 

de pesquisa, como diferença no tempo de exposição à droga e diferença na 

concentração do fármaco. 

Deve ser enfatizado que em nosso trabalho não foi testada a fagocitose 

por meio de receptores para a porção Fc da imunoglobulina, por onde ocorre 

a fagocitose na presença dos anticorpos específicos para o plasmódio, que é 

um importante mecanismo de defesa antiparasitário quando os indivíduos já 

são imunes ao plasmódio. A fagocitose mediada por anticorpos é um 

mecanismo importante da imunidade adquirida, contribuindo para o controle 

da parasitemia in vivo, e tem sido demonstrado que a fagocitose opsônica de 

merozoítos é mediada por IgG, principalmente anticorpos IgG1 e IgG3 
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citofílicos para antígenos de superfície de merozoítos, ativando  monócitos, 

com subsequente liberação de citocinas pro-inflamatórias, que aumentam 

ainda mais a eliminação do parasita in vivo (Osier e cols, 2014). 

Tem sido mostrado que eritrócitos parasitados podem interagir com os 

monócitos pelos receptores para complemento. Rowe e cols. (1997) relataram 

que o ligante do parasita para formação de rosetas em um clone de P. 

falciparum foi a molécula PfEMP1, codificada por um gene específico var. O 

receptor para complemento CR1 é expresso também na superfície de alguns 

leucócitos (Rowe e cols, 2000). CR1 liga-se aos componentes do 

complemento C3b e C4b ativados e determina várias funções importantes, 

incluindo a remoção dos imunocomplexos da circulação pelos eritrócitos e 

potencializa a fagocitose pelos monócitos (Rowe e cols, 2000). 

Tem sido observado que os eritrócitos infectados com parasitos da 

malária, mesmo quando opsonizados com soro não imune, são avidamente 

fagocitados pelos macrófagos derivados de monócitos humanos (Turrini e 

cols, 1992). Este processo envolve a primeira linha de proteção contra a 

malária em hospedeiros não imunes. Quando o plasmódio se desenvolve no 

interior do eritrócito ele induz modificações na membrana do eritrócito, 

incluindo a aglomeração do antígeno banda 3 da superfície do eritrócito. Isso 

ocasiona a ligação de autoanticorpos à essa região. Esse imunocomplexo 

estimula a ativação da via alternativa do sistema do complemento, com 

consequente deposição da fração C3 do complemento, facilitando a 

fagocitose do eritrócito parasitado por essa via (Shalmiev e cols., 1996). Tem 

sido mostrado que o tratamento de monócitos com artemeter e mefloquina 

reduziu a ligação de IgG às células infectadas (Shalmiev e cols.,1996), e uma 

vez que esta ligação é necessária para a ativação do complemento (Lutz, 

1987), é provável que a ligação de C3 à membrana dos eritrócitos foi também 

reduzida pelo tratamento com os antimaláricos. Essa menor expressão dos 

componentes do complemento pode explicar a menor capacidade fagocitária 

pelos receptores para opsoninas que observamos quando os monócitos e 

eritrócitos foram tratados pelo artemeter. 

Em relação ao NO, nos nossos resultados mostraram que os 

antimaláricos artemeter, lumefantrina ou mefloquina não alteraram a produção 

desse radical livre pelos monócitos quando as células foram tratadas por 

60min e estimuladas com eritrócitos parasitados pelo Plasmodium falciparum. 

Após estimulação dos monócitos com os eritrócitos infectados pelo 

Plasmodium falciparum também não houve alteração na produção do óxido 

nítrico pelos monócitos in vitro. 

 Konkimalla et al. (2008) mostraram que a artemisinina e cinco de sua 

derivados foram capazes de inibir da produção do óxido nítrico na linhagem 

de macrófago tumoral RAW 264.7 estimulado por LPS e interferon- in vitro. 
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Pela análise de microarranjos esses autores mostraram a expressão de 36 

genes relacionados à sinalização e ao metabolismo do óxido nítrico após 

exposição dos macrófagos de linhagem tumoral in vitro ao artesunato. 

É possível que o tempo de incubação com a droga e a dose por nós 

utilizada nesse trabalho não tenha sido suficiente para modular a produção do 

óxido nítrico pelos monócitos estimulados com o Plasmodium falciparum. 

Nossos dados mostraram que após a incubação dos eritrócitos 

parasitados pelo Plasmodium falciparum com os monócitos, houve aumento 

da produção do peróxido de hidrogênio por esses fagócitos. Como o peróxido 

de hidrogênio faz parte do arsenal microbicida do monócito para o plasmódio. 

