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O tratamento precoce e eficiente com drogas antimalaricas é a
medida mais importante para o controle da malaria e para prevencdo das
formas graves da doenca. O maior motivo de preocupacdo é a resisténcia
que as espécies de plasmaodio tém apresentado ao longo do tempo a essas
drogas. A cloroquina e a primaquina sdo os medicamentos de escolha para
o tratamento da infeccdo pelo P. vivax e o sulfato de quinina € a opgao para
gestantes com malaria no primeiro trimestre da gravidez e em criancas
menores de seis mesespelo P. falciparum. Embora esses farmacos ja
estejam disponiveis para uso h& longo tempo no arsenal terapéutico da
malaria, a acdo deles sobre a fagocitose, expressao de corpusculo lipidico
(CL) e producao de radicais de oxigénio (H202) e nitrogénio (NO) pelos
mondcitos humanos ainda néo foram totalmente elucidadas. Diante desse
cenario o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da cloroquina,
primaquina e sulfato de quinina sobre a capacidade fagocitaria, expressao
de CL e producdo de NO e H202 pelos mondcitos humanos de individuos
saudaveis para eritrocitos infectados com P. falciparum. Foram retirados 20
ml de sangue periférico de 52 individuos. Para o teste de fagocitose foram
avaliadas a capacidade fagocitaria dos mondcitos pelos receptores para
opsoninas (rOps) e pelos receptores para padrdes moleculares de patégeno
(rPMP)os mesmos utilizados na quantificacdo da expressdo de CL. As
drogas foram utilizadas nas concentracdes de 0,25 pg/mL para a cloroquina;
0,24pg/mL para a primaquina e 5,6ug/mL para o sulfato de quinina. O indice
fagocitario (IF) foi determinado em 500 mondcitos. A expressao dos CL foi
quantificada pelo indice corpuscular (IC) em 200 monécitos. A producao do
NO foi avaliada nos sobrenadantes das culturas dos monécitos pela reacdo
de Griess e a producdo de H20: foi determinada pela técnica da oxidacao do
vermelho de fenol na presenca de peroxidase. A cloroquina deprimiu o IF
dos mondcitos pelos rOps, em todas as situacfes analisadas (p<0,05), tanto
pelo tratamento dos mondcitos e dos eritrécitos parasitados (9,4 para 7,8),
guanto dos mondcitos (9,4 para 6,3) ou eritrocitos parasitados (9,4 para 6,3)
isoladamente. Isso se deveu ao menor envolvimento dos mondcitos na
fagocitose (p<0,05), pois ndo houve alteracdo da média de parasitos
ingeridos (p>0,05). Para a primaquina, apenas o tratamento dos monacitos e
dos eritrocitos parasitados deprimiu significantemente o IF (9,4 para 3,4,
p=0,03) pelos rOps, e também se deveu ao menor envolvimento de
monocitos na fagocitose (p<0.05). Resultado semelhante foi observado
guando testado pelos rPMP. Para o sulfato de quinina, houve aumento no
namero de parasitos ingeridos pelos rPMP (1 para 5,6, p=0,01), entretanto,
esse aumento foi contrabalanceado pela diminuicdo na proporcdo de
mondcitos fagocitando (9,9 para 5,4, p=0,06), o que resultou na diminuicdo
no IF (9,9 para 5,1, p=0,08), quando os mondcitos e os eritrécitos foram
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tratados. Quando analisamos a influéncia das drogas sobre a expressao dos
CL verificamos a diminuicdo quando os mondcitos foram estimulados com
eritrocitos parasitados pelo rPMP (p< 0,01), devido a menor proporcdo de
monaocitos expressando CL. Quando os mondcitos foram estimulados pelos
receptores para Ops ndo houve mudanca significativa na expresséao dos CL.
Quando os mondcitos foram incubados com os eritrocitos parasitados pelo
P. falciparum, houve aumento da producédo de H202 (p=0,009). O estimulo
com os eritrocitos parasitados ndo modificou a producdo do NO pelos
mondcitos, e também nenhuma droga alterou essa producgédo (p>0,05).
Nossos dados mostraram que a cloroquina teve efeito depressor sobre os
fagdcitos, seja quando os mondcitos foram tratados ou quando os eritrocitos
foram tratados com a droga. A diminuicdo da expressao de CL pelos
monaocitos estimulados com eritrocitos infectados pelos rPMP, mas nao
pelos rOps, indica que a expressao dessas organelas foi dependente da via
gue o monacito foi estimulado pelo parasito. O sulfato de quinina aumentou
a ingestdo dos parasitas, mas diminuiu o numero de mondcitos fagocitando
sugerindo que sua acdo ocorreu tanto no fagécito quanto no parasito. E
possivel que a elevada concentracdo que a droga atinge dentro do eritrécito,
tenha contribuido para os mecanismos microbicidas contra o plasmadio, e
tenha facilitado a ingestdo dos parasitos pelos fagocitos. Entretanto, devido
sua acdo depressora sobre o mondcito, a capacidade fagocitaria total
resultou deprimida quando do tratamento com o sulfato de quinina,
sugerindo que essas drogas possam também modular a fagocitose dos
parasitos. Em conclus&o, nossos dados mostraram que essas drogas podem
ter um efeito imunomodulador sobre as fun¢bes dos mondcitos que se
somam aos seus efeitos antiparasitarios no tratamento da malaria por essas
drogas.
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Early and effective treatment with antimalarial drugs is the most important
action for malaria control and prevention of severe forms of the disease. The
major concern in malaria treatment is the development of drug resistance by
parasites. Chloroquine and primaquine are the drugs of choice for the
treatment of P. vivax infection and quinine sulfate is the option for pregnant
women in the first trimester pregnancy and children under six months old by
P. falciparum. Although these drugs are for a long time available for malaria
treatment, their actions on phagocytosis, lipid body (LB) expression and
production of oxygen (H202) and nitrogen (NO) radicals by human
monocytes have still not been completely clarified. The aim of this study was
to evaluate the influence of chloroquine, primaquine and quinine sulfate on
phagocytic capacity, lipid body expression and nitric oxide and hydrogen
peroxide production by human monocytes to Plasmodium falciparum-infected
red blood cells. Blood was collected from 52 healthy individuals.
Phagocytosis was assessed through opsonin receptors (rOps) and pathogen-
associated molecular pattern receptors (rPAMP) the same used in the
quantification of CL expression by oil red staining. NO was assessed by
Greiss reaction and H202 production was assessed by red phenol oxidation
in presence of peroxidase. The concentrations of 0.25 pug/mL for chloroquine,
0,24 pg/mL for primaquine and 5,6 pg/mL for quinine sulfate were used.
Phagocytic index (PI) was assessed in 500 monocytes. LB was expressed by
the corpuscular index (CI) quantified in 200 monocytes. Chloroquine
depressed by the IF monocytes rOps, when monocytes and infected red
blood cells were treated (9.4 to 7.8), only monocytes were treated (9.4 to 6.3)
and only infected red blood cells were treated (9.4 to 6.3) there was a
decrease in monocyte Pl (p<0.05). This occurred because a lower
involvement of monocytes in phagocytosis (p<0.05), and no change in the
average number of parasites ingested was observed (p>0.05). For
primaqguine, only when monocytes and parasitized erythrocytes were treated,
there was a significantly decreased Pl (9.4 to 3.4, p= 0.03) through rOPs,
caused by a lower involvement of monocyte in phagocytosis (p<0.05). Similar
results were observed when tested by rPAMP. For quinine sulfate, there was
an increase in the number of parasites ingested through rPAMP (1 to 5.6, p=
0.01). However, this increase was counterbalanced by a decrease in the
proportion of monocytes phagocytosing (9.9 to 5.4, p = 0.06), which resulted
in a decrease in the P1 (9.9 to 5.1, p = 0.08) when monocytes and red blood
cells were treated. Chloroquine, primaquine and quinine sulfate decreased
LB expression when monocytes were stimulated by parasitized erythrocytes
through rPAMP (p<0.01), due to a lower proportion of monocytes expressing
lipid body. When monocytes were stimulated through opsonin receptors,
there was no significant change in the expression of LB. When monocytes
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were incubated with Plasmodium falciparum-parasitized erythrocytes, there
was an increase in H202 production (p = 0.009). Plasmodium falciparum-
parasitized erythrocytes did not change NO production by monocytes, as no
tested drug did (p>0.05). Our data showed that chloroquine decreased
monocyte functions, both when monocytes were treated and when
erythrocytes were treated with the drug. The decreased LB expression by
monocytes stimulated through rPAMP, but not by rOps, indicates that the
expression of these organelles depended on the pathway that monocytes
were stimulated by parasite. Quinine sulfate increased the intake of
parasites, but decreased the number of monocytes phagocytosing,
suggesting that the drug acted on phagocytes and parasites. It is possible
that the high concentration the drug reaches within the erythrocyte has
contributed to the microbicidal mechanism against the Plasmodium, and that
had facilitated the ingestion of parasites by phagocytes. However, because of
the immunodepression on monocyte functions, the phagocytic capacity
resulted decreased upon treatment with quinine sulfate, suggesting that
these drugs may also modulate phagocytosis of parasites. In conclusion, our
data showed that chloroquine, primaquine and quinine sulfate had an
immunomodulatory effect on monocyte functions that added to their
antiparasitic effects in the treatment of malaria by these drugs.
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INTRODUCAO



A malaria faz parte de um grupo de doencas infecciosas e parasitarias
gue acomete principalmente as populacdes mais pobres e vulneraveis e
contribui para a continuacéo dos ciclos de pobreza, desigualdade e exclusédo
social, em razado principalmente de seu impacto na saude infantil, na reducéo
da produtividade da populacédo trabalhadora e na promoc¢do do estigma
social. Destaca-se como uma das mais importantes doencas tropicais (MS,
2010).

1.2. Epidemiologia

Dados epidemiolégicos da malaria

A malaria causa grande impacto na saude e no desenvolvimento
econdmico das populagcbes humanas, sobretudo nas regides tropicais e
subtropicais. Para o ano 2000, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
estimou que a cada ano ocorresem 300 a 500 milh6es de novos casos
clinicos e ocorreram 2,7 milh6es de mortes (WHO, 2000). Porém, em seu
relatério do ano de 2009 mostrou uma reducdo nos casos de maléaria. Cerca
de 85% dos casos ocorreram na Africa, onde o principal causador da doenca
€ o P. falciparum, respondendo a 98% dos casos. Segundo a OMS, 198
milhdes de casos de maléaria ocorreu globalmente em 2013 e que a doenca
levou a 584 mil mortes, representando uma reducao de casos de malaria em
incidéncia e mortalidade de 30 % e 47% desde 2000, respectivamente
(WHO, 2014). O fardo € mais pesado na Regido Africana, onde se estima
que ocorrem 90% de todas as mortes por malaria, e em criancas com idade
inferior a 5 anos, que representam 78% de todas as mortes (WHO, 2014).

