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RESUMO
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A malaria continua sendo um importante problema de saude publica
mundial acometendo milhdes de pessoas principalmente nas regides
tropicais, e resulta em aproximadamente em 600 mil mortes por ano. As
drogas antimalaricas influenciam indiretamente as respostas do sistema
imunitario pela capacidade de diminuir a carga parasitaria, diminuindo a
guantidade de antigenos capazes de ativar o sistema imunitario. Entretanto,
ainda esta pouco esclarecida a acado das drogas antiplasmodiais sobre 0s
mecanismos de defesa contra o plasmdédio. A fagocitose encontra-se entre 0s
principais mecanismos de eliminacdo do parasito, principalmente pela
producéo de radicais de oxigénio e nitrogénio pelos mondcitos. A biogénese
dos corpos lipidicos encontra-se aumentada ha malaria e pode estar envolvida
na defesa e na fisiopatogenia da malaria grave. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a influéncia do efeito imunomodulador do artemeter, lumefantrina e
mefloquina na malaria, pela avaliacdo da influéncia dessas drogas na
fagocitose das formas eritrocitarias do plasmadio, na producao de oxido nitrico
e peroxido de hidrogénio e na biogénese de corpos lipidicos. A influéncia do
artemeter, da lumefantrina ou da mefloguina sobre a fagocitose por monécitos
de individuos normais foia valiada in vitro utilizando 10° eritrcitos parasitados
pelo Plasmodium falciparum, pelos receptores para padrées moleculares de
patogenos (rPMP) e pelos receptores para opsoninas (rOps). Os mondcitos
e/ou os eritrocitos foram tratados previamente com as drogas por 60 min. O
indice fagocitario foi determinado pela média de eritrécitos parasitados
ingeridos por monadcito multiplicado pela propor¢cdo de monécitos envolvidos
na fagocitose. A producéo de 6xido nitrico foi avaliada pela reacdo de Griess
e a producdo de perdxido de hidrogénio foi avaliada pela oxidacdo do
vermelho fenol na presenca de peroxidase, sendo os monécitos estimulados
pelos eritrocitos parasitados. Os corpusculos lipidicos foram avaliados pela
coloragéo 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, 4,9ug/mL para a lumefantrina e 687ng/mL para a mefloquina.
Quando foi feito o tratamento dos mondcitos e dos eritrocitos com o artemeter,
observamos diminui¢do no IF quando avaliado pelos rOps (7,6x 5,2) (p=0,02).
A diminuicdo da fagocitose foi semelhante quando quantificada para
hemozoina (p=0,036). Para a lumefantrina, houve diminuicdo do IF de 8,4
para 4,6 (p=0,02), quando apenas 0s mondcitos foram tratados e a fagocitose
avaliada pelos rPMP. Também houve diminui¢&do do IF para esquizontes pelos
rPMP, quando apenas os mondcitos foram tratados (p=0,006). Quando os
monocitos foram estimulados com os eritrocitos parasitados pelos rPMP, as
trés drogas diminuiram a expressdo de corpusculos lipidicos (p<0,05).
Entretanto, quando os mondcitos foram estimulados com os eritrocitos
infectados sensibilizados, pelos receptores para opsoninas, houve aumento
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da expresséo dos corpusculos lipidicos pelo tratamento com a lumefantrina e
a mefloquina (p<0,05). O estimulo dos mondcitos com os eritrocitos
parasitados aumentou a producdo de peréxido de hidrogénio (p=0,009). E a
mefloquina diminuiu a producdo basal de H202 pelos mondcitos (p<0,05). A
diminuicao da expresséao de corpusculos lipidicos nos mondcitos estimulados
com eritrécitos parasitados pelo P. falciparum pelos rPMP e seu aumento
pelos rOps indica que a expressao dos corpusculos lipidicos foi dependente
da via pelo qual o mondcito foi estimulado pelo eritrécito parasitado. A
lumefantrina deprimiu a fagocitose dos eritrocitos parasitados pelos rPMP,
enquanto a depressdao da fagocitose ocasionada pelo artemeter foi
dependente da ingestdo do parasito pelos receptores para complemento.
Nossos dados mostraram que o artemeter, a lumefantrina e a mefloquina
modulam as respostas dos mondcitos aos eritrocitos parasitados pelo P.
falciparum em aspectos fundamentais relacionados com a defesa inata, nas
interacdes iniciais do parasito com as células de defesa do hospedeiro.
Mostrando, portanto, que a acdo desses farmacos nao depende
exclusivamente de sua atividade antiparasitaria, mas que o resultado final da
acdo desses medicamentos depende também da modulacdo de diversos
mecanismos de defesa inato contra o parasito.
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ABSTRACT
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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
10% 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 ug/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 H202 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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INTRODUCAO



A malaria é uma doenca referida em documentos desde tempos
antigos, sendo que as primeiras referéncias a doenca sdo datadas século VI
aC. E a doenca infecciosa que mais influenciou a histéria da humanidade.
Ainda hoje continua sendo um dos principais problemas de salude publica
mundial, acometendo milhGes de pessoas, principalmente nas regides
tropicais, e resultando em aproximadamente em 600 mil mortes por ano,
sendo que 3,3 bilhdes de pessoas por ano em 97 paises e territérios estdo
sob o risco de contrair malaria. De acordo com as Ultimas estimativas, 198
milhdes de casos de malaria ocorreram globalmente em 2013, que levou a
584.000 mortes. Na Africa, estima-se que 90% de todas as mortes por malaria
ocorrem em criangas com menos de 5 anos (WHO, 2014).

Tanto a distribuicdo geogréfica da endemia causada pelo P. vivax
quanto a do P. falciparum sdo muito abrangentes, com predominancia de
algumas espécies em alguns locais, como a peninsula coreana, onde ocorre
apenas malaria vivax, e em grande parte da Africa sub-saariana, onde a
maioria da populacao é negativa para o antigeno Duffy dos eritrécitos e isso
parece que limita a malaria pelo P. vivax nessa regido, predominando a
infeccdo pelo P. falciparum. Na América Latina, incluindo o Brasil, mais de
80% das infec¢des sdo devidas ao P. vivax e em algumas regides da india e
China, também ocorre o predominio do P. vivax (Mueller e cols., 2009).

Na América Latina, a Amazobnia brasileira ainda registra o maior
namero de casos de malaria. Houve um grande aumento no nimero de casos
de malaria nas décadas de 70 e 80, quando houve uma expansao no processo
de ocupacao da Amazonia, facilitado pelo incentivo do governo para promover
o desenvolvimento econdmico da regidao. O que ocasionou um intenso e
desordenado crescimento demografico e modificacdes drasticas no meio
ambiente, desmatamento, construcdo de hidrelétricas, mineracdo e
desenvolvimento agrario (Brasil, 2000). Desde 0 ano 2000 o nimero de casos
de malaria tem diminuido na regido Amazdénica, com uma reducéo de mais de
50% dos casos entre 2005 e 2014. Em 2005 foram notificados 606.069 casos
de malaria no Brasil, em 2012 foram notificados 241.418 casos e em 2014 o
namero passou para 143.066 casos da doenca na Regido Amazébnica, que
engloba os estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranh&o, Mato Grosso,
Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins (Lapouble, 2014; MS, 2014). Trés
espécies de plasmaodio sdo responsaveis pelos casos de malaria humana no
Brasil: P. falciparum, P. vivax e P. malariae (SVS, 2014), sendo que
predominam as infec¢cbes causadas pelo P. vivax.

Na Regido Amazoénica, no periodo de 2000 a 2011, as infec¢des pelo
P. vivax representavam 78,7%, passando em 2014 para 83% dos casos
notificados. As infec¢cdes pelo P. falciparum, que em 2006 representavam
mais de 20,0% dos casos notificados na regido, cairam para menos de 15,5%



em 2014. Atribui-se essa reducao expressiva da infeccao pelo P. falciparum a
mudanca, a partir de 2006, no tratamento de primeira escolha da malaria por
essa espeécie, passando do esquema terapéutico que utilizava a quinina e
doxiciclina para combinacdes utilizando os derivados da artemisinina (SVS,
2013; Oliveira-Ferreira e cols., 2010).

Na regido extra-amazoénica, mais de 80% dos casos registrados no
Brasil sdo importados de area endémica do continente africano (SVS, 2014).
As principais medidas de controle da doenca sdo baseadas na protecéo
individual contra a picada do mosquito vetor com o0 uso de repelentes e
mosquiteiros impregnados de inseticida, o rapido diagnostico especifico e o
tratamento precoce com antimaléricos, e através de atividades de
saneamento ambiental para controle do vetor (SVS, 2014). No Brasil, as
condicBes climaticas sdo propicias para a sobrevivéncia do vetor e as
condicbes socioecondmicas e ambientais favorecem a transmissdo da
doenca.

1.1. Parasitos e ciclo biolégico

A malédria humana pode ser causada por cinco espécies de
protozoarios do género Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P.
ovale e P. knowlesi (Lee e cols., 2011), sendo que no Brasil, apenas trés
dessas espécies estdo associadas a malaria em seres humanos: P. vivax, P.
falciparum e P. malariae. Embora ocorra maior niumero de casos de infeccées
pelo P. vivax, as infec¢Bes ocasionadas pelo P. falciparum sédo responsaveis
pelas formas mais grave. Em relacdo ao P. ovale, nunca foi registrada
transmissdo autéctone no Brasil, estando restrita a determinadas regiées do
continente africano, e no Brasil ocorre apenas como casos importados. O P.
knowlesi tem ocorréncia apenas no Sudeste Asiético (Brasil 2009, MS 2014).

Denominado esquizogdnico, o ciclo assexuado do plasmadio, inicia-se
apos a picada da fémea do anofelino, com a inoculacdo no homem de
esporozoitos infectantes. Em seguida 0s esporozoitos migram rapidamente
pelas camadas da pele e entram na corrente sanguinea, por onde alcancaréao
o figado pelo espaco porta. No caso de individuos imunes, a imunidade
adquirida reduz a velocidade de migracao e a taxa de infectividade. No figado,
0S esporozoitos tém apenas poucos segundos para deixar os sinusoides
hepéticos em direcdo aos hepatdcitos, dando inicio ao ciclo pré-eritrocitico 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
esporozoitos, formando os hipnozoitos, formas dormentes do parasito
responsaveis pelas recaidas da doenca meses ou anos apos (CDC, 2015,



Brasil, 2010). Ao final do ciclo tecidual, os esquizontes rompem o hepatdcito,
liberando milhares de merozoitos na corrente sanguinea. Cada hepatdcito
rompido libera cerca de 2.000 merozoitos quando a infeccdo é pelo P.
malariae; 10.000, pelo P. vivax e 40.000, pelo P. falciparum.

Os merozoitos irdo invadir os eritrécitos, dando inicio ao segundo ciclo
de reproducao assexuada dos plasmédios: o ciclo sanguineo ou eritrocitico.
Essa interagdo dos merozoitos com os eritrocitos envolve reconhecimento de
receptores especificos. A entrada dos merozoitos nos eritrocitos tem que ser
rapida e eficiente porque os antigenos de superficie da forma extracelular do
parasita sdo particularmente vulneraveis ao ataque do sistema imunoldgico
(Cowman e Crab, 2006). O P. malariae so6 invade eritrocitos velhos (0,1% do
total), o P. vivax invade preferencialmente os eritrocitos jovens e o P.
falciparum, eritrécitos em qualquer fase evolutiva. Durante um periodo que
varia de 48 a 72 horas, o0 parasito se desenvolve no interior do eritrocito até
provocar a sua ruptura, liberando novos merozoitos que irdo invadir novos
eritrocitos.

A ruptura e a consequente liberacdo de parasitos e seus metabdlitos
na corrente sanguinea estimulam a producao de fator de necrose tumoral e
de outras citocinas que traduz-se clinicamente pelo inicio do paroxismo
malarico, que se repetird com o término do novo ciclo, em dois dias, quando
a infeccdo for devida ao P. falciparum ou P. vivax e em trés dias, quando
devida ao P. malariae. Inicialmente, no ciclo sanguineo, dentro do eritr4cito,o
parasito sofre uma série de transformacdes morfologicas, sem divisao celular,
até chegar na fase de esquizonte, quando se divide e origina novos
merozoitos, que serdo lancados na corrente sanguinea, ap0s a ruptura do
eritrocito (CDC 2015, Brasil, 2010).

Apdés um periodo de replicacdo assexuada, alguns merozoitos se
diferenciam em gametdécitos masculinos e femininos, que amadurecem sem
divisdo celular e tornam-se infectantes para os mosquitos. Os gametocitos séo
0 estagio sexuado dos parasitos da malaria que se desenvolvem no eritrécito
e sdo transmitidos através da picada do mosquito vetor no momento do
repasto sanguineo. O nivel de transmissao é determinado pela frequéncia
com que o0 mosquito anofelino se alimenta no hospedeiro humano durante o
periodo em que o individuo esta apresentando densidade suficiente dos
estagios sexuados do parasito no sangue periférico (Bousema e cols., 2011;
Lapouble, 2014).

O ciclo esporogodnico, reproducdo sexuada, do plasmodio ocorre no
estbmago do mosquito, apos a diferenciacdo dos gametécitos em gametas
masculino e feminino, e a sua fuséo, com formagao do ovo (zigoto). Este se
transforma em oocineto, forma mével, que migra até a parede do intestino
médio do Anopheles, formando o oocisto, no interior do qual se desenvolveréo



0s esporozoitos. O ciclo esporogdnico nos Anopheles varia com a espécie de
plasmoédio e com a temperatura ambiente, levando em torno de 10 a 12 dias.
Os esporozoitos produzidos nos oocistos séo liberados na hemolinfa do inseto
e migram até as glandulas salivares, de onde séo transferidos para o sangue
do hospedeiro humano durante o repasto sanguineo (Brasil, 2010).

1.2. Mecanismos de defesa contra o plasmédio

O sistema imunitario utiliza de diversos mecanismos para impedir ou
limitar o crescimento do plasmoédio no organismo humano. As formas extra-
celulares do parasito, esporozoitos e merozoitos, antes de infectarem as
células alvos podem sofrer fagocitose pelos macrofagos, no local da picada,
ou ao atravessarem o baco e o figado (Tosta e col., 1982). Mecanismos
imunoldgicos inatos representam a primeira linha de defesa contra patégenos
invasores (Theander,1991). Para infec¢des pelo plasmaddio, a capacidade de
montar uma resposta inata eficaz pode significar a diferenca entre a vida e a
morte (Walther e col., 2006). O plasmaédio utiliza receptores de membrana
para penetrar na célula do hospedeiro. A auséncia desses receptores constitui
um fator de resisténcia (Miller e col., 1973). Individuos da raca negra, cujos
eritrocitos ndo possuem antigenos Fy, sdo geneticamente resistente ao
plasmodio vivax, pois 0s merozoitos do P. vivax utilizam uma molécula
associada ao antigeno Fy do grupo sanguineo Duffy como receptor para
penetrar em eritrécitos (Miller e col., 1973). O principal nutriente do plasmédio
na fase eritrocitaria € a hemoglobina (HbA). A hemoglobina fetal (Billig e col.,
2012) e as patolégicas HbS, HbC (Friedman, 1978; LaMonte e col., 2012)
funcionam como fatores de resisténcia por restringirem o crescimento do
plasmaodio no interior de eritrocitos.

Os antigenos do plasmaédio que séo liberados logo apos a ruptura dos
eritrocitos ao final de cada esquizogonia causam intensa ativacado do sistema
imunitario, com liberacdo de citocinas pré-inflamatérias pelos macréfagos,
ativando mondcitos, neutrdfilos, linfocitos T e células citotoxicas naturais, que
reagem contra o parasito limitando ou impedindo seu crescimento (Plebanski
e Hill, 2000;Tabanez, 2006).

1.3. Papel daimunidade inata na defesa contra o plasmaodio

Os individuos de area ndo endémica que nunca tiveram contato com o
plasmoédio antes, geralmente ficam doentes em sua primeira exposi¢cdo ao
parasita. No entanto em areas endémicas de malaria, a exposi¢do continua
ao parasito leva o individuo a desenvolver uma protecdo parcial contra a



malaria, o individuo passa a ter quadros de infeccdo mais branda e nédo
desenvolve malaria grave (Gupta e cols.,1999).