Nossos dados sugerem que o próprio parasita induz mecanismos 

microbicidas e esses mecanismos devem ser importantes para a contenção 

da infecção pela redução da carga parasitária.  

As drogas antiparasitárias estudadas apresentaram ação diferenciada 

na produção desse radical de oxigênio. A incubação dos monócitos com a 

mefloquina, na ausência do parasito, diminuiu a produção do peróxido de 

hidrogênio pelos monócitos. Entretanto, quando os eritrócitos parasitados 

foram adicionados às culturas dos monócitos juntamente com a mefloquina, 

não houve alteração da produção do peróxido de hidrogênio em relação ao 

controle incubado apenas com os eritrócitos não parasitados. Isso sugere que 

o efeito inibitório da mefloquina equilibrou o efeito estimulatório dos eritrócitos 

parasitados, não havendo modificação na produção total desse radical de 

oxigênio pelos monócitos. 

Entretanto, o artemeter e a lumefantrina não foram capazes de 

equilibrar a produção desse radical livre quando os monócitos foram 

estimulados com os eritrócitos parasitados, ocorrendo aumentada produção 

do H2O2 em cultura, mas que possivelmente foi determinada pelo estímulo 

com os eritrócitos parasitados, pois as drogas isodamente não foram capazes 

de modificar a produção do peróxido de hidrogênio pelos monócitos em 

cultura na ausência do estímulo com os eritrócitos parasitados. As implicações 

para a evolução da doença da modulação negativa pela  mefloquina da 

produção peróxido de hidrogênio pelos monócitos não está ainda esclarecida. 

Pois, tem sido obsevado que essas moléculas fazem parte da defesa 

antiparasitária pelos monócitos, entretanto,  sua produção exacerbada tem 

sido relacionada com a imunopatogenia das formas graves da malária. 

Observamos que parasito estimulou a produção do peróxido de hidrogênio, 

entretanto tem sido referido que o aumento de H2O2 pode ter contribuído para 

o desenvolvimento da malária cerebral em camundongos C57BL/6, após a 

infecção pelo Plasmoduim berghei, por ativar a produção de mediadores 

inflamatórios, atuando na via de sinalização do NF-B e na via STAT (Borges, 

2013; Park e cols., 2011). Em seres humanos a infecção malárica está 
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associada com um aumento da produção de espécies  reativas de oxigênio 

pelas células fagocíticas, sugerindo que estas moléculas participam nos 

mecanismos de defesa do hospedeiro contra o parasita (Muniz- Junqueira, 

2007). Porém, em pacientes com malária grave houve aumento  da produção 

de espécies reativas de oxigênio, em concordância com outros estudos que 

demonstraram que o aumento de espécies reativas de oxigênio poderia ser 

responsável pelo dano tecidual nas formas grave da malária (Muniz-

Junqueira, 2007). Portanto, esses aspectos ainda são controversos.  

Diferente de nossos resultados, foi observado que o artementer 

aumentou a produção dos radicais de oxigênio por células esplênicas de 

camundongos C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA e tratados 

com a droga (Prada e cols., 1996). A diferença observada em relação aos 

nossos dados pode ter sido devida ao diferente tipo de célula e hospedeiro 

avaliados. Isso mostra que o tipo de resposta pode ser diferente segundo a 

célula estudada. Também tem sido considerado que dependendo do local e 

da quantidade produzida, as espécies reativas de oxigênio podem ter um 

efeito protetor ou participar dos mecanismos imunopatogênicos da doença 

(Becker e cols, 2004; Muniz-Junqueira, 2007).  

   Uma possível limitação do nosso trabalho foi o fato de termos avaliado 

a influências das drogas in vitro e não no paciente em tratamento para 

infecção pelo plasmódio. Entretanto, pela avaliação da ação dos 

antiplasmodiais no próprio indivíduo infectado não seria possível excluir os 

vieses da influência da prórpia infecção pelo plasmódio, o que alteraria as 

funções do sistema imunitário pela produção das citocinas, e que poderiam 

influenciar o resultado final da ação desses fármacos. 