Aproximadamente 99% dos casos de malaria no Brasil ocorrem na
Regido Amazobnica, que é composta pelos estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Mato Grosso, Para, Rondonia, Roraima, Tocantins e oeste do
Maranh&o. Trés espécies de plasmodio sdo responsaveis pelos casos de
malaria humana no Brasil: P. falciparum, P. vivax e P. malariae (Secretaria
de Vigilancia em Saude - SVS, 2014).



No ano de 2013 foram registrados 143.261 mil casos de malaria,
sendo 83% causados pelo P. vivax, 15% P. falciparum, 1% por infeccoes
mistas e 0,02% por P. malariae (Secretaria de Vigilancia Sanitaria - SVS,
2014).

1.3. Parasitos e Ciclo biolégico

Ha 5 espécies do parasito da malaria capaz de determinar doenca no
homem: P. falciparum, P. vivax, P. malarie, P. ovale e a espécie mais
recente descrita afetando seres humanos, o P. knowlesi (Antinori, 2012). O
ciclo de vida do plasmodio compreende dois hospedeiros, 0 inseto vetor,
fémeas do mosquito Anopheles sp., onde ocorre a reproducdo sexuada do
parasito, e o0 hospedeiro vertebrado, no qual ocorre a reprodugéo

assexuada.

A infeccdo do hospedeiro humano inicia-se quando a fémea do
mosquito Anopheles infectada com as formas em esporozoitos faz o repasto
sanguineo e nesse momento inocula o parasito na epiderme do hospedeiro,
estes seguem para o figado, onde realizam o primeiro ciclo esquizogdnico
no interior dos hepatécitos. Uma vez no sistema circulatorio os esporozoitos
atingem o figado infectando os hepatécitos, e iniciando a fase exo-
eritrocitaria do ciclo. Durante esse ciclo, em infec¢des por P. vivax e P.
ovale, formas latentes denominadas hipnozoitos ficam nos hepatocitos por
tempo variavel causando recaidas da doenca (Krotoski, 1982). Nos
hepatocitos os parasitos se multiplicam formando os merozoitos, que
rompem o hepatocito e ganham a circulagdo sanguinea. Os novos
merozoitos que séo formados e liberados na circulacdo sanguinea, infectam
novos eritrocitos mantendo assim ciclos intra-eritrocitarios. Durante o
processo de esquizogonia eritrocitaria, alguns merozoitos se diferenciam em
macrogametas ou microgametas, que ao serem ingeridos pelo mosquito,
realizam a reproducdo sexuada, chamada esporogonia, na qual serdo

formados novos esporozoitos apos serem ingeridos pelo vetor (Dyer e Day,



2000). As principais manifestacdes clinicas da doenga, como febre, mialgias
e convulsbes ocorrem justamente durante a liberagdo dos merozoitos no
sangue (Antinori e cols, 2012; Wirth e Pradel, 2012).

Na invasdo dos eritrocitos, os merozoitos utilizam mecanismos

complexos ligando-se a uma gama de antigenos de superficie diferentes.
1.4. Mecanismos de defesa antiplasmaédio

O desenvolvimento de imunidade contra o plasmédio pode ocorrer
em individuos que vivem em areas endémicas, porém ela sé acontece apés
varias infeccdes pelo parasito. Ela ocorre pelo aumento dos anticorpos
especificos contra o0 merozoito, que medeiam a resisténcia do hospedeiro
ao parasito, blogueiam a entrada do plasmdédio nos eritrocitos por meio de
opsoninas e favorecem a fagocitose e eliminacdo pelos macréfagos
(Stevenson, 2004).

Apos a picada do anofelino infectado, os esporozoitos inoculados
movem-se rapidamente da derme para o figado, onde eles passam por uma
fase clinicamente assintomatica de divisdo rapida antes que o parasito entre
novamente na corrente sanguinea. No sangue, a expansao exponencial das
populacdes de parasitos leva a doenca febril. Normalmente, a infeccdo
aguda € controlada e a infec¢cdo crénica é estabelecida com uma
quantidade relativamente baixa de parasitos, com episodios intermitentes de

febre associados com picos de maior parasitemia (Miller,2000).

Nessa fase inicial, a defesa contra os plasmédios ocorre pelos
anticorpos anti-esporozoitos, que 0s neutralizam antes da invasao dos
hepatocitos; e também na defesa contra as formas em desenvolvimento no

figado, levando a morte dos parasitos intra-hepaticos pelo IFN-y e pelas

células T CD8+, natural killer (NK), natural killer T (NKT) e as células Tyd.

A defesa contra as formas sanguineas que ocorre pelos anticorpos

contra 0os merozoitos, atuam pela opsonizacdo dos parasitos facilitando sua



captura pelos fagocitos, como também inibem a invasdo dos eritrocitos
pelos merozoitos; os anticorpos contra eritrocitos infectados bloqueiam a
adesao dos eritrocitos parasitados ao endotélio e impedem o sequestro de
gametocitos; a ativacdo de macrofagos pelo FNT e IFN-y aumenta a
fagocitose; os anticorpos neutralizam a molécula glicosilfosfatidilinositol do
parasito e previnem a inflamacéo excessiva; 0s anticorpos e o complemento
medeiam a lise de gametocitos e impedem a fecundacédo e desenvolvimento
do parasito no mosquito; os fagocitos produzem espécies reativas de

oxigénio e nitrogénio microbicidas contra o parasito (Langhorne, 2008).

1.5. Papel da imunidade inata na defesa contra o plasmaédio

Durante a infeccdo, os esporozoitos estimulam a expressao de genes
de IFN do tipo 1, que sdo induzidos nos hepatécitos quando ocorre a
replicagcdo no vacuolo parasitéforo (Liehl, 2014; Miller, 2014). Esse IFN 1
medeia o recrutamento de células natural killer (NK) e células NKT, que séo
importantes fontes de IFN-y, e desencadeiam expressdo de proteinas que
medeiam o controle da replicacdo do parasito, como 0s que estao envolvidos
na producdo de Oxido nitrico e outros componentes téxicos, que interferem
com esquizogonia do parasito no figado (Liehl, 2014; Miller, 2014).

Como cada esporozoito € capaz de gerar milhares de merozoitos, o
IFN 1 do tipo 1 ndo é suficiente para controlar o crescimento do parasito
(Liehl, 2014; Miller, 2014). Os parasitos que sobrevivem ao controle
imunologico no figado e sao liberados na corrente sanguinea, onde eles
iniciam o ciclo eritrocitario e causam a malaria em individuos ndo imunes. O
receptor semelhante ao Toll, a via do NF-kB induzivel, citocinas pro-
inflamatorias e os genes de IFN-induzivel sdo regulados positivamente
durante o ciclo eritrocitaria na malaria humana (Franklin, 2009; Sexton, 2004;
Ockenhouse, 2006; Sharma, 2011). O IFN-y também tem um papel
importante estimulando células imunes inatas e promovendo respostas pro-
inflamatorias, e ativando as funcdes efetoras de macréfagos que medeiam a

resisténcia a infecgao (Antonelli,2014; Sponaas,2009).



1.6. Drogas antiparasitarias

A primaquina € uma 8-aminoquinolina ativa contra gametécitos de
todas as espécies e hipnozoitos hepaticos de P. vivax e P. ovale (Marques,
2001; Mueller e cols., 2009; Wells e cols., 2010), possuindo pouca ou
nenhuma acéo contra as formas dos estagios eritrocitarios do parasito. Este
efeito hipnozoiticida da primaquina € funcéo da dose total e ndo da duracao
do tratamento, e a sensibilidade dos hipnozoitos de P. vivax ao
medicamento tem variacdes geogréficas (Marques, 2001). A utilizacdo da
droga é recomendada também em areas endémicas da maléaria pelo P.
falciparum, uma vez que esse farmaco possui acdo contra 0os gametocitos,
inibindo a evolucdo do parasito no vetor anofelino e consequentemente
interrompendo a transmisséo da doenca (WHO, 2009). Em doses elevadas,
a primaquina é também atuante contra as fases assexuadas, mas em doses

maiores ela pode ser téxica (Marques, 2001).

Atualmente, o tratamento da malaria pelo P. falciparum é feito com a
associacdo dos derivados da artemisinina, uma lactona sesquiterpénica
isolada da planta Artemisia annua, por pesquisadores chineses (de Ridder e
cols., 2008; WHO, 2009).

A quinina foi a primeira droga antimalarica a ser caracterizada e
apesar de sua toxicidade, continua sendo utilizada no tratamento da maléria
cerebral, causada pelo P. falciparum, inclusive em criancas menores de
cinco anos de idade na Africa (WHO, 2009). Porém seu uso esta restrito as
areas onde as cepas dessa espécie ndo sdo resistentes ou quando
administradas com outros farmacos podem ser utilizadas nessas areas com
resisténcia comprovada (Marques, 2001). No Brasil, associada com
doxiciclina ou tetraciclina ela ainda é a droga empregada no tratamento da
malaria pelo P. falciparum ndo grave e/ou complicada (Marques, 2001; Brasil
2010).

A sintese da cloroquina foi baseada na quinina. Ela € uma 4-

aminoquinolina, que foi sintetizada durante a Segunda Guerra Mundial



(Sweeney, 2000). Durante décadas, a cloroquina foi utilizada na terapéutica
e profilaxia de todos os tipos de malaria, por sua alta eficacia contra as
formas sanguineas do parasito, associada a sua baixa toxicidade e seu
baixo custo (Rosenthal, 2003; Martin e cols., 2009). Para todas as espécies
do parasito, ela tem rapida atividade esquizonticida e € gametocitocida para
o P. vivax e P. malariae e ndo tem agdo contra formas hepaticas (Marques,
2001; Brasil 2010). A cloroquina tem também ac&o antipirética e anti-
inflamatoria (Marques, 2001).

Depois que 0os merozoitos invadem os eritrocitos, a sua sobrevivéncia
depende da digestdo da hemoglobina, que se processa no interior do
vacuolo digestivo do parasito, e € mediada por uma série de proteases, entre
elas as plasmepsinas e falcipainas (Olliaro e Goldberg, 1995). Durante o
catabolismo da hemoglobina, sua por¢éo proteica € utilizada como fonte de
aminoacidos pelo parasito, e a fracdo heme, denomina ferriprotoporfirina IX,
€ liberada, sendo um grupo reativo, gerador de radicais livres que séo
toxicos para o parasito (Sullivan, 2002).