A imunidade antimalarica necessita de anos de contato com o
plasmodio e para manter essa imunidade, necessita estimulo antigénico
continuo (Walker e Brodie, 1982 ; Tosta, 1987). Esta protecao néo é total, no
sentido de impedir o desenvolvimento do parasito, sendo somente capaz de
controlar e reduzir os sintomas da infecgdo (Tosta, 1987). Quando um
individuo € picado pelo mosquito infectado, os esporozoitos movem-se
rapidamente a partir da derme para o figado, e nos hepatdcitos durante a
replicacdo os esporozoitos estimulam a expressédo de genes de IFN do tipo |
dentro do vacuolo parasitoforo (Miller, e cols., 2014).

Possivelmente a deteccdo do RNA do parasito pelos hepatécitos
induza producdo do IFN do tipo I, que medeia o recrutamento de células
citotoxicas naturais (Natural Killer-NK ) e células NKT, que produzem IFN-y,
desencadeando uma cascata de proteinas que estdo envolvidas no controle
da replicagdo do parasita (Miller e cols., 2014), e estimulam a producao de
oxido nitrico e outros componentes toxicos que interferem com a multiplicacéo
do parasita no figado (Tosta e Muniz-Junqueira, 2011; Miller e cols., 2014).
Um Unico esporozoito é capaz de gerar milhares de merozoitos e o controle
do parasita pelo IFN do tipo | ndo é suficiente para controlar essa intensa
multiplicagdo (Miller e cols., 2014). No entanto, estudos longitudinais em
populacfes expostas sugerem que as respostas imunes as fases pré-
eritrocitarias provavelmente tém envolvimento limitado (Owusu-Agyei e cols.,
2001).

Dos hepatdcitos, os merozoitos sdo liberados na corrente sanguinea
onde iniciam o ciclo eritrocitico e causam a sintomatologia da malaria
(Gazzinelli e cols., 2014). No ciclo eritrocitico, os receptores semelhante ao
toll (TLR), a via do NF-«kB, que induz citocinas pro-inflamatérias, e o IFN sdo
regulados positivamente (Franklin e cols., 2009; Sharma e cols., 2011).
Normalmente, a infeccdo aguda é controlada e a infec¢cdo crbnica é
estabelecida com baixa densidade parasitaria, com episodios intermitentes de
febre associados com picos de maior parasitemia. Tais picos sao de menor
densidade progressivamente até que a infeccdo € eliminada, geralmente
depois de muitos meses (Miller e cols., 2000). A resisténcia a infeccéo
também é mediada pelo IFN-y, que exerce um papel crucial na inducéo de
células imunes inatas, promovendo respostas pro-inflamatorias, e ativando as
funcbes efetoras de macrofagos (Artavanis-Tsakonas e Riley, 2002; Walther
e cols, 2006; Sponaas, e cols., 2009; Antonelli e cols., 2014).

No figado, antigenos do parasito sdo processados e apresentados pelo
CPH de classe |, induzindo resposta citolitica pelos linfocitos TCD8+, que vao
eliminar as células infectadas. No baco, concentra-se grande quantidade de



eritrocitos parasitados e muitos linfécitos T e B, células apresentadoras de
antigenos, macrofagos e células dendriticas. Em consequéncia dessa intensa
ativacdo e da fagocitose de plasmoédio e seus produtos, os macréfagos
elaboram enzimas, radicais de oxigénio, e nitrogénio que séo toxicos para o
parasito (Theander,1991).

Os monacitos e neutrofilos séo considerados as células efetoras mais
importantes na malaria (Theander, 1991). O sistema do complemento é um
importante mecanismo efetor da imunidade inata, o C3b, C4b e 0 iC3b s&o
opsoninas, ou seja, recobrem a superficie de microrganismos para que 0s
mesmos sejam mais facilmente fagocitados. A fagocitose ocorre quando héa
interagcdo do fragmento opsonizante com seu respectivo receptor nos
monaocitos e neutrdéfilos. Desse modo, C3b e C4b ligam-se ao receptor CR1,
enquanto iC3b liga-se a CR3 e CR4 (Abbas e cols., 2011). A infeccéo é
controlada por mecanismos dependentes e independentes de fagocitose,
macrofagos ativados pelo INF-y secretam interleucina (IL-1), IL-6, fator de
necrose tumoral, fator transformador de crescimento beta, fator estimulador
de colbnia e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que sdo fatores
sollveis toxicos ao parasita (Clark e Cowden, 2003). Os linfocitos ativados
passam a produzir grande quantidade de anticorpos que ocupam os sitios de
ligacdo nas células do hospdeiro impedindo a entrada do parasito nos
hepatécitos e eritrécitos, como também facilitam a fagocitose. A acdo dos
anticorpos opsonizantes aumenta a adesdo dos eritrocitos infectados pelo
plasmédio aos mondcitos, potencializando a fagocitose (Theander, 1991;
Muniz-Junqueira e Tosta, 2009).

A ponte entre a imunidade inata e a imunidade adquirida tem a
participacdo central das células dendriticas. Células dendriticas sé@o ativadas
pelo ADN do parasito, via TLR9 e sensores citosoélicos e produzem citocinas
gue medeiam a resisténcia do hospedeiro a infeccdo (Ing e cols., 2006;
Franklin e cols., 2007; Torgler e cols., 2008; Gowda e cols., 2012).

Em camundongos foi demonstrado que a sinalizagcdo por meio da
proteina MyD88 (proteina do gene da resposta primaria mieldide 88), a
producdo de IL-12 pelas células dendriticas e a liberacdo de IFN-y pelas
células NK formam um mecanismo de resisténcia a infec¢ao pelo plasmaédio
(Ing e cols., 2006; Wykes e cols., 2007; Torgler e cols., 2008; Gowda e cols.,
2012).

Diversos fatores séo determinantes da imunidade e imunopatogeniana
na infecgdo malarica, como a resposta imunitaria individual, idade, nimero de
infeccbes, infeccbes mistas, gestacdo, caracteristicas genéticas do
hospedeiro e da cepa do plasmodio, grau de transmissao local da malaria,
entre outros (Miller e cols, 2002). A aquisicdo de imunidade a infeccao pelo
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plasmaddio € relativamente lenta para desenvolver e incompleta, embora a
imunidade a morte pela doenca é adquirida mais rapidamente e pode ser
importante apds um unico episédio (Gupta e cols.,1999).

1.4. Drogas antiparasitarias

Os farmacos antimalaricos sdo baseados em produtos naturais ou
compostos sintéticos produzidos a partir da década de 40 (Franca e cols.,
2008; Duarte, 2012). Sao especificos para cada etapa do ciclo de vida do
plasmaodio. Antimalaricos tém 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 (Francga et al., 2008; Baird e Surjadjaja, 2011).

Esquizonticidas sanguineos: agem no estagio eritrocitico do parasita,
responsavel pela sintomatologia da doenca. Podem produzir cura clinica ou
supressdo da infeccdo pelas cepas suscetiveis das quatro espécies de
plasmaédio, mas ndo produzem cura em relagdo as formas latentes do P. vivax
ou P. ovale (Duarte, 2012).

Esquizonticidas teciduais: agem nas formas de esporozoitos e
merozoitos do parasita prevenindo a invasdo das células sanguineas ou
eliminando o P. vivax e P. ovale (Duarte, 2012).

Gametocitocidas: destroem as formas sexuadas do parasito para
interromper a transmissao do homem para o mosquito vetor, impedindo a
disseminagé&o da doencga (Duarte, 2012).

O modo de acgdo dos farmacos antimalaricos define sua classificagéo
em dois grupos: Os alcalbides derivados da cinchona, as aminoquilonas e as
acridinas formam o primeiro grupo (Franca e cols., 2008). Esses farmacos
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 niveis de ferriprotoporfirina- 1X, que é
um subproduto toxico da digestao da hemoglobina (Robert e cols, 2001; Silva
e cols., 2005). As pirimidinas e biguanidas formam o segundo grupo, que age
interferindo na sintese do acido tetra-hidrofdlico, importante cofator no
processo de sintese de ADN e de aminoacidos (Delfino e cols., 2002; Franca
e cols., 2008).

Os derivados de artemisininas sofrem clivagem oxido-redutivados seus
peréxidos e também interagem como grupo heme Fe (Il) gerando um radical
livre que é toxico para o parasita (Vennerstrom e cols, 2000).Varios estudos
mostram que a ponte de endoperéxido dos compostos derivados de
artemisinina podem ser clivados pela redugdo com ion ferroso presente no
grupo heme da hemoglobina ou de origem exdgena. Esta clivagem forma um
ou mais radicais livres que podem alquilar ou modificar covalentemente



proteinas dos parasitas (Franca, 2008). Outros autores referem que o
mecanismo de acdo é similar ao das quinolinas, onde os farmacos se
acumulam no vacuolo digestivo do parasita e interferem na formacdo da
hemozoina (Franca, 2008). Quando a artemisinina ou outros trioxanos ativos
foram incubadas em concentragcdes farmacologicamente relevantes com
eritrocitos de seres humanos infectados pelo P. falciparum, a clivagem
catalisada pelo grupo heme da ligagdo peroxido foi relatada como sendo
responsavel pela alquilacdo do heme (Robert e cols.,2001).

A mefloguina é um composto quiral (possui dois centros assimeétricos),
possui um anel conjugado bi-heterociclico ativo, e é comercializada na forma
racémica da eritro-a-(2-piperidil)-2,8-bi (trifluorometil) 4-quinolinametanol
(Duarte, 2012). A digestdo da hemoglobina se processa no interior do vacuolo
digestivo do parasito. Esta digestdo € mediada por uma série de proteases,
entre elas as plasmepsinas e falcipainas. Durante o catabolismo da
hemoglobina, sua porcdo protéica (globina) é utilizada como fonte de
aminoacidos pelo parasito, e a fracdo heme, denomina ferriprotoporfirina IX
(Fe(INPPIX), é liberada, sendo um grupo reativo, gerador de radicais livres
toxicos para o parasito (Sullivan, 2002; Aguiar, 2011; Duarte, 2012). O
mecanismo de acdo da mefloquina, que € um quinolinometanol, envolve a
ligacdo direta ao grupo heme, a inibicho de uma ferriprotoporfirina 1X
polimerase néo identificada (inibicdo de polimerizacdo da heme), a inibicdo de
uma fosfolipase vacuolar e a inibicdo da sintese de proteina (Duarte, 2012). A
interacdo entre os antimalaricos esquizonticidas sangiliineos com o grupo
heme ferriprotoporfirina 1X (Fe (Ill) PPIX) esta envolvida na toxicidade destes
farmacos ao parasito intra-eritrocitico. Os antimalaricos quinolinicos agem por
interferéncia na cristalizacdo da hemozoina, que tem por unidade béasica a (-
hematina (Sullivan e cols, 1998; Duarte, 2012). A mefloquina interfere em
diferentes passos no processo de nutricdo do parasito (Duarte, 2012).

A lumefantrina (LMF), também chamado benflumetol, esta
estruturalmente relacionado com o0s antimalaricos aril-amino-alcool
hidrofébicos, incluindo mefloquina, quinina e halofantrina, sugerindo que eles
tém modos de acdo similares (Eastman e cols., 2009). A lumefantrina € um
aril-amino-alcool que impede a estoxificagdo da hemozoina, de tal modo que
a porcao toxica do heme e radicais livres induzem a morte do parasita
(Kokwaro e cols., 2007). E um esquizonticida sanguineo de acdo prolongada
e lenta que atua nos estagios intra-eritrociticos assexuados do plasmaodio
(Djimdé e Lefévre, 2009). A Iumefantrina pertence a classe dos
quinolinometandis, inibe a producéo de hemozoina, tanto por ligacéo direta ao
grupo heme quanto por inibicdo da heme polimerase, que € utilizada pelo
parasita para catalisar a reacdo de destoxificacdo da ferriprotoporfirina IX (Fe



(Il PPIX), formando a hemozoina, que tem por unidade basica ap-
hematina(Valecha e cols., 2009).

GO e Li (2003) realizaram estudo in vitro sobre a interacdo de
lumefantrina com os lipidios das membranas celulares e observaram que a
presenca do farmaco tornava a camada lipidica mais compacta e condensada
(Pinheiro e cols, 2012). Tendo em vista que durante a infeccdo malarica a
membrana do eritrocito fica mais fluida, a caracteristica quimica da
lumafantrina (anel fluoreno ligado por uma ligacdo dupla a um grupo fenil)
permitiria a condensacdo dos lipidios nos eritrécitos, alterando sua
permeabilidade (GO e Li,2003; Pinheiro e cols, 2012). O tratamento de
primeira escolha para a infeccdo por P. Falciparum recomendado pelo
ministério da Saude brasileiro € combinacdo fixa de artemeter com
lumefantrina e ou a combinacdo de artesunato com mefloquina por 3 dias (
MS, 2010).

1.5. Acdo imunomoduladora dos antimalaricos

Todos os farmacos antimalaricos indiretamente influenciam a resposta
imunitaria por meio da sua capacidade para destruir os parasitas da malaria
e, portanto, reduzir a quantidade de antigenos capazes de ativar o sistema
imunitario (Muniz-Junqueira, 2007). Além deste efeito, algumas drogas
antiplasmodiais também exercem um efeito direto sobre o sistema imunitario
(Muniz-Junqueira, 2007).

Artemisininas e todos os derivados relacionados estdo sendo
considerados uma importante classe de antimaléricos a base de Qinghaosu
altamente eficazes contra a malaria multirresistente, especialmente por
Plasmodium falciparum (Hommel, 2008). No entanto, eles podem interromper
proteinas de transporte do parasita, interromper a funcdo mitocondrial e inibir
a angiogénese (Anfosso e cols, 2006; Golenser e cols, 2006).

Foi demonstrado por Wang e cols. (2009) que o artemeter inibiu a
ativacao e proliferacdo de células T tanto in vitro como in vivo. O mecanismo
imunossupressor do artemeter esta correlacionado com a inibicdo da Ras-
RAF1-ERK1/2 em cascata de ativacdo de células T. Artemisininas também
podem interferir com as competéncias funcionais de neutréfilos. Em uma
investigacdo para determinar os efeitos da artemisinina e seus derivados
sobre as funcdo dos granuldcitos, a artemisinina, diidroartemisinina e
artesunato, nas concentragcbes de 0,1, 0,5, 5 e 50 mg/L, diminuiu a
capacidade fagocitaria dos neutrofilos quando incubados com Escherichia
coli; contudo, houve aumento da producdo de espécies de oxigénio reativo
(Wenische cols.,1997).
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Artemisininas podem diminuir a secrecao de citocinas pré-inflamatorias
derivadas de macréfagos, particularmente de fator de necrose tumoral. Elas
interrompem as vias de transcricdo em monadcitos/macrofagos e poderiam,
portanto, ser esperado modular as fungdes dos mondcitos/macrofagos do
hospedeiro. Especialmente importante é sua modulacéo da via do NF-kB, uma
via de transcricdo envolvida na expressdao de genes relacionados com a
producédo de citocinas, inflamacé&o, moléculas de adesao e a apoptose (Pahl,
1999).

A artemisinina e o artemeter também parecem regular as respostas
funcionais de mondcitos/macrofagos ao nivel celular, e inibe a fagocitose de
mondcitos (Muniz-Junqueira, 2007). Em geral, parece que artemisininas
podem assumir um potencial terapéutico imunossupressor em reacoes
imunitarias inflamatérias persistentes em macrofagos por causa da sua
capacidade para inibir a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias (Perlmann e
Troye-Blomberg, 2002).

A mefloquina, assim como o artemeter e a quinina, regula
negativamente a expressao de receptores em mondcitos 40% ou mais, nas
concentracOes terapéuticas utilizadas de cada droga. A mefloquina reduz a
expressado de IL-1, IL-6 e FNT (Goldring e Nemaorani, 1999). A mefloquina
pode melhorar a evolucdo da doenca, diminuindo a producéo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral (Landewe e cols, 1995),
gue estdo envolvidas nos passos iniciais da patogénese do paludismo grave
(Muniz-Junqueira, 2007). Além disso, a mefloguina pode diminuir a adeséo de
eritrécitos parasitados, provavelmente pela regulacdo negativa da expressao
de receptores de adesdo (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 inibicdo da fagocitose dos parasitos
da maléria por mondcitos ou neutréfilos. A compreenséao dos varios aspectos
das respostas imunitarias do hospedeiro ao plasmodio é essencial para a
compreensao da interferéncia de farmacos anti-malaricos existentes com a
imunidade anti-malarica do hospedeiro (Perimann e Troye-Blomberg, 2002).
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JUSTIFICATIVA
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Além de seu papel antiparasitario, véarias drogas antimaléricas
modulam as fun¢@es do sistema imunitario, podendo contribuir para aumentar
ou dificultar a defesa antiparasitaria.