   Em conclusão, nossos dados mostaram pela primeira vez a influência 

dos três antimaláricos estudados sobre a expressão de corpúsculos lipídicos,  

diminuindo a expressão de corpúsculos lipídicos quando  o estímulo foi feito 

com o parasito não sensibilizado, cuja ingestão pelo monócito ocorreu pelos 

receptores para padrões moleculares de patógenos. Entretanto, a 

lumefantrina e a mefloquina aumentaram a biogênese de corpúsculos lipídicos 

em monócitos estimulados com eritrócitos parasitados pelo P. falciparum 

pelos receptores para complemento, indicando que a expressão dos 

corpúsculos lipídicos foi dependente da via pelo qual o monócito foi 

estimulado pelo eritrócito parasitado. Esses dados sugerem que o tratamento 

com mefloquina e lumefantrina dos eritrócitos parasitados pelo P. falciparum 

sensibilizados podem ativar vias estimulatórias intracelulares que são 

dependentes do receptor pelo qual o parasito sensibilizado foi interiozado e 

que culmina com a aumentada  espressão dos corpúsculos lipídicos pelos 

monócitos. 
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   A lumefantrina deprimiu a fagocitose dos eritrócitos parasitados pelos 

receptores para padrões moleculares de patógenos, enquanto a depressão 

da fagocitose ocasionada pelo artemeter foi dependente da ingestão do 

parasito pelos receptores para complemento. 

   A infecção pelo P. falciparum estimulou a produção do peróxido de 

hidrogênio pelos monócitos e apenas a mefloquina foi capaz de equilibrar 

esse efeito estimulatório dos eritrócitos parasitados. 

   Nossos dados mostraram que o artemeter, a lumefantrina e a 

mefloquina modulam as respostas dos monócitos aos eritrócitos parasitados 

pelo Plasmodium falciparum em aspectos fundamentais relacionados com a 

defesa inata, nas interações iniciais do parasito com as células de defesa do 

hospedeiro. Mostrando, portanto, que a ação desses fármacos não depende 

exclusivamente de sua atividade antiparasitária, mas que o resultado final da 

ação dessas medicamentos depende também da modulação dos diversos 

mecanismos de defesa inato contra o parasito. 

   A ação desses fármacos modulando as respostas das células de 

defesa do hospdeiro ao parasito pode ser importante na infecção pelo 

plasmódio, pois tem sido descrito que a resposta exacerbada do sistema 

imunitário esta envolvida na imunopatogenia da malária grave. Dessa forma 

a ação imunomoduladora desses fármacos podem colaborar para dimunir a 

gravidade na infecção pelo plasmódio por sua ação imunomoduladora. 
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   Os dados obtidos com esse trabalho mostram que as drogas 

antiparasitárias estudadas modulam as funções dos monócitos, e podem 

influenciar diferentemente a capacidade fagocitária, a expressão de 

corpúsculos lipídicos e a capacidade de produção de radicais de oxigênio e 

nitrogênio. 

Em relação ao artemeter, podemos concluir que: 

 

1) Em relação à fagocitose: 

 O artemeter diminuiu o índice fagocitário total dos monócitos quando 

avaliado pelos receptores para opsoninas e para hemozoína, quando tratados 

monócitos e eritrócitos infectados.  

 O artemeter aumentou o índice fagocitário dos monócitos e o 

percentual de monócitos envolvidos na fagocitose de parasitos na forma de 

anel, quando avaliado pelos receptores para PMP e dos eritrócitos infectados 

com P. falciparum foram tratados com a droga.  

 

2) Em relação à expressão de corpúsculos lipídicos: 

 O artemeter diminuiu a expressão de corpúsculos lipídicos nos 

monócitos, detectado pela diminuição do índice corpuscular e pelo menor 

número de corpúsculos por monócito, quando os monócitos e eritrócitos foram 

tratados com a droga e estimulados pelos eritrócitos não sensibilizados. Como 

também diminiuiu a expressão dos corpúsculos lipídicos quando apenas os 

eritrócitos parasitados foram tratados pela droga. 

 Observou-se resultado oposto, com aumento da expressão dos 

corpúsculos lipídicos, quando apenas os monócitos foram tratados com o 

artemeter e foram estimulados pelos receptores para oposoninas pelos 

eritrócitos parasitados sensibilizados pelo soro fresco. 

 

3) Em relação à produção de radicais de oxigênio e nitrogênio. 

O artemeter não modificou a produção dos radicais de oxigênio e 

nitrogênio. 

 O estímulo do monócito pelo rPMP com parasito possivelmente tendo 

sofrido pela ação do artemeter não estimulou a expressão dos 

corpúsculos lipídicos, mas quando o estímulo foi feito com o parasito 

vivo (eritrócitos não tinham sido tratados pelo artemeter) - e pelo 

receptor para complemento- aumentou a expressão dos corpúsculos 

lipidicos- isso mostra dependendo da vía que ocorre o estímulo do  

monócito vai ou não estimular a expressão dos corpúsculos lipídicos –

como também a estimulação dos corpúsculos lipídicos é influenciada 

pela viabilidade do parasito. 
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Em relação à lumefantrina, podemos concluir que: 

 

1) Em relação à fagocitose: 

 A lumefantrina diminui o índice fagocitário total e o percentual de 

monócitos envolvidos na fagocitose, quando apenas os monócitos foram 

tratados com a droga e fagocitose foi avaliada pelos receptores para padrões 

moleculares de patógenos 

 Na fagocitose avaliada pelos receptores para opsoninas, a lumefantrina 

diminuiu a média de esquizontes fagocitados quando os eritrócitos foram 

tratados isoladamente. 