Ha mais de 50 anos, a cloroquina é utilizada como um antimalérico
padrdo, e ainda assim, seu mecanismo de acdo ainda nao foi
completamente elucidado (Koncarevic e cols., 2007). Por ser uma base fraca
a cloroquina é acumulada no vacuolo digestivo. Quando em pH fisiolégico, a
cloroquina encontra-se desprotonada, porém no vacuolo digestivo, onde o
pH é acido, ela passa a ser protonada, perdendo a capacidade de atravessar
a membrana plasmatica (Bray e cols., 2005). Um dos mecanismos de acao
mais aceito para a cloroquina € a formacédo de uma ligacdo covalente com o
grupo heme, inibindo a geracéo dos cristais de hemozoina (Sullivan 2002;
Fitch, 2004) e gerando grande producdo de radicais livres que causam
danos oxidativos as biomoléculas, como as proteinas, o ADN e os lipideos.
Esses danos sdo responsaveis por gerar modificacbes estruturais
irreversiveis, além da perda da funcdo biolégica do plasmddio (Radfar e
cols., 2008). Independente do acumulo da cloroquina no vacuolo digestivo,

outros efeitos ja foram descritos, como por exemplo sua interagdo com a



molécula de ADN, levando a alteracbes da sua estrutura e ao bloqueio da
sua sintese (Stephen e cols., 2000).

1.7. Acdo imunomoduladora de drogas na malaria

As drogas que tem origem na quinolina sdo a cloroquina, quinina,
quinidina, amodiaquina, mefloquina, halofantrina, lumefantrina e primaquina
e elas inibem a atividade da polimerase de heme no vacuolo digestivo do
parasito, o que interfere com a conversao do heme, que é um intermediario
toxico produzido durante a degradacao da hemoglobina, em hemozoina néao
toxica ou pigmento malarico; também tém uma acéo secundaria envolvendo
a inibicdo da sintese de acidos nucléicos e proteinas do parasito
(Chassaigne, 2001).

Os mecanismos pelos quais as drogas antimalaricas modulam o
sistema imunitario ainda ndo foram completamente elucidados, mas ja esta
definido que a cloroguina se acumula em organelas acidas, como
endossomas, lisossomas e complexo de Golgi e interfere na produgéo de
prostaglandinas e possui atividade anti-inflamatéria por inibir enzimas
lisossomais, estabiliza as membranas lisossomais, deprime a quimiotaxia e
fagocitose de polimorfonucleares (Prasad e cols, 1986; Robert, 1993; Slater,
1993; Shalmiev, e cols., 1996; Foley e Tilley, 1998; Davis, 2012). Ela penetra
livremente nas células atingindo os lisossomos, que possuem o interior acido
tornando-o bésico, prejudicando a acdo de diversas enzimas que dependem
do meio &cido para atuar, e evita a liberacdo de enzimas de seu interior. O
acumulo do farmaco diminui a concentracdo de ferro intracelular e induz
estresse oxidativo (Gostner e cols., 2012). Outro efeito da cloroquina é a
inibicdo da interacdo antigeno-anticorpo e inibicdo da formacdo de
imunocomplexos, altera o sistema imune pela inibicdo da producgéo de IL-1 e
inibicAo da sintese de prostaglandinas e de citocinas pro-inflamatérias
(Laurence, 2012) . Estudos indicam que a cloroquina reduz a expressao do
FNT-a, IL-1 e IL-6 induzida por macrofagos atravées da reducdo da



estabilidade, nivel de ARN mensageiro e de células T auxiliar através da
reducdo da apresentacdo de antigeno (Jang e cols.,2006; Silva e cols.,
2013).

A acgdo da primaquina é atribuida a interferéncia na estrura do ADN do
parasito, depositando a droga entre os pares de bases e parando a
replicacdo do material genético. Ela também produz metabdlitos altamente
reativos que podem gerar potenciais oxidativos intracelulares na producao
de espécies reativas de oxigénio ou até mesmo interferir na funcdo da
ubiguinona no transporte de elétrons da cadeia respiratdria mitocondrial
(Marques, 2001; Ferreira, 2011). A primaquina pode causar hemodlise em
pessoas com deficiéncia de glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD),
podendo causar ocasionalmente anemia hemolitica grave, hemoglobinemia
e insuficiéncia renal. O efeito depende do grau de deficiéncia da enzima, a
dose ministrada do farmaco e do padrdo da exposicdo. Essa droga age
sobre formas intra-hepéatica (hipnozoitos) e é a Unica que pode causar cura
dessas formas de parasitas da malaria tornando-os dormentes no figado (P.
vivax e P. ovale) (Chassaigne, 2001).

O sulfato de quinino possui algumas acdes semelhantes a cloroquina,
como a inibicdo da sintese de acido nucléico, sintese de proteinas e glicolise
no P. falciparum e pode vincular-se & hemazoina em eritrécitos parasitados.
Essa droga antimalarica pode interferir com a producdo e a funcdo do
neurotransmissor serotonina (Islahudin, 2014). O sulfato de quinina pode
reduzir niveis de FNT, diminuir a expressdo de receptores de adesdo, e
ainda diminuir a fagocitose (Shalmiev, e cols., 1996; Muniz-Junqueira, 2007;

Golenser e cols., 2006).

1.8. Justificativa

O tratamento precoce e eficaz com drogas antimalaricas é a medida
mais importante para o controle da malaria e para prevencdo das formas
graves da doenca. A emergéncia de resisténcia do parasito aos

antimalaricos € a maior ameaca ao seu controle. A cloroquina e a



primaquina sao os medicamentos de escolha para o tratamento da infeccao
pelo P. vivax e o sulfato de quinina é a opcao terapéutica para gestantes
com malaria no primeiro trimestre da gravidez e em criangcas menores de
seis meses. Os mecanismos imunologicos de defesa antiparasitaria
desempenham um papel importante para conter a evolugéo da infecgéo pelo
parasito. A influéncia da cloroquina, primaquina e quinina sobre a fagocitose
e a producdo de radicais livres pelos mondcitos, que fazem parte dos
mecanismos fisioldgicos mais importantes de eliminacdo dos parasitos, ndo
esta ainda totalmente esclarecida. Como também sua influéncia sobre a
biogénese dos corpusculos lipidicos, que encontram-se aumentados pela
infeccdo malérica, e que sdo estruturas onde se formam moléculas
importantes para modulacdo da defesa antiparasitaria, ndo esta ainda
esclarecida. Portanto, torna-se necessario avaliar a influéncia dessas drogas
sobre as fungdes dos mondcitos, que sdo células chaves envolvidas na
defesa antiparasitaria. Esses esclarecimentos contribuirdo para terapéutica
mais adequada dos individuos acometidos pela doenca, como também para
a descoberta de novos alvos que possam ser modulados para previnir as

formas graves da malaria.
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OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral:

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do tratamento
com as das drogas antimaléricas cloroquina, primaquina e sulfato de quinina
sobre as fun¢des dos mondcitos envolvidas na defesa inata contra as formas

eritrocitarias do Plasmodium falciparum.

2.2. Objetivos especificos:

Avaliar a influéncia da cloroquina, primaquina e sulfato de quinina
sobre a capacidade fagocitaria, expressdo de corpusculos lipidicos e
producado de radicais de oxigénio e nitrogénio pelos mondcitos humanos de
doadores saudaveis para eritrécitos parasitados pelo Plasmodium

falciparum.
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METODOLOGIA
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3.1. Delineamento experimental

Neste trabalho foi avaliada a influéncia in vitro das drogas
antiplasmodiais cloroquina, primaquina ou sulfato de quinina sobre a
capacidade funcional dos mondcitos de individuos saudaveis.

As influéncias destes farmacos sobre os mondcitos foram investigadas
por meio da avaliacdo da capacidade fagocitaria de mondcitos mediada por
receptores para padrdes moleculares de patdégenos e por receptores de
opsoninas, pela expressao de corpusculos lipidicos e sobre o metabolismo
oxidativo pela determinacao da producao de éxido nitrico (NO) e peroxido de
hidrogénio (H202). O diagrama geral do estudo encontra-se descrito na

figura 1.
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Figura 1. Delineamento experimental

3.2. Grupos de estudo

Estudo realizado no laboratério de Maléaria do Nucleo de Medicina
Tropical e no laboratério de Imunologia Celular da Area de Patologia da
Faculdade de Medicina, ambos da Universidade de Brasilia.

No desenvolvimento do estudo foram seguidas as normas éticas para

pesquisa cientifica em seres humanos estabelecidas pela Declaracdo

15



Helsinki (WMA, 2013) e pelo Ministério da Saude Brasileiro, resolucéo
196/96 (CNS, 1996).

A pesquisa, encaixada dentro do grupo de risco minimo, foi aprovado
pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade
de Brasilia, parecer numero 365.997 (Anexo I).

Para o estudo foram selecionamos 52 individuos saudaveis para 0s
testes de fagocitose, quantificacdo de corpusculo lipidico e avaliacdo da
producgéo do NO e H202, (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo dos dados antropométricos.

Teste Numero de | Homens/ | Média + DP Média £ Altura = IMC

Individuos Mulheres de Idade DP de DP (M) + DP
(anos) peso (KQg)

Fagocitos 15 12/3 32,47+ 8,83 | 73,33+ 7,72 1,69+ 25,5+

e 0,06 3,2
Corpuscu 6 4/2 26,5+4,85 71,33+ 1,73+ 23,6%
lo 10,13 0,09 2,61

Lipidico

NO e 31 23/8 34,7+8,8 71,1949,57 1,69+ 24,9+
H20:2 0,09 3,12
Total 52 39/13 31,22+4,23 71,9+£1,2 1,70+£0,02 | 24,6+
0,97

IMC- indice de Massa Corporal; NO- Oxido Nitrico; H.O,- Peroxido de hidrogénio.

Para esse estudo foram selecionadas pessoas que ndo apresentavam
doenca aparente ou declarada, com idade entre 18 e 55 anos, e que néo
eram de areas endémicas da malaria.

E os critérios para exclusdao foram idosos, pessoas em uso de
medicamentos ou que apresentassem doencas pré-existentes (doencas

reumaticas, endocrinas como

alérgicas, cancer, doencas infecciosas,
Diabetes mellitus, obesidade, tabagismo, alcoolismo e etc.), ou qualquer
caracteristica informada em seu histérico clinico que de alguma forma

pudesse influénciar as func¢des do sistema imunitario do individuo.
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A coleta iniciou ap6s os voluntérios estarem cientes dos objetivos da
pesquisa e dos procedimentos a serem realizados e apos assinarem o termo
de consentimento livre e esclarecido (Anexo II).