As funcdes do sistema de fagoécitos sdo fundamentais para defesa
contra o plasmaédio, tanto nas fases iniciais de uma infeccéo no individuo néo
imune, como também como efetores da imunidade adquirida. Portanto, €
necesséaria uma melhor compreenséo da influéncia das drogas antimaléricas
mais frequentemente utilizadas, como o artemeter, a lumefantrina e a
mefloquina sobre o sistema imunitario envolvido na defesa contra o
plasmaddio, ocasionando um melhor entendimento nos fatores que favorecem
ou dificultam a acé@o do sistema imunitario na defesa antiparasitaria.

A compreenséo da influéncia da terapéutica utilizada para o tratamento
da doenca sobre as funcdes dos fagdcitos podera contribuir para utilizacéo de
um arsenal terapéutico mais adequado.
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OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral:

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia imunomoduladora das
drogas antiparasitarias artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre
mecanismos do sistema imunitario inato que atuam contra as formas
eritrocitarias do plasmadio.

2.2. Objetivos especificos:

Avaliar a influéncia do artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre a
capacidade fagocitaria, producdo de oxido nitrico e peroxido de hidrogénio e
expressao de corpusculos lipidicos pelos mondcitos de individuos saudaveis.
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MATERIAL E METODOS
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3.1. Delineamento experimental

Neste trabalho foi avaliada a influéncia in vitro dos antimalaricos
artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre capacidade funcional dos
fagdcitos de individuos saudaveis.

As influéncias destes farmacos sobre os fagocitos foram investigadas
por meio da avaliacdo da capacidade fagocitaria de mondcitos mediada por
receptores para padrbes moleculares de patdgenos e para receptores de
opsoninas, sobre o metabolismo oxidativo pela determinacdo da producéo de
oxido nitrico (NO) e peroxido de hidrogénio (H202) e pela producdo de
corpusculos lipidicos pela técnica do Oil Red. O diagrama geral do estudo
encontra-se descrito na figura 1.
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Figura 1 Delineamento experimental
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3.2. Grupos de estudo e aspectos éticos

Este estudo foi realizado no laboratério de Imunologia Celular da Area
de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

Durante todo o desenvolvimento do trabalho, as normas éticas para
pesquisa cientifica em seres humanos estabelecidas pela Declaragéo Helsinki
atualizada (WMA, 2013) e pelo Ministério da Saude Brasileiro, resolucéo
196/96 (CNS, 1996) foram rigorosamente observadas.

O projeto de pesquisa, enquadrado dentro do grupo de risco minimo, foi
aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias da Salude da
Universidade de Brasilia, parecer numero 365.997. (Anexo 1).

Foram selecionados para participar desta pesquisa 15 individuos
saudaveis para avaliacdo da fagocitose, com média de idade de 32,47 anos
(Tabela 1) e 20 individuos saudaveis para avaliacdo da producdo do NO e
H202, com média de idade de 34,71 anos (Tabela 2), variando entre 21 e 53
anos.

Foram critérios de exclusdo do estudo individuos idosos, que estivessem
utilizando medicamentos ou com doencas pré-existentes, como doencas
reumaticas, doencas alérgicas, cancer, doencas infecciosas, doencas
enddcrinas, como Diabetes mellitus, obesidade, tabagismo e alcoolismo.
Foram excluidos individuos que tivessem algum fator identificado pela historia
clinica que pudesse influenciar o sistema imunitario.

A coleta do sangue s foi feita ap6s os voluntarios estarem cientes dos
objetivos da pesquisa e dos procedimentos a serem realizados e apés
assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido. (Anexo 1).

Cada voluntario doou 20 ml de sangue que foi coletado com vacutainer
heparinizado, com agulha de coleta mdultipla, da regido da fossa cubital, com
material estéril e descartavel, apds anti-sepsia com alcool iodado. A amostra
foi utilizada para andlise das fungbes dos fagécitos in vitro tratados ou néo
com artemeter, lumefantrina ou mefloquina.

Este trabalho foi elaborado e desenvolvido com total isencao de quaisquer
conflitos de interesse. As drogas utilizadas foram gentilmente cedidas pelo
Programa Nacional de Maléaria do Ministério da Saude Brasileiro.

Dos individuos do grupo controle em que foram estudadas a funcgéo
fagocitaria, quanto ao género, 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 indice de massa
corporal (IMC) foi de 25,65
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Os parametros antropométricos para os individuos em que foi avaliada
a producdao dos radicais livres quanto ao género 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
meédia do indice 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 Sao Paulo, e mantida em nitrogénio liquido

Para realizagdo dos experimentos o P. falciparum foi mantido em
cultura continua, segundo a técnica Trager and Jansen modificada (Trager e
Jansen, 1976; Muniz-Junqueira e cols, 2001), em eritr6citos O*, para
hematocrito 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% COz2
em ar, a 37°C.

3.3.1. Preparo dos eritrécitos parasitados para utilizacdo nos testes de
fagocitose e expresséao de corpusculos lipidicos

Para cada experimento, uma aliquota de 20 pl era retirada da suspenséo
eritrocitos infectados e quantificados em camara de Neubauer. A parasitemia
era determinada em um distendido do sangue e o numero de eritrocitos
infectados era quantificado em 1000 eritrocitos. Foi detereminada a
porcentagem de formas em anel e esquizonte. Foram utilizados nos
experimentos quando a parasitemia estava acima de 9% e com predominio
de formas maduras na cultura.

3.4. ConcentracBes dos antimalaricos utilizadas nos experimentos in
vitro.

Os fagocitos e/ou os eritrocitos parasitados com Plasmodium falciparum foram
pré-tratados com 360 ng/mL de artemeter por 60 minutos, que representa o
pico maximo obtido em seres humanos apdés injecéo da droga. Foi utilizada a
apresentacdo do Artemeter (Injecdo de Artemeter Ph. Int. 80 mg/ mL
fabricante Ipca, Mumbai, India) injetavel da ampola 80mg/mL. A escolha desta
concentracdo baseou-se em estudo farmacocinético da droga efetuado em
seres humanos, no qual se determinou que apés a ingestdo de 200 mg de
artemeter ocorre em média um pico sérico de 360ng/mL, esta concentracao
foi alcancada em 1,88+ 0,21 hr (Ali e cols., 2010).
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Com relacdo a lumefantrina (Lumarten, fabricante Cipla, India), os
fagdcitos e/ou eritrocitos parasitados com Plasmaédium falciparum foram pré-
incubados com 4,9 ug/mL deste medicamento por 60 minutos. Esta
concentracédo foi escolhida, pois corresponde ao pico sérico observado apos
a ingestdo de 480mg da droga (WHO, 2012). Entretanto, nesses
experimentos, os fagoécitos e/ou os eritrocitos parasitados com Plasmodium
falciparum foram também pré-tratados com 125ng/ml de Artemeter por 60
minutos, pelo fato de que o medicamento disponivel para os experimentos era
uma associacdo de Artemeter/Lumefantrina, fornecida pelo Ministério da
Saude, e as concentracdes utilizadas foram ajustadas em funcdo dos
parametros farmacocinéticos da Lumefantrina.

Para a mefloquina (Artesunato + Mefloquina 25+55mg, fabricante
Farmanguinhos, Rio de Janeiro, Brasil), os fagécitos e/ou os eritrocitos
parasitados com Plasmodium falciparum foram pré-incubados com 687ng/ml
do medicamento por 60 minutos, que € a concentragdo que corresponde ao
pico sérico médio observado ap6s 6 horas e que permanece até 24 horas
apos a ingestao de 300 mg deste farmaco (M.S.: 1.1063.0124, 2010). Porém,
nesses experimentos, os fagdcitos e/ou os eritrocitos parasitados com
Plasmodium falciparum foram também pré-tratados com 25mg/ml de
artesunato por 60 minutos, pelo fato de que o medicamento disponivel para
0S experimentos era uma associacdo de Artesunato/Mefloquina, fornecida
pelo Ministério da Saude, e as concentra¢fes utilizadas foram ajustadas em
funcdo dos parametros farmacocinéticos da Mefloquina.

3.5. Separacdo dos mondcitos por aderéncia para o teste de fagocitose
em placa

Coletou-se 20mL de sangue venoso de 15 voluntarios humanos
saudaveis em tubo vacutainer estéril heparinizado. O sangue era centrifugado
a 400g por 10 min para obtencdo do soro para sensibilizacdo dos eritrocitos
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 proporgéo de 3 mL de Percoll para cada
5 mL de sangue, a 750 g por 15 min a 4°C, para a separacdo 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 0 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 cémara de Neubauer e a viabilidade
determinada pela excluséo da nigrosina e foi sempre superior 95%. As CMN
(10%) eram distribuidas num volume de 500 pL por escavacdo em placas de
24 escavacOes (TTP,Trasadingen, Switzerland), estéreis, de fundo chato, na
qual tinham sido previamente colocadas laminulas de 13 mm de diametro
estéreis. As placas eram incubadas em camara umida a 37°C, em 5% de CO:
em ar, por 2 horas, para permitir a aderéncia dos mondcitos a lamina. Em
seguida, as preparacdes eram lavadas com STF para retirar as células nao
aderentes. As células separadas foram utilizadas para o teste de avalicdo da
influéncia das drogas em estudo sobre a fagocitose e sobre a expressao de
corpuculos lipidicos.

3.6. Avaliacado da influéncia das drogas antimalaricas sobre a fagocitose
pelos mondcitos pelos receptores para padroes moleculares de
patdégenos e pelos receptores para opsoninas.

Utilizando os mondcitos aderidos a laminula como acima descrito foi feito
o teste de fagocitose em placa. A fagocitose foi testada quando a ingestado dos
eritrocitos parasitados ocorreu pelos receptores para opsoninas e quando a
fagocitose foi realizada pelos receptores para padrdes moleculares de
patdgenos.

A influéncia dos antimalaricos sobre a capacidade fagocitaria dos
mondcitos por meio dos receptores para opsoninas, particularmente os
componentes do sistema complemento, foi realizado pela sensibilizacéo
prévia dos eritrocitos parasitados pelo Plasmédium falciparum. A
sensibilizacado foi feita pela incubacéo prévia por 30 min a 37°Ccom 0 soro
fresco do proprio doador. Quando os eritrécitos infectados sédo incubados com
0 soro fresco, as fracdes do sistema do complemento presentes no soro
adsorvem-se a superficie dos eritrdcitos parasitados propiciando a fagocitose
pelos mondcitos pelos receptores para as fracdes do complemento. Para
avaliacdo da fagocitose pelos receptores para padroes moleculares de
patdogenos o soro fresco foi substituido por SFB inativado e as células
submetidas ao mesmo procedimento de incubacgéo por 30 min a a 37°C.

Em relacdo ao tratamento com as drogas antimalaricas, a avaliagdo da
fagocitose pelos receptores para PMP e pelos receptores para opsoninas foi
feita por meio de trés abordagens diferentes: a) apenas os mondcitos foram
previamente tratados com o0s antimalaricos artemeter, lumafantrina e
mefloquina. B) somente os eritrécitos parasitados pelo Plasmodium falciparum
foram previamente tratados com os antimalaricos. C) tanto os mondcitos
guanto os eritrocitos parasitados foram tratados previamente com o0s
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antimalaricos. Essas abordagens foram feitas com o objetivo de discriminar
se as drogas estavam modulando diretamente a funcdo dos mondcitos ou se
a acao antiparasitaria das drogas antimalaricas estavam facilitando a
fagocitose dos parasitos pelo fato deles terem sofrido modificacdes toxicas
devidas a acdo das drogas facilitando assim a sua ingestao.

As drogas foram utilizadas nas composi¢cdes e concentracdes acima
descritas. Os grupos controles sofreram 0s mesmos procedimentos,
entretanto, as drogas foram substituidas por RPMI, sendo que as células
foram incubados por uma hora apenas com RPMI.

Os monacitos aderidos a laminula como acima descritos foram tratados
com as drogas ou com RPMI por 1 hora, e ap0s esse periodo, distribuiu-se
sobre essas células10® eritrécitos infectados com Plasmédium falciparum
tratados com as drogas ou com RPMI nas doses acima descritas previamente
por 1 h e previamente sensibilizados ou ndo com o soro do préprio doador.

As placas foram incubadas por 30 minutos a 37°C, em camara Uumida,
em CO2 a 5% em ar para permitir a fagocitose dos eritrocitos parasitados
(adaptado de Muniz-Junqueira e cols., 2001), realizado em duplicata para
cada preparacao. As preparagOes foram lavadas 3 vezes com STF a 37°C
para retirar as hemacias ndo aderidas/ingeridas e posteriormente com RPMI
contendo 30% de SFB para preservar as preparacdes, que foram secas com
vento quente, fixadas com metanol absoluto (Vetec) por 1 minuto e coradas
com Giemsa (Dinamica) a 10% em tampao para coloracéo, pH 7,2 por 10 min.
As laminulas foram lavadas com agua e montadas em laminas com resina
sintética (Entelan®).

A analise das laminas foi feita as cegas e a identificacdo das laminas foi
feita apenas ao final das leituras. As laminas foram analisadas ao microscépio
Otico, com aumento de 1000X em imersdo, para determinar o indice
fagocitario.

O Indice Fagocitario foi calculado pela multiplicacdo da proporcdo de
fagdcitos envolvidos na fagocitose pela média de parasitos fagocitados por
monaocito. Foram contadas 500 células para cada preparagdo. Foram
guantificados separadamente a fagocitose total, de formas em anel,
esquizonte e de hemozdina.

3.7. Expresséo de corpusculos lipidicos detectada pela coloragdocom
Oil Red O quando os monocitos foram incubados com eritrocitos
infectados com Plasmodium falciparum tratados ou ndo com oS
antimalaricos.
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Para quantificacdo dos corpos lipidicos foi utilizada a coloragdo com 6leo
vermelho O (oil red O), que apresenta grande solubilidade em lipideos e colore
de vermelho os corpusculos lipidicos presentes no citoplasma dos mondcitos.

Os procedimentos de aderéncia dos mondcitos, tratamento com
antimalaricos e fagocitose dos eritrocitos parasitados foi realizada conforme
acima descrito. Apés a fagocitose as preparacdes foram lavadas e as células
foram fixadas com paraformaldeido a 4%, por 30 minutos, e lavadas duas
vezes com STF, pH 7,2 e uma vez com alcool isopropilico a 60%. Em seguida,
as ceélulas foram coradas por 15 minutos com uma solugéo de 6leo vermelho
O filtrado 3 vezes em filtro 0,22 ym e preparada no momento do uso a partir
de uma solucéo estoque de 0,5%, sendo 3 partes da solucdo estoque para 2
partes de agua destilada. O excesso de corante foi retirado e as escavacdes
foram lavadas uma vez com 1 mL de alcool isopropilico a 60% e depois duas
vezes com 1 mL de 4gua destilada. Os nucleos celulares foram corados com
hematoxilina de Mayer por 5 minutos, lavadas novamente com agua destilada
e as laminulas foram montadas sobre laminas de vidro em uma fina camada
de meio de montagem contendo 10 g de gelatina, 60 mL de agua destilada,
70 mL de glicerol e 0,25 g de fenol.

O procedimento de coloracdo dos corpusculos lipidicos com dleo
vermelho foi realizado em duplicata para cada tratamento e controle e as
preparacdes foram quantificadas em microscopio otico. Os corpusculos
lipidicos sdo identificados como estruturas circulares que se coram em
vermelho no citoplasma dos mondcitos. Para cada lamina foram contadas 200
células e foram estabelecidas a quantidade média de corpusculos dentro dos
macréfagos (MCL), a porcentagem de macréfagos apresentando corpusculos
lipidicos no citoplasma (M@%) e o indice corpuscular (IC) que é da MCL
multiplicada pelo M@% (Adaptado de Borges, 2013).