 

2) Em relação à expressão de corpúsculos lipídicos: 

 A lumefantrina diminuiu o índice corpuscular e o percentual de 

monócitos expressando corpúsculos lipídicos quando os eritrócitos e/ou 

monócitos foram tratados, e os monócitos foram estimulados pelos eritrócitos 

parasitados não sensibilizados, pelos receptores para PMP. 

 Quando os monócitos foram estimulados pelos repctores para 

opsoninas,  a lumefantrina aumentou o indice corpuscular e o percentual de 

monócitos expressando corpúsculos lipídicos, quando monócitos e eritrócitos 

foram tratados com a lumefantrina. 

 

3) Em relação à produção de radicais de oxigênio e nitrogênio. 

 A lumefantrina não modificou a produção dos radicais de oxigênio e 

nitrogênio 

 

Em relação à mefloquina, podemos concluir que: 

 

1) Em relação à fagocitose: 

 Na fagocitose por receptores para padrões moleculares para 

patógenos a mefloquina aumentou a média de hemozoína fagocitada. 

 

2) Em relação à expressão de corpúsculos lipídicos: 

A mefloquina diminuiu o índice corpuscular quando eritrócitos e/ou 

monócitos foram tratados, o percentual de monócitos expressando 

corpúsculos lipídicos e o número de corpúsculos por monócito quando 

estimulados com os eritrócitos parasitados tratados e não sensibilizados. 

Quando os monócitos foram estimulados pelos receptores para 

oposoninas, a mefloquina aumentou a expressaão dos corpúsculos lipídicos 

e o percentual de monócitos expressando corpúsculos lipídicos, quando os 

eritrócitos e/ou monócitos foram tratados. 
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3) Em relação à produção de radicais de oxigênio e nitrogênio. 

O tratamento dos monócitos com mefloquina diminuiu a produção de 

peróxido de hidrogênio. 

Nossos dados sugerem ação das drogas tanto sobre os monócitos 

deprimindo sua capacidade fagocitária, quanto sobre os eritrócitos 

parasitados. Nesse  último caso, é possível que as alterações da viabilidade 

dos parasitas tenha facilitado a fagocitose pelos monócitos. Como in vivo a 

droga atua tanto sobre o parasita quanto sobre o monócito, é provável que 

tanto a ação sobre o parasita, quanto a modulação negativa da função 

fagocitária deve estar contribuindo para diminuir a morbidade pelas formas 

graves da doença, que está relacionada com a hiperativação dos fagócitos. 
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O resumo das conclusões encontra– se na tabela 1 

 

rPMP = a receptores para padrões moleculares para patógenos; IF= índice 
fagocitário; % = percentual de monócitos envolvidos; IC= índice corpuscular; M= 
monócito; E= eritrícito; ENI= eritrócito não infectado; EI= eritrócito infectado;ART= 
artemeter; LUME = lumefantrina; MQ= mefloquina; ↓= diminuiu; ↑ aumentou; = não 
alterou. 
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Anexo 1 
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Anexo 2 

Tabela 1. Características antropométricas dos indivíduos cujas amostras 

sanguíneas foram analisadas para capacidade fagocitária e para os 

corpúsculos lipídicos 

 

 
 
 
 

Nº. Idade 
(anos) 

Sexo Peso (Kg) Altura (m) IMC 

1 45 M 61 1,73 20,3 

2 21 M 73 1,80 22,5 

3 26 F 76 1,60 29,6 

4 23 F 77 1,61 29,7 

5 32 M 72 1,70 24,9 

6 23 M 64 1,67 22,9 

7 32 M 82 1,70 28,3 

8 26 M 74 1,66 26,8 

9 28 M 79 1,77 25,2 

10 45 M 69 1,80 21,2 

11 47 M 64 1,66 23,2 

12 44 F 65 1,63 24,4 

13 30 M 88 1,74 29,0 

14 35 M 74 1,75 24,1 

15 30  M 82 1,66 29,7 

média±DP 32,47± 
8,831 

M:80% 
F:20% 

73,80± 8,360 1,699 ± 0,064 25,65± 3,29 
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Anexo 3 
Tabela 2. Características antropométricas dos indivíduos cujas amostras 
sanguíneas foram analisadas para ON e H2 O2. 

 
 
 
 
 