Cada voluntario doou 20 ml de sangue que foi coletado em tubo
vacutainer heparinizado, com agulha de coleta multipla, da regido da fossa
cubital, com material estéril e descartavel, apds anti-sepsia com alcool
iodado. A amostra foi utilizada para analise das fun¢gfes dos mondcitos in
vitro tratados ou ndo com com as drogas individualmente.

Os farmacos utlizados foram gentilmente cedidos pelo Programa
Nacional de Malaria do Ministério da Saude Brasileiro. Esta pesquisa foi
elaborada e desenvolvida com total isencdo de quaisquer conflitos de
interesse

Os grupos de individuos que participaram deste trabalho tinham as
seguintes caracteristicas: no estudo da funcdo fagocitaria, em relacdo ao
género, 12 eram homens e 3 eram mulheres, com média de idade de 32,47
+ 8,83, variando entre 21 e 47 anos; e média do peso de 73,33 £ 7,72,
variando entre 61 e 88; a média da altura foi de 1,69 £ 0,06, variando entre
1,6 e 1,8 m e com indice de massa corporal (IMC) médio de 25,5 (Anexo Ill)

Dentre os participantes que foram feita a quantificacdo de corpusculo
lipidico em relagdo ao género 4 eram homens e 2 eram mulheres. Com
idade média de 26,5 + 4,84, variando entre 20 e 31anos ; média de peso de
71,19 + 10,13, variando entre 55 a 86 kg; média de altura de 1,73 %+ 0,09,
variando entre 1,57 a 1,86 m e com indice de massa corporal (IMC) médio
de 23,66 (Anexo IV).

Os parametros antropométricos para os participantes em que foram
avaliadas a producdo dos radicias livres em relagdo ao género 23 eram
homens e 8 era mulheres. Com idade média de 34,7 + 8,8, variando entre 21
a 53 anos ; a média de peso de 71,19 = 9,57, variando entre 46 e 89kg;
média de altura de 1,69 = 0,09, variando entre 1,46 a 1,85 m e indice de

massa corporal (IMC) médio de 24,9 (Anexo V).
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3.3. Testes experimentais

3.3.1. Cepa de Plasmodium falciparum

Nos experimentos foi utilizada a cepa do Plasmodium falciparum NF-
54, que é sensivel a cloroquina, gentilmente cedida pelo Professor Doutor
Gerhard Wunderlich, do Departamento de Parasitologia da Universidade de
Sao Paulo, e conservada em nitrogénio liquido.

O P. falciparum foi o parasito de escolha para nosso estudo por ser
possivel seu cultivo em cultura e ele infectar tanto eritrécitos jovens quanto
os envelhecidos, ja o P. vivax ndo possui essas caracteristicas. Para uso
nos experimentos o P. falciparum foi mantido em cultivo continuo, segundo a
técnica Trager and Jansen modificada (Trager e Jansen, 1976; Muniz-
Jungueira e cols, 2001), em eritrécitos O* de doador Unico e saudavel,
hematdcrito de 4%, suspensos em RPMI 1640 tamponado com 20 mM/L
Hepes e 7.5% NaHCOs (26.7 mL/L) e suplementado com 0.25 mg/dL
hipoxantina em 10% pool de soro humano, inativado a 37°C por 30 min em

banho Maria, em 5% CO2 em ar, a 37°C.

3.3.2. Preparo dos eritrocitos parasitados para utilizacdo nos

testes de fagocitose e expressédo de corpusculos lipidicos

No dia de cada experimento era retirada uma aliquota de 20uL das
culturas na qual era feita a determinacao do numero total de eritécitos por
mL, em camara de Neubauer, e em um distendido era determinada a
parasitemia, pela quantificacdo da porcentagem de eritrocitos parasitados,
em 1000 eritrécitos. Eram quantificadas a porcentagem de formas em anel,
esquizonte e trofozoita. Foram utilizadas sempre que a parasitemia estava

superior a 9% e com predominancia de formas em esquizonte.

3.3.3. Concentracdes das drogas antiplasmodio utilizadas nos

experimentos in vitro.
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Os mondcitos e/ou os eritrocitos parasitados com P. falciparum foram
pré-tratados com 0,25 pg/mL de cloroquina por 60 minutos, que representa o
pico maximo obtido em seres humanos apés injecéo da droga. Foi utilizada a
apresentacao comprimido de 150 mg de cloroquina (Difosfato de Cloroquina,
Farmanguinhos). A escolha desta concentragdo baseou-se em estudo
farmacocinético da droga efetuado em seres humanos, no qual se
determinou que apoés a ingestao de 600 mg de cloroquina ocorre em média
um pico sérico de 0,25 pg/mL, sendo que esta concentracao foi alcancada

apos 1h da ingestdo do comprimido (Salako,1985).

Em relacdo a primaquina (Difosfato de Primaquina, Farmanguinhos),
0s mondécitos e/ou eritrécitos parasitados com P. falciparum foram pré-
incubados com 0,24 ug/mL deste medicamento por 60 min. A droga estava
na forma de comprimido de 5 mg. Esta concentracdo corresponde ao pico
plasmatico observado apos a ingestdo de 45mg da droga (Fletcher, 1981).

Para o sulfato de quinina (Sulfato de quinina, Laboratério Quimico
Farmacéutico do Exército- LQFEX), o medicamento apresentava-se na forma
de comprimido de 500 mg. Os mondcitos e/ou os eritrocitos parasitados com
P. falciparum foram pré-incubados com 5,6 ug/mL do medicamento por 60
minutos, que é a concentracdo que corresponde ao pico plasméatico médio
observado ap6s 1 h da ingestdo de 600 mg deste farmaco (Wanwimolruk,
1991).

O preparo das diluicbes dos comprimidos dessas drogas foram
realizadas no dia de cada teste, primeiramente em salina tamponada com

fosfato e depois em meio RPMI completo.

3.3.4. Separacdo dos mondcitos pelo gradiente de Percoll e por
aderéncia a lamina para o teste de fagocitose em placa e

expresséao de corpusculos lipidicos

Foram coletados de cada individuo voluntario 20mL de sangue
venoso em tubo vacutainer estéril heparinizado. O sangue era centrifugado

4009 por 10 min para obtencdo do soro que era utlizado para sensibilizar os
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eritrocitos parasitados. O restante do sangue era ressuspenso em salina
tamponada com fosfato (STF) gelada ao volume inicial e centrifugado em
gradiente de Percoll (Sigma,cidade da Sigma,USA), densidade 1,077, a
750g por 15 min, 4°C na proporcdo de 3 mL de Percoll para cada 5 mL de
sangue. As células mononucleares (CMN) recuperadas eram ressuspensas
em 10 mL de STF gelada e centrifugada a 400g por 10 min, a 4°C, para
retirar o Percoll. ApOs o sobrenadante ser desprezado, as células eram
novamente ressuspensas em 10 mL de STF gelada e centrifugadas a 200g,
por 10 min, a 4°C, para retirar as plaquetas. Desprezava-se 0 sobrenadante
e ressuspendia-se as CMN em 2 mL de RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO,
USA) incompleto com 2,6% de bicarbonato de sodio 7,5%. As células eram
guantificadas em camara de Neubauer e a viabilidade era determinada pela
exclusdo da nigrosina e foi sempre superior 95%. As células eram mantidas
refrigeradas durante todo o procedimento. As CMN, em uma suspensao
contendo 1x10®° em um volume de 500 pL de meio incompleto, eram
distribuidas por escavacdo em placas de 24 escavacdes (TTP, Trasadingen,
Switzerland), estéreis, de fundo chato, as quais tinham sido previamente
colocado laminulas de 13 mm de diametro, estéreis.

As placas eram incubadas em camara umida a 37°C, em 5% de CO2
em ar, por 2 horas, para permitir a aderéncia dos mondcitos a laminula.
Transcorrido esse periodo, as preparacdes eram lavadas 2 vezes com STF
para retirar as células ndo aderentes. Os mondcitos aderidos foram
utilizados para o teste de avalicdo da influéncia das drogas sobre a

fagocitose e sobre a expressao de corpuculos lipidicos.

3.3.5. Avaliacdo da influéncia das drogas antimaléricas sobre a
fagocitose pelos monécitos pelos receptores para padrdes

moleculares de patdégenos e pelos receptores para opsoninas.

A partir da preparagcdo acima descrita, os mondcitos aderidos a
laminula foram utilizados para o teste de fagocitose em placa. A fagocitose

foi testada de duas formas: quando os eritrocitos parasitados foram ingeridos
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pelos receptores para opsoninas e quando foram ingeridos pelos receptores

para padrfes moleculares de patégenos.

A capacidade fagocitaria dos mondcitos pelos receptores para
opsoninas, principalmente os componentes do sistema complemento, foi
realizada pela sensibilizacdo prévia dos eritrécitos infectados com o P.
falciparum com o soro do préprio doador. Foi feita utilizando eritrocitos
parasitados pelo Plasmodium falciparum que tinham ou n&o sofrido a
influéncia das drogas antiparasitarias por 60 min e/ou com o tratamento
prévio dos mondcitos com as drogas ou RPMI 1640, por 60 min.

A sensiblizacdo dos eritocitos infectados foi feita pela incubacao previa
por 30 min, a 37°C, com soro fresco do proprio doador a 10% do volume
final. Quando os eritrécitos infectados sao incubados com o soro fresco, as
fracbes do sistema do complemento presentes no soro adsorvem-se a
superficie dos eritrocitos parasitados propiciando a fagocitose pelos
mondcitos pelos receptores para as fracées do complemento.

Para avaliacdo da fagocitose pelos receptores para padroes
moleculares de patdégenos, o soro fresco foi substituido por soro fetal bovino
inativado a 37°C por 30 min em banho-maria, e os eritrocitos submetidos ao
mesmo procedimento de incubacédo por 30 min, a 37°C.

A avaliacdo da fagocitose, tanto pelos receptores para PMPs quanto
pelos receptores para opsoninas trés abordagens diferentes em relacdo ao
tratamento com as drogas antimalaricas foram feitas: a) apenas os
monaocitos foram previamente tratados com o0s antimalaricos cloroquina,
primaguina e sulfato de quinina. B) somente os eritrocitos parasitados pelo
P. falciparum foram previamente tratados com os antimaléaricos. C) tanto os
monaocitos quanto os eritrocitos parasitados foram tratados previamente com
0os antimaléaricos. Esses grupos foram formados para discriminar se as
drogas antimalédricas estavam modulando diretamente a funcdo dos
monocitos ou se a acao antiparasitaria das drogas estava facilitando a
fagocitose dos parasitos pelo fato deles terem sofrido modificagbes pela

acao das drogas, facilitando assim a sua ingestdo, ou ainda se ambos, 0s
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mondcitos e os eritrécitos parasitados, estavam sofrendo a acdo das drogas,
modificando suas atividades. As drogas foram utilizadas nas concentracdes
anteriormente citadas. Para comparar os resultados encontrados nos grupos
que receberam tratamento com os farmacos antimalaricos, foram feitos
grupos controles onde as células recebiam no lugar apenas RPMI completo
com SFB, repetindo todas as incubacdes e lavagens feitas nos outros
grupos.