3.8. Influéncia das drogas antimalaricas, artemeter, lumefantrina e
mefloquina sobre a producéo in vitro de 6xido nitrico apés incubacéao
dos mondcitos com eritrécitos infectados com Plasmodium falciparum

A producéo do 6xido nitrico foi avaliada pela quantificacdo do nitrito
contido nos sobrenadantes das culturas tratadas ou n&o com os antimalaricos
e estimuladas ou ndo com eritrocito infectado.

Sangue periférico foi coletado e as CMN foram separadas por
centrifugacéo 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 exclusdo da nigrosina e foi sempre superior a 95%. As CMN (1,5 x10°)
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eram incubadas em RPMI1640 (Sigma) contendo 2,67 mL/L de bicarbonato
de sodio a 7,5% (pH 7,2), a 37°C, 1 hora para permitir aderéncia dos
mondacitos.

As preparacbes em triplicata eram tratadas ou ndo com as drogas
antimalaricas artemeter, lumefantrina ou mefloquina, nas mesmas
concentracfes acima referidas e incubadas 1 h, a 37°C, 5% de CO2.
Decorrido o tempo de incubacdo era acrescentado ou ndo os eritrocitos
parasitados (1x107) ou ndo parasitados e incubadas 30min, a 37°C, 5% de
CO2. Posteriormente, foram feitas mais trés lavagens com STF, pH 7,2, a
37°C, seguida pela adicdo de RPMI suplementado com 10% de SFB e
incubado por 24h.

Ap6s 24 h de incubacdo, 100 pl dos sobrenadantes eram
acrescentados ao reagente de Greiss (1-38 N naftiletiieno diamina
dihidrocloridro) a 0,1 %, sulfanilamida a 1% e H3PO4 a 25 %] e a reacao era
lida em espectrofotometro de placa (Spectramaxplus 384 - Molecular
Devices), em 540 nm e os resultados foram expressos como yM NO2 (Muniz-
Junqueira e cols, 2005; Green e cols., 1981).

A curva padréo foi feita pela diluicdo seriada do nitrito de sddio (NaNO2) nas
diluicbes de 1:2, 1:4, 1.8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, correspondendo
respectivamente, 100 uM, 50 uM, 25 pM, 12,5 uM, 6,25 pM, 3,12 uM e 1,56
MM.

3.9. Influéncia das drogas antimalaricas, artemeter, lumefantrina e
mefloquina sobre a producédo in vitro de perdxido de hidrogénio apés
incubacdo dos mondcitos com eritrocitos infectados com Plasmodium
falciparum

A producao do peroxido de hidrogénio foi avaliada pela técnica da oxidacao
do vermelho de fenol na presenca de peroxidadase apdés incubacdo dos
mondcitos com eritrdcitos infectados ou ndo com plasmodium falciparum e
tratados ou ndo com as drogas antimalaricas.

Sangue periférico foi coletado e as CMN foram separadas por
centrifugacédo 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 exclusdo da nigrosina e foi sempre superior a 95%. As CMN (1,5 x10°)
eram incubadas em RPMI1640 (Sigma) contendo 2,67 mL/L de bicarbonato
de sodio a 7,5% (pH 7,2), a 37°C, por 1 h, para permitir aderéncia dos
mondacitos.
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As preparagbes em triplicata eram tratadas ou ndo com as drogas
antimaléricas artemeter, lumefantrina ou mefloquina, nas mesmas
concentracfes acima referidas e incubadas por 1 h, a 37°C, 5% de CO2.
Decorrido esse tempo foi acrescentado ou néo eritrécitos parasitados (1x107)
ou nao parasitados incubados por 30 min, a 37°C, 5% de CO2.

Posteriormente, foram feitas mais trés lavagens com STF, pH 7,2, a
37°C, seqguida pela adicdo de 140 pL de tampéo fosfato suplementado com
dextrose 5,5 mM, vermelho de fenol 0,5 mM e peroxidase tipo Il, as placas
foram novamente incubadas por 1 h, em ambiente umidificado, com 5% de
CO2, a 37°C. Decorrido o tempo de incubagé&o, foram adicionados 10 pL de
NaOH para interromper a reacéo catalisada pela peroxidase tipo Il. Foi feita a
leitura em espectrofotbmetro (Spectramax Plus 384, Molecular Devices) em
comprimento de onda de 620 nm. Para determinacdo da concentracdo de
peréxido de hidrogénio contida em cada poco foi feita, paralelamente, uma
curva padrdo com peréxido de hidrogénio diluido em tampéo fosfato
suplementado com 5,5 mM de dextrose, 0,5 mM de vermelho de fenol e 19
unidades por mL de peroxidase tipo Il nas concentra¢des de 100 M, 50 M, 25
M, 12,5 M, 6,25 M, 3,12 M, 1,56 M (Pick & Mizel, 1981).

3.10. Andalise estatistica:

As analises estatisticas foram realizadas empregando-se o software
Prism® (Graphpad, USA, 2005).

Para a aplicacdo dos testes estatisticos verificou-se previamente a
normalidade ou ndo das varidveis nas amostras pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e a variancia da amostra pelo teste de Bartlett. Para comparacao
entre duas variaveis com distribuicdo normal foi utilizado o teste t pareado e
para aquelas que ndo apresentaram distribuicdo normal foi utilizado o teste
de Wilcoxon. Para amostras indenpendentes foram utilizados o teste t e 0
teste de Mann-Whitney. Para comparacdo entre mais do que duas variaveis
com distribuicdo normal foi utilizado o teste de ANOVA, para amostras com
distribuicdo ndo normal foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

As diferencas entre as variaveis comparadas foram consideradas
estatisticamente significativas quando a probabilidade bi-caudal da sua
ocorréncia devida ao acaso (erro tipo 1) foi menor que 5% (p < 0,05).

Os dados foram expressos graficamente como média e desvio padrao
para as amostras com distribuicdo normal e como mediana, quartis e
extremos para aquelas com distribuicdo ndo normal.
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4. Influéncia dos antimalaricos artemeter, lumefantrina e mefloquina
sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos de individuos normais
guando tratados in vitro os eritrocitos infectados com Plasmodium
falciparum e/ou os monacitos de individuos normais

A influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos infectados e/ou
mondcitos de individuos normais com o0s antimalaricos artemeter,
lumefantrina e mefloquina sobre a capacidade fagocitaria foi investigada pelo
teste de fagocitose em placa.

Avaliou-se a fagocitose por meio de dois tipos de receptores: a mediada
por receptores para padrdes moleculares de patdgenos, quando os eritrécitos
foram incubados com soro fetal bovino inativado, e a mediada por receptores
para opsoninas, quando os eritrocitos foram incubados com soro fresco do
doador. A influéncia sobre a fagocitose foi testada submetendo os mondcitos
e os eritrécitos infectados a acdo das drogas. Como também foram avaliados
guando apenas 0s monaocitos ou os eritrocitos foram tratados, para melhor
esclarecer em qual célula esses antimalaricos estavam agindo. Para melhor
esclarecimento, foram quantificadas individualmente a fagocitose total e a
ingestdo das formas em anel, esquizonte e a hemozoina.

A capacidade fagocitéria foi expressa por meio do indice fagocitario, da
média de parasitos/restos de parasitos ingeridos/aderidos por mondécitos e do
percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose.

4.1.1. Fagocitose total pelos receptores para padrées moleculares de

patégenos

4.1.1.1. Lumefantrina

Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos infectados com P.
falciparum e/ou de mondcitos de individuos normais com lumefantrina
sobre a fagocitose por receptores para padrdes moleculares para
patégenos

Quando tratamos apenas 0s monocitos com o lumefantrina, houve
diminuicdo da mediana do indice fagocitario de 8,4 para 5,8 (p = 0,023, teste
t) e a mediana da proporcédo de mondcitos de 7,4 para 5,8 (p = 0,025, teste t)
e ndo houve alteracdo na média de parasitos fagocitados (Figura 2 B,E,H).
Porém, quando tratamos apenas o0s eritrocitos infectados e ndao
sensibilizados, houve uma tendéncia ndo significante para aumentar as
medianas do indice fagocitario de 8,4 para 11, e da mediana de proporc¢éo de
mondcitos envolvidos na fagocitose de 7,4 para 10,2, ndo havendo diferenca
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na media de parasitos fagocitados (p>0,05). Essas a¢Oes opostas sobre as
duas células possivelmente foram responsaveis por ndo observarmos
alteracéo na fagocitose quando ambas as células foram tratadas com a droga
(Figura 2 A,D,G).
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Figura 2. Influéncia do tratamento com lumefantrina sobre a fagocitose por
monadcitos. Os monadcitos, os eritrécitos ou ambos foram tratados in vitro por
60 min. Foram utilizados10® eritrécitos infectados com P.falciparum né&o
sensibilizados por escavacdo. A,B,C - Iindice fagocitario; D,E,F- Média de
parasitos/restos de parasitos ingeridos/aderidos por mondcito;  G,H,I-
Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose. Em B : Diminui¢cdo do
indice fagocitario (p=0,02). Em H: Diminuicdo do percentual de mondcitos
envolvidos na fagocitose (p=0,02).

4.1.1.2. Artemeter
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Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos infectados com P.
falciparum e/ou de monocitos de individuos normais com artemeter
sobre a fagocitose por receptores para padrées moleculares para

patdgenos

N&o houve influéncia do artemeter quando incubado por 60 min com os
eritrocitos infectados com P. falciparum néo sensibilizados e/ou os mondcitos
de individuos normais,sobre a mediana do indice fagocitario, e a mediana da
propor¢cdo de mondcitos envolvidos na fagocitose e o0 nUmero de parasitos
fagocitados por monacito. (Figura 3).
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Figura 3. Influéncia do tratamento com artemeter sobre a fagocitose por
monaocitos. Os mondcitos, os eritrécitos ou ambos foram tratados in vitro por
60 min.Foram utilizados108 eritrocitos infectados com P.falciparum né&o
sensibilizados por escavacdo. A,B,C - Indice fagocitario; D,E,F- Média de
parasitos/restos de parasitos ingeridos/aderidos por mondécito; G,H,I-
Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose.
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4.1.1.3. Mefloquina

Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos infectados com P.
falciparume de monécitos de individuos normais com mefloquina sobre
a fagocitose por receptores para padrées moleculares para patdbgenos

A mefloquina também néo influenciou a fagocitose, no tempo e na dose
utilizada. (Figura 4).
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Figura 4. Influéncia do tratamento com mefloquina sobre a fagocitose por
monaocitos. Os mondcitos, os eritrécitos ou ambos foram tratados in vitro por
60 min. Foram utilizados108 eritrécitos infectados com P. falciparum néo
sensibilizados por escavacgio. A, B, C - indice fagocitario; D, E, F- Média de
parasitos/restos de parasitos ingeridos/aderidos por mondcito; G, H, I-
Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose.

4.1.2. Fagocitose total pelos receptores para opsoninas

4.1.2.1. Artemeter

Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos infectados com P.
falciparum e/ou de mondcitos de individuos normais com artemeter
sobre a fagocitose por receptores para opsoninas.

O tratamento dos monacitos e eritrocitos infectados com P. falciparum
com o artemeter por 60 min diminuiu a mediana do indice fagocitario dos
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mondcitos de 7,6 para 5,3 (p = 0,029, teste t), teve uma tendéncia para
diminuir a mediana do percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose de
7,6 para 5,25 (p = 0,056, teste de Mann Whitney), e ndo influenciou a mediana
do numero de parasitos fagocitados por mondcitos (teste de Mann Whitney)
(Figura 5).
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Figura 5 . Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos e eritrcitos infectados
com P. falciparum com artemeter por 60 min sobre a capacidade fagocitéria,
utilizando-se 10° eritrécitos infectados com P. falciparum sensibilizados, por
escavacdo. A,B,C - indice fagocitario; D,E,F- Média de parasitos/restos de
parasitos ingeridos/aderidos por mondcito; G,H,l- Percentual de mondcitos
envolvidos na fagocitose. Em A: Diminuicdo do indice fagocitario (p=0,029).
Em G: tendéncia para diminuir o percentual de monécitos envolvidos na
fagocitose (p=0,05).

4.1.2.2. Lumefantrina
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Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos infectados com P.
falciparum e/ou de mondcitos de individuos normais com lumefantrina
sobre a fagocitose por receptores para opsoninas.

O tratamento dos eritrécitos infectados e/ou mondcitos com
lumefantrina, quando os eritrécitos foram sensibilizados com o soro do
doador, ndo modificou as medianas do indice fagocitario e da proporcao de
mondcitos envolvidos na fagocitose, também ndo influenciou a média de
parasitos fagocitados. (Figura 6).
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Figura 6. Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos e eritrocitos infectados
com P. falciparum com lumefantrina por 60 min sobre a capacidade
fagocitaria, utilizando-se 108 eritrécitos infectados com P. falciparum
sensibilizados com o soro do doador, por escavacdo. A,B,C - indice
fagocitério; D,E,F- Média de parasitos/restos de parasitos ingeridos/aderidos
por monocito; G,H,I- Percentual de monocitos envolvidos na fagocitose.
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4.1.2.3. Mefloquina

Quando ambos mondécitos e eritrocitos infectados foram tratados com
mefloquina observou-se aumento da mediana do indice fagocitario de 7,6 para
13,9 e da mediana da proporcdo de mondcitos envolvidos na fagocitose de
7,6 para 11,5 quando os eritrécitos foram sensibilizados com o soro do doador.
Ndo houve influéncia sobrea média de parasitos fagocitados. Quando o
tratamento feito isoladamente dos eritrécitos ou dos mondécitos com
mefloquina n&o houve influencia no resultado. (Figura 7).

Mondcitos e Eritrdcitos tratados Mondcitos tratados Eritrdcitos tratados
301 30- 301
o A B ¢
= 0
2L 20 20
g3 T & —_
25
Le
o ., 109 104 104
L o
E® - | - —
0 T T 0 . . 0 T T
254 31 254
8 D E F
=, 20 -1 2.0 -1
\e g 2_ —
28 15 154
o5
—
g g’ 1.0 1.04
88 y
3 054 051
=
0.0 T T 0 T T 0.0 T T
()
8 9 30 304 301
=5 G H [
N (8] — — —
£s
] .
S 201 20 20
g8 T —_—
o ®
S c
o9
zg_g 104 104 |——| 10
— ; L ]
o =
29 1 | 1 —1 1 —
S c 0 T T 0 T T 0 T T
oo Controle Mefloquina Controle Mefloquina Contole Meflogquina

Figura 7. Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos e eritrocitos infectados
com P .falciparum com mefloquina por 60 minutos sobre a capacidade
fagocitaria, utilizando-se 108 eritrécitos infectados com P. falciparum
sensibilizados com o soro do doador, por escavagdo. A,B,C - indice
fagocitério; D,E,F- Média de parasitos/restos de parasitos ingeridos/aderidos
por monocito; G,H,I- Percentual de monocitos envolvidos na fagocitose.
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4.2.1. Funcdo fagocitaria discriminando apenas as particulas de
hemozoina quando avaliada pelos receptores para padrées moleculares
de patdogenos

4.2.1.1. Mefloguina

O tratamento dos eritrocitos infectados com P. falciparum né&o
sensibilizados com mefloquina por 60 min aumentou a média de particulas de
hemozoina ingeridas de 1,001 para 1,048 (p= 0,0169 teste de Mann Whitney),
ndo havendo influéncia sobre o IF ou a proporcao de particulas fagocitadas.
N&o observamos alteracdo da fagocitose quando a mefloquina foi incubada
isoladamente com os monadcitos ou eritrécitos. (Figura 8).
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Figura 8. Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos infectados e mondcitos
com mefloquina por 60 min sobre a capacidade fagocitaria, utilizando 108
eritrocitos infectados com P. falciparum néo sensibilizados por escavagao. A,
B, C - indice fagocitario; D, E, F- hemozoinas ingeridas/aderidas por mondcito;
G, H, I- Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose. Em F aumento da
meédia de hemozoina fagocitada(p= 0,0169).
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4.2.1.2. Lumefantrina

A lumefantrina ndo modificou o resultado da fagocitose de hemozoina
por receptores para padres moleculares de patdgenos quando tratados
ambos eritrocitos e mondcitos e quando tratado isoladamente os mondctios,
porém teve uma tendéncia para aumentar a mediana do IF quando os
eritrocitos infectados foram tratados isoladamente (p= 0,05, teste t).(Figura 9).
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Figura 9. Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos e eritrécitos infectados
com lumefantrina por 60 min sobre a capacidade fagocitaria, utilizando-se 106
eritrocitos infectados com P. falciparum n&o sensibilizados, por escavacgao.
A,B,C - indice fagocitario; D,E,F- Média de hemozoinas ingeridas/aderidas
por monocito; G,H,I- Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose. Em
C tendéncia em aumentar a mediana do indice fagocitario (p= 0,05).