Os mondcitos aderidos a laminula, como acima descrito, foram tratados
com as drogas ou com RPMI por 1 hora, e apds esse periodo, distribuiu-se
sobre essas células 1x10° eritrécitos infectados com P. 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 proprio doador.

As placas foram incubadas por 30 minutos a 37°C, em camara Umida,
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 preparacfes 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 preparagoes, que foram secas com
vento quente, fixadas com metanol absoluto (Vetec) por 1 min e coradas
com Giemsa (Dinamica) a 10% em tampao para coloracéo, pH 7,2 por 15
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 foi feita
apenas ao final das leituras. As laminas foram analisadas ao microscopio
optico, com aumento de 1000X, em imersédo, para determinar o indice
fagocitario.

O indice Fagocitario foi calculado pela multiplicacdo da proporcéo de
monaocitos envolvidos na fagocitose pela média de parasitos fagocitados por
monocito. Foram contadas 500 células para cada preparacdo. Foram
quantificados separadamente a fagocitose total, de formas em anel,

esquizonte e de hemozoina.
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3.3.6. Expressdo de corpusculos lipidicos detectada pela
coloragcdo com o6leo vermelho O quando os mondcitos foram
estimulados com eritrécitos infectados com Plasmodium

falciparum tratados ou ndo com os antimalaricos.

Para avaliacdo da expresséo dos corpusculos lipidicos pelos mondcitos
foi utilizada a coloracdo com 6leo vermelho O (oil red O), que apresenta
grande solubilidade em lipideos e cora de vermelho os corpusculos lipidicos

presentes no citoplasma dos mondcitos.

Os procedimentos de aderéncia dos mondcitos, tratamento com
antimalaricos e estimulo dos mondcitos pela fagocitose dos eritrocitos
parasitados foram realizados conforme descrito para a fagocitose. Ao fim do
processo de fagocitose as preparacfes foram lavadas e as células foram
fixadas com paraformaldeido a 4%, por 30 min, lavadas duas vezes com
STF, pH 7,2 e uma vez com &lcool isopropilico a 60%. Em seguida, as
células foram coradas por 15 min com uma solugdo de 6leo vermelho O
fitrado uma vez em filtro de 0,45um e duas vezes em filtro 0,22 ym e
preparada no momento do uso, a partir de uma solucdo estoque a 0,5%,
sendo trés partes da solucdo estoque para duas partes de agua Milli Q. 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 agua
Milli Q. Os nucleos celulares foram corados com hematoxilina de Carazzi por
5 min, lavadas novamente com agua Milli Q e as laminulas foram montadas
sobre laminas de vidro sobre uma fina camada de meio de montagem
gelatinoso (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 0leo
vermelho foi realizado em duplicata para cada tratamento e controle e as
preparacdes foram quantificadas em microscopio 6tico. Os corpusculos
lipidicos foram identificados como estruturas circulares que se coram em

vermelho no citoplasma dos mondcitos. Para cada lamina foram contadas

23



200 células e foram estabelecidas a quantidade média de corpusculos
dentro de cada mondcito (MCL), a porcentagem de mondcitos apresentando
corpusculos lipidicos no citoplasma (M%) e o indice corpuscular (IC) que € a

expressao da MCL multiplicada pelo M% (Adaptado de Borges, 2013).

3.3.7. Influéncia das drogas antimalaricas cloroquina, primaquina
e sulfato de quinina sobre a producao in vitro de 6xido nitrico
apos incubacdo dos mondcitos com eritrocitos infectados com

Plasmodium falciparum

A producéo do oxido nitrico foi avaliada pela quantificacdo do nitrito
nos sobrenadantes das culturas tratadas ou ndo com o0s antimalaricos e

estimuladas ou ndo com eritrécito infectado.

O sangue periférico foi coletado e as CMN foram separadas por
centrifugacdo em Percoll a 750 g por 15 min a 4°C. As CMN recuperadas
eram ressuspensas em 10 mL de STF gelada e centrifugadas 1 vez 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,
centrifugado a 200g, por 10 minutos, a 4°C, para retirar as plaquetas. A
viabilidade era determinada pela exclusao da nigrosina e foi sempre superior
a 95%. As CMN (1,5 x10°/200ul por escavacdo) eram incubadas em RPMI
1640 incompleto (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 mondcitos. As
preparacdes em triplicata eram tratadas ou ndo com as drogas antimalaricas
cloroquina, primaquina e sulfato de quinina, nas mesmas concentragdes
acima referidas e incubadas por 1 hora ou ndo. Apés, foram aspirados os
sobrenadantes e acrescentados os eritrocitos parasitados (1x10°) ou néo
parasitados por 30 min, a 37°C, 5% de CO2. Apés 24 h de incubacgéo, 100
pl dos sobrenadantes eram acrescentados ao reagente de Greiss (1-38 N
naftiletileno diamina dihidrocloridro) a 0,1 %, sulfanilamida a 1% e H3PO4 a

25 %, e a reacgdo era lida em espectrofotometro de placa (Spectramax plus
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384 - Molecular Devices), em 540 nm e os resultados foram expressos como
MM NO:2 (Green e cols., 1981; Muniz-Junqueira e cols, 2005).

A curva padrao foi feita pela diluicdo seriada do nitrito de sodio
(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 uM, 12,5 uM, 6,25 uM,
3,12 uM e 1,56 M.

3.3.8. Determinacdo da producdo de peroxido de hidrogénio
utilizamos a técnica da oxidacdo do vermelho de fenol na
presenca de peroxidase ap0s incubacdo dos mondcitos com
eritrocitos infectados ou ndo com Plasmoédio falciparum e

tratados ou ndo com as drogas antimalarica

Para avaliar a producéo de H2032, utilizamos a técnica da oxida¢do do
vermelho de fenol na presenca de peroxidase. Os mondcitos foram obtidos
por centrifugacdo em gradiente de Percoll e mantidos a 4°C até o momento
da utilizacdo. Os mondcitos (1,5x10°%) eram distribuidos em placas de 96
pocos de fundo chato, em triplicata, em 200ul de RPMI incompleto. As
placas eram incubadas por 1 hora em camara Umida, a 37°C em 5% de CO2
em ar para permitir a aderéncia das células. ApOs esse periodo, as
escavacoes eram lavadas 2 vezes com 200ul de STF 37° e em seguida,
eram adicionados 200ul das drogas indivudualmente ou meio RPMI 1640,
nas concentragdes ja citadas e novamente incubadas em camara umida, a
37°C com 5% de CO2 em ar por 1h. Apds esse periodo o sobrenadante era
aspirado e incubado com 1x10% eritrocitos infectados ou ndo com P.
falciparum em 200ul de RPMI completo com 10% de pool de soro humano
inativado. As placas eram incubadas em camara umida, a 37°C com 5% de
CO2 em ar por 30 min. Apos esse periodo, as escavagfes eram lavadas 3
vezes com 200ul de STF a 37°C e eram adicionados 140 yL de 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 (Sigma), e a placa era
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incubada novamente por mais 60 min em camara Umida, a 37°C em
ambiente com 5% de CO:2 em ar. ApOs esse periodo, a reagcdo era
interrompida pela adicdo de 10ul de NaOH 1N e, em seguida, a placa era
lida em espectrofotometro de placa (Spectramax Plus 384, Molecular
Devices) com filtro de 620nm. Uma curva padréo para quantificacdo do H20:2
(Merck) era preparada nas concentracées de 100uM, 50uM, 25uM, 12,5 uM,
6,25uM, 3,12uM, 1,56uM e OuM com vermelho de fenol acrescido de
peroxidase tipo Il, correspondente as diluicdes de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128.

3.4. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Prism®
(Graphpad, USA, 2005).

A normalidade ou ndo das varidveis nas amostras foi avaliada 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 nao apresentaram distribuicdo normal foi
utilizado o teste de Wilcoxon. Para amostras independentes foram utilizados
o teste t ou o teste de Mann-Whitney quando a comparacao era feita entre
duas amostras. Para as amostras com mais de duas variaveis o teste Anova
foi utilizado para aquelas que tinham distribuicdo normal e quando nao
normal, o teste Kruskal Wallis.

As diferencas entre as varidveis comparadas foram consideradas
estatisticamente significantes 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 mediana, quartis e

extremos.
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RESULTADOS
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4.1. Influéncia do tratamento de mondcitos de individuos normais
e/ou dos eritrocitos infectados com P. falciparum com cloroquina,

primaquina ou sulfato de quinina, sobre a capacidade fagocitaria

A influéncia do tratamento in vitro de fagdcitos de individuos normais
com as drogas antiplasmadio cloroquina, primaquina ou sulfato de quinina
sobre a capacidade fagocitaria dos mondcitos foi investigada pelo teste de
fagocitose em placa.

Avaliou-se a fagocitose por meio de dois tipos de receptores: a
mediada por receptores para padrbes moleculares associados a patégenos,
qguando os parasitos foram incubados com soro fetal bovino inativado e a
mediada por receptores para opsoninas, quando 0s parasitos foram
incubados com plasma fresco do doador.

A capacidade fagocitaria foi expressa por meio do indice fagocitéario,
da média de parasitos interiorizados pelo mondcito e da proporcdo de
fagdcitos envolvidos na fagocitose. Essa expressdo também foi avaliada
para as diferentes particulas fagocitadas: anel, esquizonte e hemozoina.

4.2. Influéncia do tratamento in vitro com cloroquina de
monaocitos de individuos normais e/ou de eritrocitos infectados
com P. falciparum sobre a fagocitose pelos receptores para

opsoninas
Fagocitose total

O tratamento dos mondcitos e dos eritrécitos infectados com a
cloroquina por 1 hora diminuiu a mediana do indice fagocitario dos
monaocitos de 9,4 para 7,8 (p=0,031, teste de Wilcoxon). Isso ocorreu pelo
menor envolvimento dos mondcitos na fagocitose 9,4 x 7,8 (p=0,031, teste
de Wilcoxon), pois ndo houve alteracdo do numero de eritrécitos parasitados
ingeridos pelos mondcitos (p>0,01), (FIGURA 2A, D E G).
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Quando somente os eritrocitos infectados foram tratados com a
cloroquina por 1 h houve diminuicdo da mediana do indice fagocitario de 9,4
para 6,402 (p=0,05, Wilcoxon), o que se repetiu quando avaliamos a
propor¢cdo de mondcitos envolvidos na fagocitose (FIGURA 2B E H). Nao
houve influéncia da cloroquina sobre a mediana do numero de eritrécitos
ingeridos por monacito (FIGURA 2D, E, H).
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Figura 2. Influéncia da cloroquina sobre a fagocitose total de eritrocitos parasitados
sensibilizados com soro humano fresco. (A, B,C) indice fagocitario (D,E,F) Média de
eritrécitos parasitados fagocitados por monécito (G,H,I) Proporcdo de mondcitos
envolvidos na fagocitose.

Discriminacao da fagocitose das formas em anel, e esquizonte do
plasmodio e hemozoina quando os eritrécitos parasitados foram

tratados com a cloroquina

Quando a andlise foi feita considerando as formas de
desenvolvimento do parasita, anel e esquizonte e os restos de hemozoina,

individualmente, observamos que apenas para 0s esquizontes houve
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diminuicdo significativa nas medianas do IF e da proporcdo de mondcitos
envolvidos na sua ingestao, que foi de 0,4 para 0 (p=0,0224, Mann Whitney),

guando somente os eritrécitos foram tratados por 1 h (FIGURA 4B E H).

Quando somente os mondcitos receberam tratamento por 1 h com a
cloroquina, ndo houve alteracdo na mediana do indice fagocitario e nem na
propor¢cdo de mondcitos envolvidos na fagocitose. Também ndo houve
influéncia sobre a mediana do nimero de eritrécitos infectados ingeridos por
monaocitos. Esses resultados repetiram-se quando mondcitos e eritrocitos

foram tratados simultaneamente por 1 h (FIGURAS 3, 4 E 5).
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4.3 Influencia do tratamento in vitro de mondcitos de individuos
normais e/ou de eritrocitos infectados com P. falciparum com
cloroquina sobre a fagocitose pelos receptores para padrdes

moleculares de patdégenos.
Fagocitose total

O tratamento com a cloroquina ndo modificou estatisticamente
nenhum dos parametros avaliados quando testamos a fagocitose total
(FIGURA 6).
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Figura 6. Influéncia da cloroquina sobre a fagocitose total de eritrocitos parasitados
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Discriminacao da fagocitose das formas em anel e esquizonte do
plasmdédio e hemozoina quando os eritrocitos parasitados foram

tratados com a cloroquina

No grupo onde os eritrécitos foram tratados por 1h e analisada a
fagocitose das formas em esquizonte, observamos diminuigdo significativa
nas medianas do IF e da proporcdo de mondcitos envolvidos na fagocitose,
gue foi de 0,4 para 0 (p=0,0198, teste Mann Whitney). Figura 8B e H.

Nenhum outro par&metro analisado e nenhuma outra forma do
parasito individualmente analisada sofreu influéncia significativa da
cloroquina (FIGURAS 7, 8 e 9).
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4.4 Influéncia do tratamento in vitro de mondcitos de individuos
normais e/ou de eritrocitos infectados com P. falciparum com a

primaquina sobre a fagocitose pelos receptores para opsoninas
Fagocitose total

O tratamento dos monocitos e dos eritrocitos infectados com a
primaquina por 1 h diminuiu a mediana do indice fagocitario dos monécitos
(p=0,05, teste Mann Whitney), e diminuiu a mediana da proporcdo de

monaocitos envolvidos na fagocitose (p=0,0153, teste Mann Whitney) e nao
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influenciou a mediana do nimero de eritrdcitos infectados interiorizados por
monaocitos (FIGURA 10A, D e G).

A primaquina ndo influenciou a fagocitose quando apenas o0s
monaocitos ou eritrécitos foram tratados (FIGURA 10B, C, E, F, H E
.
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Figura 10. Influéncia da primaquina sobre a fagocitose total de eritrocitos
parasitados sensibilizados com soro humano fresco. (A,B,C) indice fagocitario
(D,E,F) Média de eritrocitos parasitados fagocitados por mondcito (G,H,l) Proporgéo
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Discriminacao da fagocitose das formas em anel e esquizonte do
plasmodio e hemozoina quando os eritrécitos parasitados foram

tratados com a primaquina

Quando foi feito o tratamento dos monocitos com a primaquina, houve
diminuicdo do indice fagocitario e da propor¢cdo de mondcitos envolvidos na

fagocitose das formas em anel de 0,1 para 0,0 (p=0,03, teste Mann

37

Con'trole Prima'quina Con'trole Prima\'quina Controle Primaquina



Whitney), (FIGURA 11B e I). Nos grupos onde 0s mona@citos e os eritrocitos

foram tratados simultaneamente, observamos diminuicdo do IF e da

proporcado de mondcitos envolvidos na fagocitose dos restos de hemozoina
de 8,1 para 2,9 (p= 0,05,teste t), (FIGURA 13A).

N&o houve influéncia do tratamento com a primaquina sobre a

fagocitose das outras formas do parasito (FIGURAS 11, 12 e 13).
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Figura 13. Influéncia da primaquina sobre a fagocitose dos eritrécitos parasitados
com as formas em hemozoina sensibilizadas com soro humano fresco. (A,B,C)
indice fagocitario (D,E,F) Média de eritrécitos parasitados fagocitados por mondcito.
(G,H,l) Propor¢éo de mondcitos envolvidos na fagocitose.

4.5 Influencia do tratamento in vitro com a primaquina de
mondécitos de individuos normais e/ou de eritrocitos infectados
com P. falciparum sobre a fagocitose pelos receptores para

padrdes moleculares de patdégenos

Fagocitose geral

O tratamento dos monocitos e dos eritrocitos infectados com a
primaquina por 1 h diminuiu a mediana do indice fagocitario dos mondcitos
de 8,4 para 5,0 (p=0,0179, teste t). Isso ocorreu pelo menor envolvimento

dos mondcitos na fagocitose 8,4 x 4,6 (p=0,0148, teste t), pois ndo houve
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alteracdo do numero de eritrocitos parasitados ingeridos pelos mondcitos
(Figura 14A, D e G).

Quando somente os eritrocitos infectados ou os mondcitos foram
tratados individualmente com a primaquina por 1 h ndo houve influéncia
sobre os parametros analisados (FIGURA 14B, C,E,F, He ).
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Figura 14. Influéncia da primaquina sobre a fagocitose total de eritrdcitos
parasitados ndo sensibilizados. (A,B,C) indice fagocitario (D,E,F) Média de
eritrécitos parasitados fagocitados por mondcito (G, H,l) Proporcdo de mondcitos
envolvidos na fagocitose.

Discriminacdo da fagocitose pelos receptores para padrdes
moleculares de patdgenos das formas em anel e esquizonte do
plasmodio e hemozoina quando os eritrécitos parasitados foram

tratados com a primaquina

Quando os mondcitos e eritrécitos foram tratados com a primaquina,

houve diminuicdo do IF de 7,2 para 1,0 (p=0,007, teste t) e da proporcéao de
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mondcitos que fagocitaram hemozoina de 7,1 para 1,0 (p=0,01, teste Mann
Whitney), (FIGURA 17A e G).

N&o houve diferenca estatistica na fagocitose das outras formas do

parasito (FIGURAS 15, 16 e 17).
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Figura 16. Influéncia da primaquina sobre a fagocitose dos eritrécitos parasitados
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Média de eritrocitos parasitados fagocitados por mondcito. (G,H,l) Proporcao de
mondcitos envolvidos na fagocitose.
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Figura 17. Influéncia da primaquina sobre a fagocitose dos eritr4citos parasitados
com as formas em hemozoina néo sensibilizadas. (A,B,C) indice fagocitario (D,E,F)
Média de eritrocitos parasitados fagocitados por mondcito. (G,H,l) Proporcdo de
mondcitos envolvidos na fagocitose.

4.6 Influencia do tratamento in vitro com o sulfato de quinina de
monaocitos de individuos normais e/ou de eritrocitos infectados
com P. falciparum sobre a fagocitose pelos receptores para

opsoninas
Fagocitose total

O tratamento com o sulfato de quinina ndo modificou nenhum dos

parametros avaliados quando testamos a fagocitose total (FIGURA 18).
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Figura 18. Influéncia do sulafto de qunina sobre a fagocitose total de eritrcitos
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Discriminacao da fagocitose das formas em anel e esquizonte do
plasmddio e hemozoina quando os eritrocitos parasitados foram

tratados com a primaquina

O tratamento dos mondcitos e eritrocitos concomitantemente diminuiu
a mediana do IF dos mondcitos que fagocitaram hemozoina de 8,1 para 3,9
(p= 0,04, teste t), (FIGURA 21A). Nenhum outro tratamento influenciou na
fagocitose das outras formas do parasito (FIGURAS 19, 20 e 21).
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4.7 Influencia do tratamento in vitro com o sulfato de quinina de
monaocitos de individuos normais e/ou de eritrocitos infectados
com P. falciparum sobre a fagocitose pelos receptores para

padrées moleculares de patdgenos
Fagocitose total

O tratamento dos mondcitos e dos eritrécitos infectados com o sulfato
de quinina por 1 h diminuiu a mediana do indice fagocitario dos mondcitos
de 8,4 para 5,6 (p=0,04, teste t), como também diminuiu a mediana da

proporcdo de mondcitos envolvidos na fagocitose de 8,4 para 5,0 (p= 0,04,
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teste t) e aumentou a mediana do numero de eritrécitos infectados
interiorizados por mondcitos (FIGURA 22A, D e G).

O sulfato de quinino nédo alterou a fagocitose quando somente 0s
eritrocitos infectados foram tratados (FIGURA 22B, E e H).

Quando somente os mondcitos foram tratados por 1 h com a sulfato
de quinina, observou-se diminuicdo do indice fagocitario de 8,4 pra 5,6 (p=
0,02, teste t) e da proporcdo de mondcitos envolvidos na fagocitose de 8,4
para 4,8 (p= 0,02 teste t) e aumentou da ingestdo dos eritrécitos parasitados

por mondcito (p=0,03, teste t, com corregdo de Welch’s), (FIGURA 22C, F e
.
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Discriminacao da fagocitose das formas em anel e esquizonte do
plasmddio e hemozoina quando os eritrécitos parasitados foram

tratados com o sulfato de quinina

Quando somente os mondcitos foram tratados por 1 h com o sulfato
de quinina houve diminuicdo da mediana do IF para hemozoina de 7,2 para
4,2 (p=0,02, teste t) e da proporcado dos mondcitos envolvidos na fagocitose
de 7,1 para 3,7 (p=0,02, teste t), mas ndo modificou a mediana do numero
de eritrocitos infectados com hemozoina ingeridos por mondcito (FIGURA
25C, Fel).