4.2.1.3. Artemeter
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O artemeter nao influenciou a fagocitose in vitro de hemozoina pelos
receptores para padrées moleculares de patdgenos. (Figura 10).
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Figura 10. Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos e eritrécitos
infectados com artemeter por 60 min sobre a capacidade fagocitaria,
utilizando-se 10° eritrécitos infectados com P. falciparum néo sensibilizados,
por escavacdo. A,B,C - indice fagocitario; D,E,F- Média de hemozoinas
ingeridas/aderidas por mondcito; G,H,l- Percentual de mondcitos envolvidos
na fagocitose.

4.2.2. Funcgéo fagocitaria discriminando apenas particulas de hemozoina

guando avaliada pelos receptores para opsoninas

4.2.2.1. Artemeter

O tratamento dos eritrocitos infectados com P. falciparum e dos
monaocitos de individuos normais com artemeter, por 60 min, quando 0s
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eritrécitos foram sensibilizados com o soro do préprio doador, diminuiu a
mediana do indice fagocitario de 7,4 para 4,6 p= 0,036, teste t; teve uma
tendéncia para diminuir a mediana da propor¢ao de mondcitos envolvidos na
fagocitose p= 0,5, teste t; entretanto, ndo influenciou a na média de
hemozoinas fagocitadas. (Figura 11).
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Figura 11. Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos e eritrécitos
infectados com artemeter por 60 min sobre a capacidade fagocitaria,
utilizando-se 1068 eritrécitos infectados com P. falciparum sensibilizados com
o soro do doador, por escavacio. A,B,C - indice fagocitario; D,E,F- Média de
hemozoina ingeridos/aderidos por mondcito; G,H,I- Percentual de mondcitos
envolvidos na fagocitose. Em A. diminuiu a mediana do indice fagocitario (p=
0,03). Em G tendéncia para diminuir a propor¢cado de monadcitos envolvidos na
fagocitose de hemozoina (p= 0,05).

4.2.2.2. Lumefantrina

A lumefantrina ndo modificou o resultado da fagocitose de hemozoina
por receptores para opsoninas. (Figura 12).
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Figura 12. Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos e eritrécitos
infectados com lumefantrina por 60 min sobre a capacidade fagocitaria,
utilizando-se 108 eritrécitos infectados com P. falciparum sensibilizados com
o soro do doador, por escavacio. A,B,C - indice fagocitario; D,E,F- Média de
hemozoina ingeridas/aderidas por mondcito; G,H,l- Percentual de mondcitos
envolvidos na fagocitose.

4.4.3. Mefloquina

O tratamento com a mefloquina também néo alterou o resultado da

fagocitose de hemozoina por receptores para opsoninas. (Figura 13).

39



Mondcitos e Eritrécitos tratados Monécitos tratados Eritrdcitos tratados
301 304 30-

o A B c
- 0 — — —
£2 20 20 20
o O 7 T T
O O I
o C
g0
0] E 10 104 lj__l 10 ‘——_Ll
o8
E T , T T
0 r T 0 r r 0 r r
167 167 161
[]
3 D ___ Fo__ G ____
£ ] _ ] ]
0 8 14 1.4 14
=T —
05 121 1.21 1.21
g o
o
S8 10{ ¢ ] ] 10{ € ] 10{ € ]
s
08 : r 08 : r 08 : T
n o 301
» 301 301
23 G H |
o ¥
0 O —— —— -
55 20
20 20
ES I
o ®©
- C
)]
Q0 10 104 l__l__l 104
i%e)
°z ] o 0 . T
to Controle Mefloquina Controle Mefloquina Controle Mefloquina

Figura 13. Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos e eritrécitos
infectados com mefloquina por 60 min sobre a capacidade fagocitaria,
utilizando-se 108 eritrécitos infectados com P. falciparum sensibilizados com
o soro do doador, por escavacio. A,B,C - indice fagocitario; D,E,F- Média de
hemozoina ingeridos/aderidos por mondcito; G,H,I- Percentual de mondcitos
envolvidos na fagocitose.

4.3.1. Funcao fagocitéria discriminando apenas esquizontes quando
avaliada pelos receptores para padrées moleculares de patdégenos.

Verificamos a influéncia do tratamento de eritrocitos infectados e
monocitos de individuos normais com 0s antimalaricos artemeter,
lumefantrina e mefloquina sobre a capacidade fagocitaria, pelo teste de
fagocitose em placa analisando a ingestdo das formas em esquizonte dos
parasitos.
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4.3.1.1. Lumefantrina

A lumefantrina diminuiu a mediana do indice fagocitario de 0,2 para 0 (p=
0,0065, teste Mann Whitney), a mediana da propor¢cdo de mondcitos
envolvidos na fagocitose de 0,2 para 0 (p= 0,0065, teste Mann Whitney)e
diminuiu a mediana do numero de parasitos fagocitados por mondcito de 1
para 0 (p= 0,0069, teste Mann Whitney), quando tratamos apenas 0s
mondcitos por 60 min. (Figura 14).
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Figura 14. Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos tratados com
lumefantrina por 60 min sobre a capacidade fagocitaria de monécitos para os
parasitos em forma de esquizonte, utilizando 108 eritrécitos infectados com P.
falciparum n&o sensibilizados por escavacdo. A, B, C - indice fagocitario;
D,E,F - Média de esquizontes ingeridos/aderidos por mondcitos; G,H,I -
Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose. Em B: Diminuiua mediana
do indice fagocitario (p=0,0065). Em E: Diminui a mediana de esquizontes
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ingeridos/aderidos por monacitos (p= 0,0069). Em H: Reduziu o percentual de
mondcitos envolvidos na fagocitose (p=0,0065).

4.3.1.2. Artemeter

O Artemeter ndo influenciou a fagocitose de esquizontes quando os eritrocitos
nao foram sensibilizados. (Figura 15).
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Figural5. Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos tratados com
artemeter por 60 min sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos para 0s
parasitos em forma de esquizonte, utilizando 108 eritrocitos infectados com P.
falciparum n&o sensibilizados por escavagdo. A, B, C - indice fagocitario;
D,E,F - Média de esquizontes ingeridos/aderidos por mondcitos; G,H,I -
Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose.

4.3.1.3. Mefloquina

O tratamento de eritrocitos e mondcitos com mefloquina por 60 min ndo
modificou a capacidade fagocitario dos mondcitos para o parasito na forma de
esquizonte, quando os eritrécitos nao foram sensibilizados. (Figural6).
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Figura 16. Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos tratados com
mefloquina por 60 min sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos para os
parasitos em forma de esquizonte, utilizando 108 eritrécitos infectados com P.
falciparum n&o sensibilizados por escavacdo. A, B, C - indice fagocitario;
D,E,F - Média de esquizontes ingeridos/aderidos por mondcitos; G,H,l -
Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose.

4.3.2. Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos infectados com P.
falciparum e de mondécitos de individuos normais com artemeter,
lumefantrina e mefloquina sobre a fagocitose de de esquizonte por
receptores para opsoninas.

4.3.2.1. Lumefantrina

O tratamento dos mondcitos e eritrcitos infectados com lumefantrina
por 60 min teve uma tendéncia para diminuir namero de esquizontes
fagocitados por monacito (p= 0,05,teste Mann Whitney), néo influenciando a
mediana do indice fagocitario e a mediana da proporcdo de mondcitos
envolvidos na fagocitose, quando os eritrocitos foram sensibilizados com o
soro do doador. (Figura 17).
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Figura 17. Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos tratados com
lumefantrina por 60 min sobre a capacidade fagocitaria de monécitos para os
parasitos em forma de esquizonte, utilizando 1068 eritrécitos infectados com P.
falciparum sensibilizados por escavacéo. A, B, C - indice fagocitario; D, E, F -
Média de esquizontes ingeridos/aderidos por mondcitos; G,H,l - Percentual
de mondcitos envolvidos na fagocitose.Em F: tendéncia em diminuir o nimero
de esquizontes fagocitados por mondcito.

4.3.2.2. Mefloguina

O tratamento dos mondcitos e eritrocitos infectados com mefloquina por
60 min teve uma tendéncia para diminuir a média de esquizontes fagocitados
(p= 0,05, teste Mann Whitney) nao influenciando a mediana do indice
fagocitario e a mediana da porporcao de mondcitos envolvidos na fagocitose,
quando os eritrocitos foram sensibilizados com o soro do doador. (Figura 18).
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Figura 18. Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos tratados com
mefloquina por 60 min sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos para 0s
parasitos em forma de esquizonte, utilizando 108 eritrocitos infectados com P.
falciparum sensibilizados por escavacéo. A, B, C - indice fagocitario; D, E, F -
Média de esquizontes ingeridos/aderidos por mondcitos; G, H, | - Percentual
de mondcitos envolvidos na fagocitose.Em E: tendéncia em diminuir a média

de esquizontes fagocitados.

4.3.2.3. Artemeter

O artemeter ndo influenciou a fagocitose de parasitos na forma de
esquizonte por receptores para opsoninas, quando tratados in vitro mondcitos
e eritrocitos por 60 min. (Figura 19).
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Figura 19. Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos tratados com
artemeter

por 60 min sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos para os parasitos em
forma de esquizonte, utilizando 10° eritrécitos infectados com P. falciparum
sensibilizados por escavacdo. A, B, C - indice fagocitario; D, E, F - Média de
esquizontes ingeridos/aderidos por mondcitos; G, H, | - Percentual de
monaocitos envolvidos na fagocitose.

4.4.1. Funcao fagocitéaria discriminando apenas as formas em anel
guando avaliada pelos receptores para padroes moleculares de
patdgenos.

4.4.1.1. Artemeter

O artemeter aumentou as medianas do indice fagocitario e da propor¢éo
de mondécitos envolvidos na fagocitose de parasitos na forma de anel de 0
para 0,4 (p= 0,0171, teste Mann Whitney), mas nao influenciou a meédia de
parasitos fagocitados, quando os eritrocitos parasitados foram tratados
isoladamente. (Figura 20).
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Figura 20. Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos com artemeter por 60
min

sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos para os parasitos em forma em
anel, utilizando 108 eritrécitos infectados com P. falciparum néo sensibilizados
por escavacdo. A, B, C - indice fagocitario; D, E, F - Média de parasitos
ingeridos/aderidos por mondcitos; G, H, | - Percentual de mondcitos
envolvidos na fagocitose. Em C: aumento do indice fagocitario (p= 0,017). Em
I: Aumentou do percentual de monécitos envolvidos na fagocitose (p=0,017)
teste de Mann Whitney.

4.4.1.2. Lumefantrina

A lumefantrina ndo influenciou o resultado da fagocitose de parasitos na
forma em anel por receptores para padrbes moleculares para patdégenos,
guando tratados os mondcitos e os eritrécitos por 60 min. (Figura 21).
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Figura 21. Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos com lumefantrina por
60 minsobre a capacidade fagocitaria de mondcitos para os parasitos em
forma em anel, utilizando 10° eritrécitos infectados com P. falciparum néo
sensibilizados por escavagdo. A, B, C - indice fagocitario; D, E, F - Média de
parasitos ingeridos/aderidos por mondcitos; G, H, | - Percentual de mondcitos
envolvidos na fagocitose.

4.4.1.3. Mefloguina

A Mefloquina ndo modificou o resultado da fagocitose de parasitos na
forma em anel por receptores para padrbes moleculares para patdgenos,
guando tratados os mondcitos e os eritrocitos por 60 min. (Figura 22).
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Figura 22. Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos com mefloquina por
60 min sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos para os parasitos em
forma em anel, utilizando 10° eritrécitos infectados com P. falciparum néo
sensibilizados por escavacéo. A, B, C - indice fagocitario; D, E, F - Média de
parasitos ingeridos/aderidos por monécitos; G, H, | - Percentual de mondcitos
envolvidos na fagocitose.

4.4.2. Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos infectados com P.
falciparum e de mondcitos de individuos normais com artemeter,
lumefantrina e mefloguina sobre a fagocitose de parasitos na forma em
anel por receptores para opsoninas.

4.4.2.1. Artemeter

O tratamento dos monacitos e eritrocitos infectados com P. falciparum
com artemeter por 60 min n&do 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. Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos com artemeter por 60
min sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos para os parasitos em forma
em anel, utilizando 108 eritrécitos infectados com P. falciparum sensibilizados
com o soro do doador, por escavacdo. A, B, C - indice fagocitario; D, E, F -
Média de parasitos ingeridos/aderidos por mondcito; G, H, | - Percentual de
monaocitos envolvidos na fagocitose.

4.4.2.2. Lumefantrina

A lumefantrina ndo influenciou a fagocitose pelos receptores para
opsoninas das formas em anel. (Figura 24).
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Figura 24. Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos com lumefantrina por
60 minsobre a capacidade fagocitaria de mondcitos para os parasitos em
forma em anel, utilizando 10° eritrécitos infectados com P. falciparum
sensibilizados com o soro do doador, por escavacdo. A, B, C - indice
fagocitario; D, E, F - Média de parasitos ingeridos/aderidos por mondcitos; G,
H, | - Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose.

4.4.2.3. Mefloquina

O tratamento dos eritrgcitos infectados e mondcitos com mefloquina
quando os eritrécitos foram sensibilizados com o pasma do doador nédo
modificou as medianas do indice fagocitario e da porporcdo de mondcitos
envolvidos na fagocitose, ndo alterou a média de parasitos na forma em anel
fagocitados. (Figura 25).
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Figura 25. Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos com mefloquina por
60 minutos sobre a capacidade fagocitaria de mondcitos para os parasitos em
forma em anel, utilizando 108 eritrécitos infectados com P. falciparum
sensibilizados com o soro do doador por escavacdo. A, B, C - indice
fagocitério; D, E, F - Média de parasitos ingeridos/aderidos por mondcitos; G,
H, | - Percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose.

4.5. Corpusculos lipidicos

Influencia dos antimalaricos artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre
a expressdo de corpusculos lipidicos pelos mondcitos de individuos
normais quando estimulados com os eritrocitos infectados com
plasmadio falciparum

A influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos infectados e/ou
mondacitos de individuos normais com os antimalaricos artemeter, lumrfantrina
e mefloquina sobre a expressdo de corpusculos lipidicos foi avaliada pela
coloragdo dos mondcitos estimulados com o oil red O.

A expressao de corpos lipidicos foi avaliada quando os mondcitos foram
estimulados com eritrécitos infectados fagocitados pelos receptores para
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padrbes moleculares de patdégenos, e a mediada por receptores para
opsoninas.

A expressdao dos corpusculos lipidicos foi expressa pelo indice
corpuscular, a média de corpusculos lipidicos expressos por mondcito e o
percentual de mondcitos expressando corpusculo lipidico.

4.5.1. Influéncia dos antimalédricos sobre a expressdo corpusculos
lipidicos pelos monocitos quando estimulados por eritrocitos
parasitados nao sensibilizados.