A fagocitose das outras formas do parasito ndo foram alteradas pelo
tratamento com a droga (FIGURAS 23, 24 e 25).
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Figura 25. Influéncia do sulfato de quinina sobre a fagocitose dos eritrécitos
parasitados com as formas em hemozoina ndo sensibilizadas. (A,B,C) indice
fagocitario (D,E,F) Média de eritrécitos parasitados fagocitados por mondcito.
(G,H,l) Propor¢céao de mondécitos envolvidos na fagocitose.

4.8. Corpusculos Lipidicos

4.8.1. Influencia do tratamento in vitro com a cloroquina,
primaquina ou sulfato de quinina sobre a expressao de
corplsculos lipidicos pelos monécitos estimulados pelos
receptores para opsoninas com eritroécitos parasitados pelo P.

falciparum
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A quantificacdo de corpusculos lipidicos nos mondcitos humanos foi
feita ap6s a estimulagdo com eritrocitos parasitados pelo P. falciparum
sensibilizados com o soro humano fresco. A expressao dos corpusculos
lipicios foi representada pelo numero médio corpusculos expresso por

mondcito expressando corpusculo lipidico.

Quando os monacitos foram tratados com a primaquina e estimulados
pelos receptores para opsoninas, houve aumento somente da mediana do
namero corpusculos lipidicos expressos por mondcito de 2,3 para 4,4
(p=0,0242, teste t), (FIGURA 26E).
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Figura 26. Influéncia da cloroquina, primaquina ou sulfato de quinina sobre o indice
corpuscular (IC), numero médio de corpusculos lipidicos expressos por monécito e
propor¢cdo de mondcitos expressando corpusculo lipidico de mondcitos humanos
estimulados por eritrécitos parasitados pelo P. falciparum sensibilizados. (A,B,C)
indice Corpuscular, (D,E,F) Nimero médio de corpusculos lipidicos expressos por
mondcito, (G,H,l) Porcentagem de mondcitos expressando corpusculos lipidicos.
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4.8.2. Influencia do tratamento in vitro com a cloroquina,
primaquina ou sulfato de quinina sobre a expressao de
corpusculos lipidicos pelos mondécitos estimulados pelos
receptores para padrées moleculares de patégenos com

eritrocitos parasitados pelo P. falciparum

Quando a expressao dos corpusculos lipidicos foi avaliada com os
monaocitos sendo estimulados pelos receptores para padrbes moleculares de
patdgenos observamos que o tratamento com a cloroquina, primaquina ou
sulfato de quinina por 1 h diminuiu significantemente a mediana do indice
corpuscular de 170,1 para 30 (p= 0,0004, teste t pareado) com a cloroquina,
para 29 (p= 0,0008, teste t pareado) com a primaquina e para 23,5
(p=0,0013, teste t) com o sulfato de quinina. A mediana da proporcéo de
mondcitos que expressando corpusculos lipidicos também sofreu diminuigéo
significativa com o tratamento por todas as drogas (p<0,0001, teste Kruskal
Wallis). Ndo houve alteracdo na numero de corpusculos expressos por
monacito para nenhuma das drogas (FIGURA 27A,D,E)

O mesmo ocorreu quando apenas os eritrécitos foram tratados e
quando apenas os mondcitos foram tratados com as drogas (p<O0,05).
FIGURA 27B,C,E,F,H,).
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Figura 27. Influéncia da cloroquina, primaquina ou sulfato de quinina sobre o indice
corpuscular (IC), numero médio de corpusculos lipidicos expressos por mondcito e
propor¢cdo de mondcitos expressando corpusculo lipidico de monécitos humanos
estimulados por eritrécitos parasitados pelo P. falciparum ndo sensibilizados.
(A,B,C) indice Corpuscular, (D,E,F) Numero médio de corpusculos lipidicos
expressos por mondcito, (G,H,I) Porcentagem de mondcitos expressando
corpusculos lipidicos.

4.9. Producédo de Oxido Nitrico

O 6xido nitrico foi determinado para avaliar a influéncia das drogas
antimalaricas estudadas sobre a capacidade de producdo de moléculas

microbicidas pelos monécitos humanos contra o P. falciparum.

4.9.1 Influéncia da cloroquina, primaquina e sulfato de quinina
sobre a producdo de oxido nitrico basal e estimulada pelos
eritrécitos infectados ou néo pelo P. falciparum pelos mondcitos

humanos
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A incubacéo por 24 h de eritrocitos ndo parasitados com 0s monagcitos
ocasionou um aumento na producdo do 6xido nitrico (51,18 para 53,32,
p=0,04, teste t pareado). Quando a primaquina foi acrescentada a cultura,
permaneceu 0 mesmo aumento na producdo do NO (51,18 para 53,73,
p=0,011, teste t pareado). Quando analisamos o influéncia do sulfato de
quinina sobre a producdo do NO, houve uma diminuicdo na producao do
NO guando incubamos os mondcitos com os eritrocitos normais na presenca
do sulfato de quinina (4,3 para 4,04, 0=0,028, Wilcoxon). A cloroquina néo

influenciou a producéo do NO em nosso sistema (FIGURA 28).
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Figura 28. Influéncia da cloroquina, primaquina e sulfato de quinina na producéo in
vitro de 6xido nitrico basal ou estimulado por eritrécitos parasitados ou néo pelo P.
falciparum pelos mondcitos humanos. A) Cloroquina, B) Primaquina e C) Sulfato de
quinina.
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4.10. Producéo de Peroxido de Hidrogénio

O peroxido de hidrogénio foi determinado para avaliar a influéncia das
drogas estudadas sobre a capacidade de producdo de moléculas

microbicidas pelos monécitos humanos de individuos saudaveis.

4.10.1. Influéncia da cloroquina, primaquina e sulfato de quinina sobre
a producdo de peroxido de hidrogénio pelos mondécitos humanos

estimulados por eritrécitos infectados ou ndo com P. falciparum

A incubacao dos mondcitos com os eritdcitos parasitados aumentou a
producdo de perdéxido de hidrogénio pelos mondcitos (5,2 para 11,4,
p=0,009, Wilcoxon), entretanto com o acréscimo do sulfato de quinino nas
culturas ndo modificou a produgcdo do NO (11,8 para 10,1, p=0,09,
Wilcoxon). FIGURA 29.

Os outros tratamentos nao influenciaram a producdo do peréxido de

hidrogénio.
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Figura 29. Influéncia da cloroquina, primaquina e sulfato de quinina na producéo in
vitro de H.O, basal e estimulado ou ndo com o P. falciparum pelos mondcitos
humanos. A) Cloroquina, B) Primaquina e C) Sulfato de quinina.
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Tabela 2. Resumo dos resultados.

Farmaco Cloroquina Primaquina Sulfato de
quinina
M+E |E |M |M+E | E M|M+E |E | M
Células tratadas
Fagocitose IF = =| = ! = | = 1 =] |
geral (rPMP) Média =2 = = = = | = 7 =11
% = = = 1 = = 1 = l
Fagocitose geral | IF l 1]l ! = [=] = = | =
(rOpsoninas) Média = = = = = =] = = | =
% l l l l = = = = =
Fagocitose de IF = [=]= l == = ]=1]=
hemozoina Média = =| = = = [=] = =]
(rPMP) Y% = =| = 1 == = =N =
Fagocitose IF 1 [ 1| = ! = =] U = |
hemozoina Média = | =] = = = [ =1 = = | =
(rOpsoninas) o = =] = = == = [=1]1
Fagocitose de IF = = = R = | =
esquizonte Média = | =] = = = =3 = = | =
(rPMP) Y% = 1| = = = | = = ==
Fagocitose de IF = = = = [ =1 = = | =
esquizonte Média = =| = = = | = = = (=
(rOpsonina) % = 1] = = = |=] = = | =
Fagocitose do IF = =| = = == = = | =
plasmédio na Média = =N = = = [=] = = | =
forma de anel % = = = = R = | =
(rPMP)
Fagocitose do IF = =] = = = || = = | =
plasmédio na Média = = = = = [=] = = | =
forma de anel % = = = = = || = = =
(rOpsonina)
Expresséo de IC L L]l ! R 1]l
corpos Média = =| = = == = = | =
lipidicos(rPMP) | % L 1]l ! R 1]l
Expresséo de IC = = = = = = = = =
corpos lipidicos Média = =] = = HE = = =
(rOpsoninas) % = =| = = = |=] = = | =
ENI | El | CLO | CLO+ CLO+El | PRI PRI+ENI PRI+EI SQ SQ+ENI | 5Q + El
ENI
NO 1 = = = = = 1 = = l =
H-05 = 1 = = = = = = = =
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Nosso trabalho mostrou pela primeira vez que o sulfato de quinina, a
cloroquina e a primaquina deprimiram a expressao de corpusculos lipidicos
nos monaocitos humanos e ampliamos o conhecimento sobre a influéncia
dessas trés drogas sobre a capacidade fagocitaria dos mondcitos.
Mostramos que o sulfato de quinina deprimiu a capacidade fagocitaria dos
monocitos pelos receptores para padrbes moleculares de patdégenos,
principalmente por diminuir a fagocitose de hemozoina. A cloroquina
deprimiu a fagocitose principalmente pelos receptores para opsoninas, as
custas da menor fagocitose de esquizontes e hemozoina. E a primaquina
deprimiu a fagocitose tanto pelos receptores para opsoninas quanto pelos
receptores para padrdes moleculares de patdgenos.

Neste trabalho foi avaliada a influéncia in vitro das drogas
antiplasmodiais cloroquina, primaquina ou sulfato de quinina sobre a
capacidade fagocitaria, discriminando em nossa analise quando o0s
monaocitos e/ou eritrécitos foram tratados com as drogas, procurando melhor
esclarecer se as alteracbes seriam decorrentes da influéncia
imunomoduladora das drogas sobre o mondcito ou se era decorrente da
maior facilidade para fagocitose pela lesdo do plasmédio ocosionada pelo
tratamento com as drogas antiparasitarias. Mostramos que as alteracfes
decorrentes do tratamento com o sulfato de quinina foram aparentes apenas
quando o0s mondcitos foram tratados, sugerindo que o papel
imunomodulador sobre os mondécitos foi 0 predominante. Entretanto, a
cloroquina diminuiu a fagocitose tendo efeito depressor sobre os mondcitos,
mas a fagocitose também mostrou-se deprimida quando apenas o0s
eritrocitos  parasitados foram tratados, sugerindo que sua acéo
antiparasitaria influenciou também o resultado da fagocitose.