451.1. Artemeter

O tratamento dos eritrocitos infectados ndo sensibilizados e mondcitos
por 60 min com artemeter diminuiu 1,74 vezes o valor da mediana do indice
corpuscular dos monacitos (p = 0,004, teste t), sendo que ndo houve diferenca
no percentual de mondcitos expressando corpusculos lipidicos, porém, o
namero de corpusculos lipidicos expressos por mondécito foi 1,45 vezes menor
apos o tratamento com a droga, (p = 0,034, teste t). Quando tratamos somente
os eritrécitos parasitados com a droga, houve diminuicdo em 4,35 vezes na
mediana do indice corpuscular, (p= 0,008, teste t), diminuicdo na mediana do
percentual de mondcitos expressando corpusculos lipidicos em 2,6 vezes (p=
0,026, teste t), e também diminuicdo no numero de corpusculos lipidicos
expresso por mondcito em 1,7 vezes (p = 0,049, teste t). (Figura 26).
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Figura 26. Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos e/ou mondcitos com
artemeter por 60 min sobre a expressdo de corpusculos lipidicos pelos
mondcitos estimulados com108 eritrécitos infectados com P. falciparum nao
sensibilizado por escavacdo. A B, C- indice corpuscular; D, E F - Média de
expressao corpuscular por mondcitos; G, H, | - Percentual de mondcitos
expressando corpusculos lipidicos. Em A e C: Diminuicdo do indice
corpuscular (p=0,004, p= 0,008). Em D e F: Diminuicdo da expresséao
corpuscular pelos mondécitos (p = 0,03, p = 0,04). Em |: Diminuiu o percentual
de mondcitos expressando corpusculos lipidicos (p= 0,026)

45.1.2. Lumefantrina

O tratamento dos eritrocitos

infectados ndo sensibilizados e dos

monaocitos por 60 min com lumefantrina diminuiu a mediana do indice
corpuscular dos mondcitos de 151,5 para 80 e a mediana de mondcitos
lipidicos de 42,25 para 24,sendo que
correspondeu a diminuicéo de 1,48 vezes (p = 0,02, teste t). O tratamento
dos eritrocitos infectados isoladamente por 60 min com lumefantrina diminuiu
o valor da mediana do indice corpuscular dos monécitos de 151,5 para 94 e
a mediana de mondcitos expressando corpusculos lipidicos de 42,25 para

expressando corpusculos
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30,5,1,27 vezes menos, (p=0,022, teste t). O tratamento somente dos
monadcitospor 60 min com a lumefantrina diminuiu a mediana do indice
corpuscular dos mondcitos 3,6 vezes,de 151,5 para 41,13(p= 0,006, teste t),
a mediana de mondcitos expressando corpusculos lipidicos diminuiu 3,1
vezes, de 42,25 para 13,5 (p= 0,014, teste t). (Figura 27).
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Figura 27. Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos e/ou mondcitos com
lumefantrina por 60 min sobre a expressao de corpusculos lipidicos pelos
mondcitos estimulados com 10° eritrécitos infectados com P. falciparum néo
sensibilizado por escavacéo. A, B, C - indice corpuscular; D, E , F - Média de
expressao corpuscular por mondcitos; G, H, | - Percentual de mondcitos
expressando corpusculos lipidicos. Em B: Houve diferenga significativa do
indice corpuscular (p= 0,006). Em D e F: Diminuiu expressao corpuscular
pelos monacitos (p= 0,02). Em H: Houve diferenca significativa do percentual
de mondcitos expressando corpusculos lipidicos (p= 0,014).

4.5.1.3. Mefloguina

O tratamento dos eritrocitos infectados por 60 min com mefloquina
diminuiu a mediana do indice corpuscular dos monécitos de 2,14 vezes,
de 151,5 para 70,5 (p= 0,05, teste t), a diminuicdo na mediana do nimero
de mondcitos expressando corpusculos lipidicos foi 1,68 vezes, passando
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de 3,96 para 2,35 (p =0,027, teste t).O tratamento dos mondcitos
isoladamente diminuiu a mediana de expresséo corpuscular de 3,96 para
1,59 (p =0,0007, teste t). O tratamento dos eritrocitos infectados e dos
monocitos diminuiu o valor da mediana do indice corpuscular dos
monaocitos de 151,5 para 31,5 e da mediana de mondcitos expressando
corpusculos lipidicos de 42,25 para 13,5. (Figura 28).
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Figura 28. Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos e/ou mondcitos
com mefloquina por 60 min sobre a expressdo de corpusculos lipidicos
pelos mondcitos estimulados com10°® eritrécitos infectados com P.
falciparum n&o sensibilizado por escavacéo. A, B, C - indice corpuscular;
D, E, F - Média de expresséao corpuscular por monécito; G, H, |- Percentual
de mondcitos expressando corpusculos lipidicos. Em c¢: Tendéncia para
diminuir a mediana do indice corpuscular (p= 0,05). Em E, F: Diminuiu a
mediana da expressao corpuscular (p = 0,0007 e p=0,027).

45.2. Influéncia do tratamento in vitro com artemeter, lumefantrina e
mefloquina sobre a expressdao de corpusculos lipidicos por
monocitos estimulados com eritrécitos infectados com P.
falciparum sensibilizados.

45.2.1. Artemeter
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O tratamento dos mondcitos de individuos com artemeter, por 60 min
quando os eritrocitos foram sensibilizados com o soro do préprio doador
aumentou a mediana do indice corpuscular de 21,25 para 128,3, aumentou
mediana da propor¢cdo de mondcitos expressando corpusculos lipidicos de
11,75 para 50 (p= 0,017 teste t), mas nao influenciou o nimero de corpusculos
lipidicos expressos por mondcitos. (Figura 29).
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Figura 29. Influéncia do tratamento in vitro de eritrécitos e/ou mondcitos com
artemeter por 60 min sobre a expressdo de corpusculos lipidicos pelos
mondcitos estimulados com10° eritrécitos infectados com P. falciparum
sensibilizado com o soro do doador, por escavacdo. A, B, C - indice
corpuscular; D, E, F - Média de expressao corpuscular por mondécitos; G, H, I-
Percentual de mondcitos expressando corpusculos lipidicos. Em H: Aumentou
a mediana do percentual de monécitos expressando corpusculos lipidicos de
11,75 para 50 (p= 0,017).

45.2.2. Lumefantrina

O tratamento dos eritrécitos e mondécitos com lumefantrina, por 60 min
qguando os eritrécitos foram sensibilizados com o soro do préprio doador
aumentou a mediana do indice corpuscular de 21,25 para 92, aumentou
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mediana da propor¢cdo de mondcitos expressando corpusculos lipidicos de
11,75 para 34 (p= 0,032, teste t) mas néo influenciou a média de expresséo
corpuscular. (Figura 30).
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Figura 30. Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos e mondécitos com
lumefantrina por 60 min sobre a expressao de corpusculos lipidicos pelos
mondcitos estimulados com10° eritrécitos infectados com P. falciparum
sensibilizado com o soro do doador por escavacdo. A, B, C- indice
corpuscular; D, E, F - Média de expressao corpuscular por mondcitos; G, H, |-
Percentual de mondcitos expressando corpusculos lipidicos. Em G: Aumentou
a mediana do percentual de mondcitos expressando corpusculos lipidicos (p=
0,032).

45.2.3. Mefloguina

O tratamento dos eritrécitos e mondécitos com mefloquina, por 60 min
qguando os eritrécitos foram sensibilizados com o soro do proprio doador
aumentou a mediana do indice corpuscular de 21,25 para 66,5, aumentou
mediana da propor¢cdo de monocitos expressando corpusculos lipidicos de
11,75 para 24,8 (p= 0,032,teste Mann Whitney), mas né&o influenciou a meédia
de expressdo corpuscular.O tratamento dos eritrocitos isoladamente
aumentou a mediana do indice corpuscular de 21,25 para 60,75, aumentou
mediana da propor¢cdo de mondocitos expressando corpusculos lipidicos de
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11,75 para 21,25, (p= 0,041 teste t), porém ndo influenciou a média de
expressao corpuscular. (Figura 31).
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Figura3l. Influéncia do tratamento in vitro de eritrocitos e mondcitos com
mefloquina por 60 min sobre a expressdo de corpusculos lipidicos pelos
mondcitos estimulados com 10° eritrécitos infectados com P. falciparum
sensibilizado com o soro do doador, por escavacdo. A, B, C - indice
corpuscular; D, E, F - Média de expressao corpuscular por mondcitos; G, H, |-
Percentual de mondcitos expressando corpusculos lipidicos. Em G: Aumentou
a mediana do percentual de mondcitos expressando corpusculos lipidicos (p=
0,032). Em G: Aumentou a mediana do percentual de mondcitos envolvidos
na expressao corpuscular de 11,75 para 21,25 valor de p= 0,041.
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4.6. OXIDO NITRICO

Influéncia dos antimalaricos artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre
a producdo de oxido nitrico pelos mondcitos de individuos normais
estimulados ou n&o com eritrécitos infectados ou ndo com P. falciparum

O oxido nitrico foi determinado para estimar a influéncia dos
antimalaricos artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre a capacidade de
producdo de moléculas reativas intermediarias de nitrogénio pelos mondcitos
estimulados ou ndo com eritrocitos infectados ou ndo com P. falciparum. O
tratamento com os eritrécitos parasitados ndo modificou a produgdo do NO
pelos mondcitos, como também os antimaléricos artemeter, lumefantrina e
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mefloquina (figura 32) ndo alterou a producdo do NO pelos mondcitos
(p>0,05).
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Figura 32. Influéncia do tratamento in vitro mondécitos com lumefantrina (A),
mefloquina (B) e artemeter (C), por 60 min sobre a producédo de NO. Lume =
lumefantrina, Mf = mefloquina, Art = artemeter, ENI = eritrécito ndo infectado,
El = eritrocito infectado. P>0,05.

4.7. Influéncia do artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre a
producéo de peroxido de hidrogénio in vitro pelos mondcitos de
individuos normais estimulados ou n&o com eritrocitos infectados
ou ndo com P. falciparum
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A producdo de peroxido de hidrogénio basal e apds estimulo com
eritrocitos infectados ou nédo infectados, in vitro, pelos mondcitos de individuos
normais foi avaliada para verificar a influéncia do tratamento com artemeter,
da mefloguina e da lumefantrina por 60min sobre a producéo desta molécula
reativa de oxigénio.

Observamos que quando os mondcitos foram estimulados com os com
os eritrocitos infectados pelo P. falciparum houve aumento consistente da
mediana da concentracdo do peroxido de hidrogénio (Figura 33. A, B, C).
Quando foi feito o tratamento com o lumefantrina (Figura 33A) e com o
artemeter (Figura 33C) e os mondcitos foram estimulados com os eritrécitos
parasitados, persistiu 0 aumento da concentracao do peroxido de hidrogénio.
No entanto, quando os mondcitos foram estimulados com os eritrécitos
normais ndo parasitados, na presenca ou ndo das drogas, ndo observamos
modificacdo da producgéo do peroxido de hidrogénio (Figura 33 A, B).
Entretanto, quando os mondcitos foram tratados com a mefloquina houve
diminuicdo da producéo do peréxido de hidrogénio (Figura 33B) e a droga
reverteu o aumento que tinha sido produzido pelos eritrocitos parasitados
(Figura 33 B).
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Figura 33. Influéncia do tratamento in vitro monécitos com lumefantrina (A),
mefloquina (B) e artemeter (C) por 60 min sobre a produc¢éo de H202. Lume =
lumefantrina, Mf = mefloquina, Art = artemeter, ENI = eritrocito ndo infectado,
El = eritr6cito 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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DISCUSSAO
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Nossos dados mostraram pela primeira vez a influéncia dos
antimaléricos artemeter, lumefantrina e mefloquina sobre a biogénese dos
corpusculos lipidicos. Nés avaliamos a influéncia dos antimaléricos in vitro
sobre a producdo dos corpusculos lipidicos, estimulada por eritrocitos
parasitados pelo P. falciparum n&o sensibilizados, ocorrendo, portanto, o
estimulo dos macrofagos pelos receptores para padroes moleculares de
patégenos (rPMPs) e também estimulados com eritrocitos parasitados pelos
parasitos previamente sensibilizado com o soro do préprio doador, ocorrendo,
portanto, o estimulo dos macréfagos pelos receptores para opsoninas.

Foram feitas trés abordagens diferentes: A) Apenas 0s mondcitos
foram previamente tratados com os antimalaricos artemeter, mefloquina ou
lumefantrina. B) Somente os eritrocitos parasitados pelo P. falciparum foram
previamente tratados com os antimalaricos. C) Tanto os mondcitos quanto 0s
eritrocitos foram tratados previamente com o0s antimalaricos. Essas
abordagens foram feitas com o objetivo de discriminar se as drogas estavam
modulando diretamente a funcdo dos mondcitos ou se era a acgao
antiparasitaria das drogas lesando o parasito antes de sua interacdo com o
fagdcito, modificando portanto o0 modo de estimulo do mondcito, € que
determinava as alteracbes nas repostas dos fagdcitos, influenciando,
portanto, a producédo dos corpusculos lipidicos.

O tratamento dos eritrécitos infectados e dos mondcitos por 60 min com
0s trés antimalaricos, artemeter, lumefantrina ou mefloquina, diminuiu a
expressdo de corpusculos lipidicos pelos mondcitos, quando o estimulo foi
feito com o parasito ndo sensibilizado, cuja ingestdo pelo mondcito ocorreu
pelos receptores para padrées moleculares de patdgenos. Entretanto, para a
lumefantrina e para a mefloquina, observamos resultado oposto quando o
estimulo foi feito com os eritrécitos parasitados pelo P. falciparum
sensibilizado, ocorrendo aumento da expressdo dos corpusculos lipidicos
apos o estimulo. Nesse ultimo caso, a ingestdo do parasito ocorreu pelos
receptores para opsoninas. Essa diferenca nas respostas indica que em
nosso modelo a expressdo dos corpusculos lipidicos foi dependente da via
pelo qual o mondcito foi estimulado pelo eritrécito parasitado. Borges (2013)
mostrou aumento da expressdo dos corpusculos lipidicos em macréfagos
peritoneias de camundongos infectados pelo Plasmodium berghei ANKA, e
tem sido mostrado, utilizando a infeccdo de macréfagos com Mycobacterium
bovis, que o estimulo para producéo de corpusculos lipidicos foi dependente
da interiorizacdo das bactérias pelos receptores semelhante ao Toll 2, que é
um dos receptores para padroes moleculares de patégenos (D’Avila e cols,
2006). Uma possivel explicagdo para essa diminuicdo da expressdo dos
corpusculos lipidicos pelas drogas observadas nesse trabalho seria a
modulacao negativa dos receptores para PMP na superficie do mondcito.
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De acordo com essa hipotese, tem sido mostrado que eritrocitos
infectados pelo Plasmodium falciparum podem ser interiorizados pelos
receptores para CD36, que é um rPMP, e quando ocorre a ingestao por essa
via ndo ha producdo de moléculas inflamatorias (McGilvray e cols, 2000), e
que derivados da artemisinina podem diminuir a citoaderéncia dos eritrocitos
parasitados (Udomsangpetch e cols, 1996), que poderia explicar a menor
expressdo dos corpusculos lipidicos pelo tratamento com as drogas. A
observacéo de que a média de particulas expressas por mondcitos foi menor
quando os mondcitos foram tratados com as drogas pode corroborar essa
hipotese, sugerindo uma acéo das drogas sobre os receptores de superficie
do mondcito. O fato de que o tratamento apenas dos eritrocitos parasitados,
sem submeter os mondcitos ao tratamento como artemeter, também diminuiu
a expressdo dos corpusculos lipidicos, sugere que o tratamento com o
artemeter pode ter modificado também a expressdo de moléculas de
superficie do parasita, possivelmente expondo na superficie dos eritrocitos
parasitados pelo plasmédio antigenos mais frequentemente ligantes nos
receptores para PMP, contribuindo para a menor expressao dos corpusculos
lipidicos ap0ds o tratamento com o artemeter e também com a lumefantrina ou
mefloquina, como por nés observado.

O fato de observarmos maior expressao de corpusculos lipidicos
quando os eritrocitos foram sensibilizados pelo soro humano fresco sugere
que a interiorizacao pelos receptores para complemento pode estimular vias
intracelulares que culminam com o estimulo da expressao dos corpusculos
lipidicos e que o tratamento com a lumefantrina ou mefloquina facilitaram a
ativacao dessas vias estimulatérias intracelulares. Borges (2013) sugere que
possivelmente a sintese da proteina reguladora adiposa (ADRP) que é
estimulada pela degradacdo do PPAR-y, durante o metabolismo lipidico,
mobilizando lipidios como triacilglicerol (TAG) e o colesterol no interior do
corpusculo lipidicos (de Assis e cols, 2003; Maya-Monteiro e cols, 2008),
possa ser responsavel pelo aumento dos corpusculos lipidicos observados
nos macrofagos 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 formagao de
corpusculos lipidicos nos eritrécitos parasitados, e Nawabi e cols (2003),
notaram um aumento de triacilglicerol na infeccéo pelo plasmaédio.

Segundo D’Avila e cols (2006), a biogénese dos corpusculos lipidicos
€ altamente regulada por estimulos especificos e os corpusculos lipidicos séo
compostos por um conjunto diverso de enzimas que estdo envolvidas na
biogénese e catabolismo dos corpusculos lipidicos (Brasaemle e cols., 1997;
Yu e cols., 1998; Tauchi-Sato cols., 2002; Wan e cols., 2007), biossintese de
caveolina e proteinas da familia Rab (Pol e cols, 2004), enzimas de formacgé&o
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de eicosandides (Pacheco e cols, 2002), proteinas cinases, como a PI3
cinase, MAP cinase e PKC (Yu e cols, 1998). Portanto os corpusculos
lipidicos podem estar envolvidos no trafego de membrana e na sinalizagcéao
celular. E, segundo Borges (2013), os eicosanoides, presentes nos
corpusculos lipidicos, possivelmente desempenham um papel importante no
desenvolvimento da malaria cerebral.

O papel emergente dos corpusculos lipidicos como organelas
inflamatorias eleva o estatus de reguladores criticos de doencas inflamatérias
e infecciosas, como marcadores chave de ativacdo das células. Isso estd em
conformidade com os dados de Borges (2013), que mostrou expressao
aumentada da biogénese dos corpusculos lipidicos em diferentes modelos
murinos infectados pelo plasmadio, tanto em modelos murinos susceptiveis
como resistentes a forma cerebral da doenca, e demonstrou que a condicdo
inflamatoria ocorre tanto em modelo suscetivel quanto em modelo resistente
a forma cerebral. Portanto, como a aumentada expressao dos corpos lipidicos
esta envolvida na fisiopatologia da maléria grave, como foi mostrado em
modelos murinos da maléria por Borges (2013), a acdo do artemeter
diminuindo a expresséo total dos corpusculos lipidicos, como mostrado por
nés nesse trabalho, pode ter um papel chave, evitando a imunopatogenia da
doenca. E que além de seu papel antiparasitario, esse seu papel
imunomodulador, pode ser um dos mecanismos pelo qual o artemeter tao
eficientemente diminui o risco das formas graves da malaria.

Artemisininas e seus derivados podem diminuir a producdo de
citocinas pro-inflamatoérias pelos macréfagos, particularmente o fator de
necrose tumoral (FNT). Foi observado que artemisininas e seus derivados
podem inibir vias de sinalizagdo em mondcitos/macréfagos e podem modular
as funcbes dos mondcitos/macrofagos. De especial importancia € a
modulacao da via do NF-«xB, que modula a transcricado de genes relacionados
com a producdo de citocinas inflamatdrias, moléculas de adeséo e apoptose
(Pahl, 1999). A expresséo do mRNA dos receptores do tipo Toll 4 e 9 foi inibida
juntamente com a diminuic&o da ativacéo de NF-«kB. E possivel que tenha sido
por modulacdo dessas vias que o artemeter tenha diminuido a producéo dos
corpusculos lipidicos.

Quando analisamos a fagocitose realizada pelos receptores para
padrées moleculares de patdégenos, nossos resultados mostraram que o
tratamento prévio apenas dos monocitos com a lumefantrina, diminuiu a
capacidade fagocitaria total dos mondcitos para o parasito. Como também a
de esquizontes, pelo menor envolvimento dos mondcitos na fagocitose e
menor ingestao de parasitos por mondcito.
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Os mecanismos pelos quais em nosso trabalho o tratamento in vitro
dos mondcitos com a lumefantrina diminuiu a capacidade fagocitaria dos
mondcitos ndo estdo esclarecidos. Como a lumefantrina diminuiu o numero
de esquizontes ingeridos por mondcito, uma possivel explicacdo é que esse
antimalarico possa ter alterado a expressao dos receptores envolvidos na
fagocitose dessa forma do parasito. De fato, tem sido mostrado que os
eritrocitos infectados se ligam ao receptor CD36 que € expresso em células
endoteliais, células epiteliais, macrofagos, mondcitos, plaguetas, precursores
de eritrocitos e adipdécitos (Greenwalt e cols, 1992). Também foi observado
que a fagocitose de eritrocitos infectados com P. falciparum aumentou
significantemente quando foram comparados mondcitos frescos com
macrofagos amadurecidos em cultura, sendo que os Ultimos expressam um
maior nimero de moléculas CD36, e quando as células foram tratadas com
anticorpo anti-CD36, a fagocitose tanto dos mondcitos quanto dos macréfagos
foi inibida (McGilvray e cols, 2000), mostrando a importancia desse receptor
para ingestéo dos eritrocitos parasitados.

Varios receptores tém sido implicados na citoaderéncia dos eritrocitos
parasitados nas células endoteliais, incluindo a molécula de adeséo
intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adesédo celular vascular-1 (VCAM-1),
selectina-E (Ockenhouse e cols, 1992), molécula de adesédo -celular
endotelial/plaquetaria (PECAM)-1/CD31(Treutiger e cols.,1997) e CD36 (Patel
e cols., 2004), tendo sido observado que os macréfagos de roedores séo
capazes de interiorizar eritrécitos parasitados ndo opsonizados. Estudos
utilizando macréfagos 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. Macréfagos de camundongos
nocautes para a molécula CD36 apresentaram reducdo significativa na
fagocitose de eritrécitos parasitados, em comparacdo com a de macrofagos
dos camundongos selvagens. A fagocitose pela ligacdo do parasito na
molécula CD36 dos mondcitos ndo induz producdo de citocinas pro-
inflamatorias (McGilvray e cols, 2000), sugerindo que a ligacdo ao CD36 pode
modular negativamente o processo inflamatério que se encontra exacerbado
nas formas graves.

Ademais para a fagocitose acontecer, 0s mondécitos tém que se mover
até o eritrocito parasitado pelo plasmadio e fazer a ingestdo do mesmo. Uma
vez que a diminuicdo da fagocitose pela lumefantrina ocorreu também pelo
menor envolvimento dos mondcitos na fagocitose, a possibilidade de que a
lumefantrina possa ter também diminuido a mobilidade dos monécitos em
relacdo a este parasita ndo pode ser excluida. Como a lumefantrina utilizada
em nossos experimentos estava associada ao artemeter, ndo € possivel
excluir a agdo do artemeter no resultado final. Entretanto, como a agéao do
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artemeter foi exclusivamente sobre as formas em anel e apenas quando os
eritrocitos parasitados foram tratados com a droga, e sua acao foi oposta a da
lumenfantrina, € possivel que o resultado observado para a lumefantrina tenha
mesmo sido devido a acdo da Ilumefantrina sobre o0 mondcito.
Alternativamente, como a dose do artemeter foi menor quando utilizado junto
com a lumefanatrina, ndo podemos excluir uma acao diferente da droga
guando em menor concentracdo ou quando em associacdo da lumefantrina
com o artemeter.

Nossos dados mostraram que a mefloquina aumentou apenas a média
de hemozoina ingerida por mondcito pelos receptores para PMP, quando
apenas os eritrocitos foram tratados com a droga. Entretanto, tem sido
sugerido que a mefloquina exerce um efeito depressor sobre o sistema
imunitario, diminuindo a producédo de citocinas pro-inflamatorias, tais como o
fator de necrose tumoral (Boulos e cols, 1993) e IL-2 (Landewé e cols, 1995),
gue estdo envolvidas nos passos iniciais da infeccdo da maléaria grave (Muniz-
Junqueira, 2007). Portanto, ndo esta claro os mecanismos pelos quais a
mefloquina aumentou a ingestdo da hemozoina em nosso sistema.

Quando a fagocitose foi testada pelos receptores para opsoninas,
verificamos que apenas o artemeter diminuiu o indice fagocitario total dos
monaocitos, quando 0s mondcitos e os eritrécitos parasitados foram tratados
pela droga. Pela discriminacao das formas do parasito ingeridas, observamos
menor fagocitose das formas em hemozoina. Como em nesse trabalho a
analise foi feita utilizando eritrocitos sensibilizados com soro do proéprio
doador, que eram individuos ndo imunes a maléria, a ingestao dos eritrécitos
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 inibicdo da fagocitose
dos parasitos da malaria por mondcitos e neutréfilos (Shalmiev e cols, 1996).
Essas diferencas foram causadas provavelmente por variacbes no protocolo
de pesquisa, como diferenca no tempo de exposicado a droga e diferenca na
concentracéo do farmaco.

Deve ser enfatizado que em nosso trabalho néo foi testada a fagocitose
por meio de receptores para a por¢ao Fc da imunoglobulina, por onde ocorre
a fagocitose na presenca dos anticorpos especificos para o plasmédio, que é
um importante mecanismo de defesa antiparasitario quando os individuos ja
sdo imunes ao plasmodio. A fagocitose mediada por anticorpos € um
mecanismo importante da imunidade adquirida, contribuindo para o controle
da parasitemia in vivo, e tem sido demonstrado que a fagocitose opsonica de
merozoitos é mediada por IgG, principalmente anticorpos IgGl e IgG3
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citofilicos para antigenos de superficie de merozoitos, ativando mondcitos,
com subsequente liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, que aumentam
ainda mais a eliminacao do parasita in vivo (Osier e cols, 2014).

Tem sido mostrado que eritrocitos parasitados podem interagir com os
monaocitos pelos receptores para complemento. Rowe e cols. (1997) relataram
que o ligante do parasita para formacdo de rosetas em um clone de P.
falciparum foi a molécula PIEMP1, codificada por um gene especifico var. O
receptor para complemento CR1 é expresso também na superficie de alguns
leucécitos (Rowe e cols, 2000). CR1 liga-se aos componentes do
complemento C3b e C4b ativados e determina varias fun¢cdes importantes,
incluindo a remocdo dos imunocomplexos da circulacdo pelos eritrocitos e
potencializa a fagocitose pelos monécitos (Rowe e cols, 2000).

Tem sido observado que os eritrécitos infectados com parasitos da
malaria, mesmo quando opsonizados com soro nao imune, sdo avidamente
fagocitados pelos macréfagos derivados de mondcitos humanos (Turrini e
cols, 1992). Este processo envolve a primeira linha de protecdo contra a
maléria em hospedeiros ndo imunes. Quando o plasmaddio se desenvolve no
interior do eritrocito ele induz modificacbes na membrana do eritrécito,
incluindo a aglomeracgéo do antigeno banda 3 da superficie do eritrécito. Isso
ocasiona a ligacdo de autoanticorpos a essa regido. Esse imunocomplexo
estimula a ativagcdo da via alternativa do sistema do complemento, com
consequente deposicdo da fracdo C3 do complemento, facilitando a
fagocitose do eritrgcito parasitado por essa via (Shalmiev e cols., 1996). Tem
sido mostrado que o tratamento de mondcitos com artemeter e mefloquina
reduziu a ligacdo de IgG as células infectadas (Shalmiev e cols.,1996), e uma
vez que esta ligacdo € necesséria para a ativacdo do complemento (Lutz,
1987), € provavel que a ligacéo de C3 & membrana dos eritrocitos foi também
reduzida pelo tratamento com os antimalaricos. Essa menor expressédo dos
componentes do complemento pode explicar a menor capacidade fagocitaria
pelos receptores para opsoninas que observamos quando os mondcitos e
eritrocitos foram tratados pelo artemeter.

Em relacdo ao NO, nos nossos resultados mostraram que 0sS
antimalaricos artemeter, lumefantrina ou mefloquina néo alteraram a producéo
desse radical livre pelos mondcitos quando as células foram tratadas por
60min e estimuladas com eritrocitos parasitados pelo Plasmodium falciparum.
Apo6s estimulacdo dos monocitos com o0s eritrocitos infectados pelo
Plasmodium falciparum também ndo houve alteracdo na producdo do oxido
nitrico pelos monacitos in vitro.

Konkimalla et al. (2008) mostraram que a artemisinina e cinco de sua
derivados foram capazes de inibir da produgéo do éxido nitrico na linhagem
de macrofago tumoral RAW 264.7 estimulado por LPS e interferon-y in vitro.
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Pela analise de microarranjos esses autores mostraram a expressado de 36
genes relacionados a sinalizacdo e ao metabolismo do Oxido nitrico apoés
exposi¢do dos macréfagos de linhagem tumoral in vitro ao artesunato.

E possivel que o tempo de incubacdo com a droga e a dose por nés
utilizada nesse trabalho ndo tenha sido suficiente para modular a producéo do
oxido nitrico pelos mondcitos estimulados com o Plasmodium falciparum.

Nossos dados mostraram que apO6s a incubacdo dos eritrocitos
parasitados pelo Plasmodium falciparum com os mondécitos, houve aumento
da producéo do perdxido de hidrogénio por esses fagocitos. Como o peréxido
de hidrogénio faz parte do arsenal microbicida do monécito para o plasmédio.
Nossos dados sugerem que o0 proprio parasita induz mecanismos
microbicidas e esses mecanismos devem ser importantes para a contencao
da infeccéo pela reducéo da carga parasitaria.

As drogas antiparasitarias estudadas apresentaram acao diferenciada
na producédo desse radical de oxigénio. A incubacdo dos mondcitos com a
mefloquina, na auséncia do parasito, diminuiu a producdo do perdxido de
hidrogénio pelos mondcitos. Entretanto, quando os eritrocitos parasitados
foram adicionados as culturas dos mondcitos juntamente com a mefloquina,
ndo houve alteracdo da producao do peroxido de hidrogénio em relacdo ao
controle incubado apenas com os eritrocitos ndo parasitados. I1sso sugere que
o efeito inibitdrio da mefloquina equilibrou o efeito estimulatério dos eritrocitos
parasitados, ndo havendo modificacdo na producédo total desse radical de
oxigénio pelos mondcitos.

Entretanto, o artemeter e a lumefantrina ndo foram capazes de
equilibrar a producdo desse radical livre quando os monécitos foram
estimulados com os eritrécitos parasitados, ocorrendo aumentada producéo
do H202 em cultura, mas que possivelmente foi determinada pelo estimulo
com os eritrcitos parasitados, pois as drogas isodamente ndo foram capazes
de modificar a producdo do peréxido de hidrogénio pelos mondcitos em
cultura na auséncia do estimulo com os eritrocitos parasitados. As implicacdes
para a evolucdo da doenca da modulacdo negativa pela mefloquina da
producao peréxido de hidrogénio pelos monécitos ndo esta ainda esclarecida.
Pois, tem sido obsevado que essas moléculas fazem parte da defesa
antiparasitaria pelos mondcitos, entretanto, sua producdo exacerbada tem
sido relacionada com a imunopatogenia das formas graves da malaria.
Observamos que parasito estimulou a producdo do peroxido de hidrogénio,
entretanto tem sido referido que o aumento de H202 pode ter contribuido para
o desenvolvimento da maléaria cerebral em camundongos C57BL/6, apés a
infeccdo pelo Plasmoduim berghei, por ativar a producdo de mediadores
inflamatorios, atuando na via de sinalizacdo do NF«x-B e na via STAT (Borges,
2013; Park e cols., 2011). Em seres humanos a infecgdo malarica esta

70



associada com um aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
pelas células fagociticas, sugerindo que estas moléculas participam nos
mecanismos de defesa do hospedeiro contra o parasita (Muniz- Jungueira,
2007). Porém, em pacientes com maléaria grave houve aumento da producéo
de espécies reativas de oxigénio, em concordancia com outros estudos que
demonstraram que o0 aumento de espécies reativas de oxigénio poderia ser
responsavel pelo dano tecidual nas formas grave da malaria (Muniz-
Junqueira, 2007). Portanto, esses aspectos ainda sao controversos.

Diferente de nossos resultados, foi observado que o artementer
aumentou a producdo dos radicais de oxigénio por células esplénicas de
camundongos C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA e tratados
com a droga (Prada e cols., 1996). A diferenca observada em relacdo 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 oxigénio podem ter um
efeito protetor ou participar dos mecanismos imunopatogénicos da doenca
(Becker e cols, 2004; Muniz-Junqueira, 2007).

Uma possivel limitacdo do nosso trabalho foi o fato de termos avaliado
a influéncias das drogas in vitro e ndo no paciente em tratamento para
infeccdo pelo plasmédio. Entretanto, pela avaliacdo da acdo dos
antiplasmodiais no préprio individuo infectado néo seria possivel excluir os
vieses da influéncia da prorpia infeccdo pelo plasmddio, o que alteraria as
funcdes do sistema imunitario pela producdo das citocinas, e que poderiam
influenciar o resultado final da acédo desses farmacos.

Em concluséo, nossos dados mostaram pela primeira vez a influéncia
dos trés antimalaricos estudados sobre a expressédo de corpusculos lipidicos,
diminuindo a expressao de corpusculos lipidicos quando o estimulo foi feito
com o parasito ndo sensibilizado, cuja ingestdo pelo mondcito ocorreu pelos
receptores para padrées moleculares de patdgenos. Entretanto, a
lumefantrina e a mefloquina aumentaram a biogénese de corpusculos lipidicos
em mondcitos estimulados com eritrécitos parasitados pelo P. falciparum
pelos receptores para complemento, indicando que a expressdo dos
corpusculos lipidicos foi dependente da via pelo qual o mondcito foi
estimulado pelo eritrocito parasitado. Esses dados sugerem que o tratamento
com mefloquina e lumefantrina dos eritrécitos parasitados pelo P. falciparum
sensibilizados podem ativar vias estimulatérias intracelulares que séo
dependentes do receptor pelo qual o parasito sensibilizado foi interiozado e
gue culmina com a aumentada espressdo dos corpusculos lipidicos pelos
mondacitos.
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A lumefantrina deprimiu a fagocitose dos eritrécitos parasitados pelos
receptores para padrbes moleculares de patégenos, enquanto a depresséo
da fagocitose ocasionada pelo artemeter foi dependente da ingestdo do
parasito pelos receptores para complemento.

A infeccé@o pelo P. falciparum estimulou a producédo do perdxido de
hidrogénio pelos mondcitos e apenas a mefloquina foi capaz de equilibrar
esse efeito estimulatorio dos eritrocitos parasitados.

Nossos dados mostraram que o artemeter, a lumefantrina e a
mefloquina modulam as respostas dos mondcitos aos eritrécitos parasitados
pelo Plasmodium falciparum em aspectos fundamentais relacionados com a
defesa inata, nas interacdes iniciais do parasito com as células de defesa do
hospedeiro. Mostrando, portanto, que a acdo desses farmacos ndo depende
exclusivamente de sua atividade antiparasitaria, mas que o resultado final da
acdo dessas medicamentos depende também da modulacdo dos diversos
mecanismos de defesa inato contra o parasito.

A acdo desses farmacos modulando as respostas das células de
defesa do hospdeiro ao parasito pode ser importante na infeccdo pelo
plasmaodio, pois tem sido descrito que a resposta exacerbada do sistema
imunitario esta envolvida na imunopatogenia da malaria grave. Dessa forma
a acdo imunomoduladora desses farmacos podem colaborar para dimunir a
gravidade na infeccéo pelo plasmédio por sua acao imunomoduladora.
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CONCLUSOES

73



Os dados obtidos com esse trabalho mostram que as drogas
antiparasitarias estudadas modulam as fun¢gbes dos mondcitos, e podem
influenciar diferentemente a capacidade fagocitaria, a expressdo de
corpusculos lipidicos e a capacidade de producao de radicais de oxigénio e
nitrogénio.

Em relacéo ao artemeter, podemos concluir que:

1) Em relagéo a fagocitose:

O artemeter diminuiu o indice fagocitario total dos monécitos quando
avaliado pelos receptores para opsoninas e para hemozoina, quando tratados
monacitos e eritrcitos infectados.

O artemeter aumentou o indice fagocitario dos monécitos e o
percentual de mondcitos envolvidos na fagocitose de parasitos na forma de
anel, quando avaliado pelos receptores para PMP e dos eritrécitos infectados
com P. falciparum foram tratados com a droga.

2) Em relacéo a expressao de corpusculos lipidicos:

O artemeter diminuiu a expressao de corpusculos lipidicos nos
monacitos, detectado pela diminuicdo do indice corpuscular e pelo menor
namero de corpusculos por mondcito, quando 0os monacitos e eritrécitos foram
tratados com a droga e estimulados pelos eritrocitos ndo sensibilizados. Como
também diminiuiu a expressao dos corpusculos lipidicos quando apenas 0s
eritrocitos parasitados foram tratados pela droga.

Observou-se resultado oposto, com aumento da expressao dos
corpusculos lipidicos, quando apenas os mondcitos foram tratados com o
artemeter e foram estimulados pelos receptores para oposoninas pelos
eritrécitos parasitados sensibilizados pelo soro fresco.

3) Em relacéo a producéo de radicais de oxigénio e nitrogénio.
O artemeter ndo modificou a producdo dos radicais de oxigénio e
nitrogénio.
O estimulo do mondécito pelo rPMP com parasito possivelmente tendo
sofrido pela acdo do artemeter ndo estimulou a expressao dos
corpusculos lipidicos, mas quando o estimulo foi feito com o parasito
vivo (eritrocitos ndo tinham sido tratados pelo artemeter) - e pelo
receptor para complemento- aumentou a expressao dos corpusculos
lipidicos- isso mostra dependendo da via que ocorre o estimulo do
monacito vai ou ndo estimular a expresséo dos corpusculos lipidicos —
como também a estimulagéo dos corpusculos lipidicos € influenciada
pela viabilidade do parasito.
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Em relacdo a lumefantrina, podemos concluir que:

1) Em relacéo a fagocitose:

A lumefantrina diminui o indice fagocitario total e o percentual de
monocitos envolvidos na fagocitose, quando apenas os mondocitos foram
tratados com a droga e fagocitose foi avaliada pelos receptores para padrées
moleculares de patégenos

Na fagocitose avaliada pelos receptores para opsoninas, a lumefantrina
diminuiu a média de esquizontes fagocitados quando os eritrocitos foram
tratados isoladamente.

2) Em relacéo a expressao de corpusculos lipidicos:

A lumefantrina diminuiu o indice corpuscular e o percentual de
monaocitos expressando corpusculos lipidicos quando os eritrécitos e/ou
monaocitos foram tratados, e os mondcitos foram estimulados pelos eritrocitos
parasitados nao sensibilizados, pelos receptores para PMP.

Quando os mondcitos foram estimulados pelos repctores para
opsoninas, a lumefantrina aumentou o indice corpuscular e o percentual de
mondcitos expressando corpusculos lipidicos, quando mondécitos e eritrécitos
foram tratados com a lumefantrina.

3) Em relagéo a producéo de radicais de oxigénio e nitrogénio.
A lumefantrina ndo modificou a producdo dos radicais de oxigénio e
nitrogénio

Em relacdo a mefloquina, podemos concluir que:

1) Em relacéo a fagocitose:
Na fagocitose por receptores para padrdes moleculares para
patdgenos a mefloquina aumentou a média de hemozoina fagocitada.

2) Em relacéo a expressao de corpusculos lipidicos:

A mefloquina diminuiu o indice corpuscular quando eritrécitos e/ou
monocitos foram tratados, o percentual de mondcitos expressando
corpusculos lipidicos e 0 numero de corpusculos por monocito quando
estimulados com os eritrocitos parasitados tratados e nao sensibilizados.

Quando os mondcitos foram estimulados pelos receptores para
oposoninas, a mefloquina aumentou a expressado dos corpusculos lipidicos
e o percentual de mondcitos expressando corpusculos lipidicos, quando os
eritrocitos e/ou monaocitos foram tratados.
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3) Em relacéo a producéo de radicais de oxigénio e nitrogénio.

O tratamento dos mondcitos com mefloquina diminuiu a producéo de
peréxido de hidrogénio.

Nossos dados sugerem acdo das drogas tanto sobre os mondcitos
deprimindo sua capacidade fagocitaria, quanto sobre os eritrcitos
parasitados. Nesse Ultimo caso, é possivel que as alteracdes da viabilidade
dos parasitas tenha facilitado a fagocitose pelos mondcitos. Como in vivo a
droga atua tanto sobre o parasita quanto sobre o mondcito, € provavel que
tanto a acdo sobre o parasita, quanto a modulacdo negativa da funcao
fagocitaria deve estar contribuindo para diminuir a morbidade pelas formas
graves da doenca, que esta relacionada com a hiperativacéo dos fagocitos.
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O resumo das conclusdes encontra— se na tabela 1

Farmaco Artemeter Lumefantrina Mefloquina
Teste Células tratadas |M+E |M | E M+tE M|E |M+E |M |E
Fagocitose IF = l
geral (rPMP) Media = = |= |= =|= |= = |=
% = = = = i = = = =
Fagocitose geral | IF ! = = = ENIE = ElE
(Opsoninas) Média = = |= |= = [ = = = | =
% = - = = N — — —
Fagocitose de IF = = = = = |= = = | =
hemozoina Média = = = = = | = = = |7
(TPMP) % = = = = = =
Fagocitose IF ! = |= = = =
hemozoina Média = = = = = | = = =
(Opsoninas) % = = = = = | = = = | =
Fagocitose de IF = = | = ! = =
esquizonte Média = = 1 =
(FPMP) % = = = = L= = = =
Fagocitose de IF = = = = ENIE = ElE
esquizonte Média = = = |= = =
(Opsonina) % = = = = = | = = = | =
Fagocitose do IF = 1 = =
plasmédio na Média = = = = = | = = = | =
forma de anel % = = 1 = = | = = = | =
(rPMP)
Fagocitose do IF = = = = = | = = = | =
plasmaodio na Média = = = = = | =
forma de anel % = = = = | = = = | =
(Opsonina)
Expresséo de IC | = || = L= |= = | =
corpos Média 1 = || ! =L |= 1l
lipidicos(rPMP) % = = ! = 1 |= = = | =
Expresséo de IC = = = = | = = = | =
corpos lipidicos Média = = = = = | =
(Opsoninas) % = 1 = = | = = |1
EN | E | ART | ART+E | ART | LUM | LUM+ENI | LUM+ |M |MQ+E |MQ +
I I NI +EI El Q | NI El
NO = = = = = = = = = = =
RO [= |1 [= |= REEE 1 L= =
2
rPMP = a receptores para padrdes moleculares para patdgenos; IF= indice

fagocitario; % = percentual de mondcitos envolvidos; IC= indice corpuscular; M=
monocito; E= eritricito; ENI= eritrocito nao infectado; El= eritrocito infectado;ART=
artemeter; LUME = lumefantrina; MQ= mefloquina; |= diminuiu; 17 aumentou; = ndo

alterou.
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Anexo 1

FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE %"WM i
BRASILIA - CEP/FS-UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Influéncia das drogas antiplasmodiais nas fun¢des do sistema imunitario envolvidas na
defesa contra as formas eritrocitarias e gametocitos

Pesquisador: OSCAR MARTIN MESONES LAPOUBLE

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 17190913.2.0000.0030

Instituigcdo Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia - UNB
Patrocinador Principal: FUNDACAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 365997
Data da Relatoria: 31/07/2013

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de projeto de mestrado (da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia - UNB) intitulado a
"Influéncia das drogas antiplasmodiais nas fun¢des do sistema imunitario envolvidas na defesa contra as
formas eritrocitarias e gametocitosintitulado”, sob responsabilidade da pesquisadora Maria Imaculada Muniz
Barboza Junqueira.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo primario da pesquisa é avaliar a influéncia da cloroquina, primaquina, artemeter e lumefantrina,
nas fung¢des do sistema imunitario envolvidos na defesa contra as formas eritrocitarias e os gametécitos do
plasmodio. E o objetivo secundario é

avaliar os determinantes da evolucéo para gametécitos e a acdo gametocitocida das drogas antimalaricas
disponiveis, além de avaliar a influéncia imunomoduladora das drogas antiparasitarias nos mecanismos do
sistema imunitario que atuam contra as formas eritrocitarias e gametocitos do plasmodio.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Houve a retificacdo da avaliagéo dos riscos, conforme consta no TCLE: " Vocé podera sentir algum
desconforto na hora da coleta do sangue. Podera ocorrer uma pequena vermelhiddo no local onde for
coletado o sangue, e depois ficar roxo no local, como também podera ter um pouco de
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tontura. Os pesquisadores dardo todo o suporte que o senhor necessitar se ocorrer qualquer alteracéo
devida & coleta do sangue." Como beneficio, o projeto propde-se a melhor entender a agdo das drogas
antimalaricas sobre o sistema imunitarios.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Anteriormente, foram feitos os seguintes comentarios: " [...] fica a duvida quanto a metodologia se os
sujeitos de pesquisa serdo pessoas saudaveis ou infectadas, merecendo maiores esclarecimentos quanto a
metodologia o presente projeto de pesquisa. Ademais, € importa nte explicitar quais os fatores de incluséo e
de exclusao dos sujeitos de pesquisa (populagdes vulneraveis, por exemplo), assim como quais seréo os
beneficios diretos e indiretos para os sujeitos de pesquisa. [...]".

A pesquisadora responsavel sanou todas as duvidas nos seguintes termos: "Serdo estudados apenas
individuos normais, selecionados entre professores, funcionarios e alunos que voluntariamente aceitarem
participar do presente projeto. O convite seré feito pelo pés-graduando OL. Como critério de incluséo:
individuos saudaveis, entre 18 e 50 anos, que aceitarem voluntariamente participar desta pesquisa. Como
critério de exclusao: individuos que ja tiveram malaria, individuos que foram em area endémica para malaria
nos ultimos 6 meses, individuos portadores de qualquer doenca que possa potencialmente influenciar o
sistema imunitario, como doencas infecciosas, neoplasicas, reumaticas, enddcrinas, uso de medicamento,
fumante, obesidade, ou qualquer outra alterac&o que os pesquisadores julgarem que possa alterar as
funcdes do sistema imunitario. Os testes serdo realizados apenas in vitro utilizando o sangue dos
voluntarios, e nenhum voluntario normal recebera nenhum tipo de droga, ou tera contato com o parasita.
Todos os testes serdo realizados exclusivamente in vitro. Os voluntarios desta pesquisa nao terdo heneficio
direto. O beneficio do presente projeto & relacionado apenas ao maior esclarecimento da agao das drogas
sobre o sistema imunitario, que podera propiciar um tratamento mais adequado nas escolhas dos
tratamentos para os individuos com malaria.

Consideragées sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Os termos de apresentagéo obrigatério foram devidamente apresentados.

Recomendacdes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:
Ratifigue-se que a pesquisa de possui importancia nacional, em especial por se tratar de doenca tropical.

Sanadas as duvidas e realizadas as adequag6es necessarias, opina-se pela aprovacao.
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Situacgao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Consideragédes Finais a critério do CEP:

BRASILIA, 20 de Agosto de 2013

RBrart

Assinador por:

Natan Monsores de Sa
(Coordenador)
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Anexo 2

Tabela 1. Caracteristicas antropométricas dos individuos cujas amostras

sanguineas foram analisadas para capacidade fagocitaria e para os

corpusculos lipidicos

Ne. Idade Sexo Peso (Kg) Altura (m) IMC
(anos)
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 1,63 244
13 30 M 88 1,74 29,0
14 35 M 74 1,75 24,1
15 30 M 82 1,66 29,7
médiatDP | 32,47+ M:80% 73,80+ 8,360 | 1,699 +0,064 | 25,65+ 3,29
8,831 F:20%
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Anexo 3

Tabela 2. Caracteristicas antropométricas dos individuos cujas amostras

sanguineas foram analisadas para ON e H2 Oz,

Ne. Idade Sexo Peso (Kg) Altura (m) IMC
(anos)
1 26 F 66 1,67 23,6
2 45 M 61 1,73 20,3
3 36 M 85 1,72 28,7
4 31 M 76 1,83 22,6
5 38 M 75 1,63 28,2
6 26 F 76 1,60 29,6
7 22 F 46 1,60 17,9
8 33 M 72 1,75 23,5
9 29 M 72 1,76 23,2
10 48 F 68 1,53 29,0
11 32 M 72 1,70 24,9
12 33 F 67 1,60 26,1
13 27 M 75 1,78 23,6
14 30 M 64 1,67 22,9
15 34 M 69 1,65 25,3
16 37 F 61 1,67 21,8
17 21 M 80 1,85 23,3
18 53 M 77 1,65 28,2
19 47 M 70 1,75 22,8
20 30 M 53 1,59 20,9
21 44 F 65 1,63 24 4
22 45 M 78 1,78 24,6
23 30 F 63 1,46 29,5
24 49 M 87 1,74 28,7
25 36 M 89 1,75 29,0
26 36 M 82 1,77 26,1
27 35 M 74 1,75 24 1
28 25 M 70 1,78 22,0
29 21 M 72 1,81 21,9
30 30 M 82 1,66 297
31 47 M 60 1,58 24,0
meédiazDP | 34,56 + | M77,3% 73,88 +| 1,696 + 2574+ 4,08
9,139 F:23,7% 11,63 0,084
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