Nossos resultados estdo de acordo com observacdes prévias que
mostraram que a cloroquina diminuiu a fagocitose de eritrécitos parasitados
pelo P. falciparum pela linhagem de mondcitos tumorais J111 de leucemia
monocitica (Shalmiev e cols., 1996), diminiu a fagocitose de particulas de
latex, de eritrocitos de carneiro sensibilizados com hemolisina e

Staphylococcys aureus por mondécitos de macacos Rhesus infectados com
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P. knowlesi, particularmente apos a terceira dose do tratamento com
cloroquina (Prasad, 1986). Essa ultima acdo dependeu do tempo e da dose
da droga agindo sobre os fagodcitos (Prasad, 1987). A cloroquina diminuiu
também a fagocitose de eritrocitos de carneiro sensibilizados com IgG e de
S. cerevisiae por mondcitos de individuos tratados com cloroquina (Osorio e
cols, 1992). Entretanto, diferentemente, a cloroquina aumentou a atividade
de fagocitos mononucleares humanos para C. neoformans, por mecanismo
independente de ferro, mas dependente do aumento do pH no
fagolissosomo do fagécito (Levitz e cols, 1997). Os mecanismos que tém
sido sugeridos para a acao da cloroquina sédo o aumento do pH lisosomal, a
limitacdo da disponibilidade de ferro intracelular (Levitz,1997), a ampliacédo
da fusdo do fagolisosoma e por romper o trafico intracelular pela ruptura
lisosomal (Meenakshi, 2000). Como nossos dados mostraram que a
cloroquina diminuiu a proporcdo de mondcitos envolvidos na fagocitose, é
possivel que o farmaco tenha diminuido também a capacidade quimiotatica
dos monacitos.

A menor capacidade fagocitaria determinada pela cloroquina ocorreu
tanto quando foi feito o tratamento apenas dos mondcitos como também
apenas dos eritrocitos, sugerindo que a cloroquina pode modificar a funcéo
do mondcito, mas atua também alterando as caracteristicas do parasito,
dificultando sua fagocitose, possivelmente alterando a susceptibilidade a
ligagdo aos componentes do sistema do complemento. De fato, tem sido
mostrado que no desenvolvimento intraeritrocitario do plasmodio ocorre
modificacdes na membrana do eritrécito, com aglomeracdo do antigeno
banda 3 da superficie do eritrocito. Essa alteracdo propicia a ligacdo de
autoanticorpos a essa regido, com deposicao da fracdo C3 do complemento
no local, o que facilita a fagocitose do eritrocito parasitado por essa via
(Shalmiev e cols., 1996). O tratamento de mondcitos com cloroquina reduziu
a ligagdo de IgG as células infectadas (Shalmiev e cols.,1996), sendo
provavel que isso diminuiu e ligacdo de C3 a membrana dos eritrocitos
justificando a menor capacidade fagocitaria pelos receptores para opsoninas

gue observamos quando os eritrécitos foram tratados com cloroquina.
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Quando analisamos a fagocitose pelos receptores para opsoninas, 0
processo de ingestao dos eritrcitos parasitados ocorre principalmente pelos
receptores para complemento. As proteinas do sistema do complemento
fazem parte da imunidade inata, sdo quimiotaticas e facilitam a fagocitose
pelos mondcitos. Porém, quando esse sistema é ativado em excesso, pode
atuar mediando a patogenese da infeccdo malarica (Silver, 2010).
Sustentando essa idéia, Patel el al. (2008), usando um modelo murino,
bloqueou o receptor para C5a e mostrou que essa interferéncia aumentou a
sobrevida dos animais suscetiveis & malaria cerebral. Estes dados implicam
a excessiva ativagdo do sistema do complemento na patogénese da maléaria
cerebral experimental. O bloqueio in vitro da deposicdo de complemento
impediu entre 80 a 95% da fagocitose dos eritrocitos infectados com o
parasito na fase em anel (Turrini e cols., 1992). A teoria de que a ativacao
excessiva do complemento contribui para a maléria grave tem instigado a
investigacdo de mecanismos reguladores que possam controlar a
hiperativacdo do complemento, tais como o bloqueio do CR1, CD35, CD55 e
CD59 (Cornacoff e cols., 1983).

Estudos in vitro mostraram que a acdo anticomplemento da cloroquina
ocorreu apenas quando a droga foi utilizada em dose muito acima da
terapéutica, sendo o consumo do complemento observado mesmo na
auséncia de ions Ca2+ e Mg2+. A cloroquina também promoveu hemdlise
de eritrécitos de coelho mesmo na presenca de Mg2+ e do &acido tetraacético
etileno glicol (EGTA), que € um quelante principalmente do célcio. Estudos
por imunoeletroforese bidimensional incubando soro humano fresco,
cloroquina e anticorpos contra o anti-C3 especifico e anti-fator B mostrou
que a cloroquina pode clivar o C3 e fator B. Entretanto,a cloroquina nao
conseguiu exercer efeito inibitorio na ativagdo do complemento por
imunocomplexos. Estudos do perfil das moleculas do complemento no soro
de pacientes com malaria pelo Plasmodium falciparum tratados com
cloroquina mostrou que os niveis séricos do C3 estavam sempre diminuidos,
e redugBes marginais nos niveis de C4, factor B e properdina ocorria em

alguns destes pacientes. Entretanto, a administracdo da cloroquina para
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individuos normais ndo modificou o perfii do complemento no soro,
sugerindo que atuacdo sobre o sistema do complemento foi devida ao
plasmaodio e ndo a droga (Chakrabarty,1985).

Em seu trabalho,Turrini (1992) mostrou que os eritrécitos infectados
opsonizados com soro ndo imune sao mais fagocitados pelos macréfagos
derivados dos mondcitos humanos, o que pode fornecer a primeira linha de
defesa contra a infec¢cdo malérica em individuos ndo imunes.

O sulfato de quinina e a primaquina deprimiram a capacidade
fagocitaria total quando foi analisada pelos receptores para padroes
moleculares de patégeno, quando mondcitos e eritrocitos foram tratados
concomitantemente com essas drogas. Para a primaquina, predominou a
depressdo da fagocitose das formas em hemozoina. Interessantemente, o
tratamento com o sulfato de quinina deprimiu a proporcdo de mondcitos
envolvidos na fagocitose, entretanto, aumentou o numero de eritrocitos
parasitados ingeridos por mondcito, tanto quando mondcitos e eritrocitos
parasitados foram tratados com a quinina, como também quando apenas 0s
mondcitos foram tratados com a droga, sugerindo que a acdo da droga foi
mais importante sobre os fagocitos, desde que nao alterou a fagocitose
guando apenas os eritrécitos foram tratados com o sulfato de quinina.

Trabalhos anteriores buscaram caracterizar 0S componentes
responsaveis pelo reconhecimento de eritrocitos infectados pelos
macréfagos, nos varios estdgios de desenvolvimento do parasita e
mostraram que a fagocitose aumentava notavelmente com a maturacdo do
parasito, o que explicaria o fato de ser a forma em anel a forma do parasito
que foi menos fagocitada em nosso estudo. Observou-se que o aumento da
fagocitose foi paralelo ao aumento da atividade metabdlica do parasito e as
alteracdes estruturais e funcionais resultantes na membrana do eritrécito do
hospedeiro. Essas alteragdes junto com a maior ligagdo de I1gG e
componentes do complemento a superficie dos eritrocitos infectados
poderiam explicar a preferéncia da fagocitose pelas formas mais adiantadas

de desenvolvimento do parasito (Turrine,1992). Na fagocitose mediada pelo
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complemento, a ingestdo do eritrocito infectado pelas formas em anel foi
maior do que das formas em trofozoito ou esquizonte (Shalmiev, 1996)

Varios dos receptores estao envolvidos na adeséo do P. falciparum as
células endoteliais, aos eritrocitos e plaquetas e também estdo presentes em
subpopulacdes de leucdcitos, incluindo CD36, ICAM1, NCAM (CD56),
gC1gR, o receptor de complemento 1 (CR1) (Rowe, 2009).

Na fagocitose pelos receptores para padroes moleculares de
patdgeno, a molécula CD36 presente na superficie do eritrcito parasitado é
a principal molécula de ligacdo ao fagdcito, como também ao endotélio
vascular (Barnwell, 1989). O CD36 € uma glicoproteina de membrana que
esta presente nas plaguetas, mondcitos/macréfagos, adipécitos, hepatocitos
e miécitos (Rowe, 2009). A ligacdo do CD36 ao seu receptor é uma
propriedade de quase todos os isolados de P. falciparum derivados de
pacientes com malaria (Rowe, 2009). Quando o macréfago se liga aos
eritrocitos infectados pelo CD36, a fagocitose ndo induz a producdo de
citocinas pro-inflamatérias, sugerindo que a ligacdo de CD36 pode levar a
evasdao do parasito (Mcgilvray, 2000; Rowe, 2009), entretanto pode
favorecer o hospedeiro por diminuir a hiperativagédo do sistema imunitario.

O CRL1 é um receptor para componentes do sistema do complemento
gue esta presente em eritrécitos, leucdcitos e células dendriticas foliculares.
Ha evidéncias de que ele seja o receptor que determina a formacao de
rosetas, pois tem sido mostrado que os eritrécitos que ndo possuem esse
receptor apresentam menor formacao de rosetas, o que pode resultar em
uma protecdo contra a malaria grave (Rowe, 2000; Rowe, 2009). E possivel
que a depressdo da fagocitose pelo sulfato de quinina ocorra pela
diminuicAo da expressdo de receptores para padroes moleculares de
patdgeno, resultando em uma menor ingestdo do parasito pela menor
ligagcdo & molécula CD36. Uma possibilidade promissora para a diminuigéo
da morbimortalidade na maléaria seria 0 melhor esclarecimento do papel do
sulfato de quinino em diminuir a expressdo da molécula CD36 e de seus
receptores, pois a droga poderia modular negativamente moléculas que

participam da fisiopatogenia das formas graves da malaria.
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Deve ser reforcado que o tratamento com o sulfato de quinina
diminuiu a proporcdo de mondcitos envolvidos na fagocitose, entretanto,
aumentou o numero de eritrocitos parasitados ingeridos por mondcito, tanto
quando os mondcitos e os eritrocitos parasitados foram tratados com a
quinina, quanto quando apenas os mondcitos foram tratados com a droga,
sugerindo que a acao da droga foi mais importante sobre a célula e nao
sobre o eritrocito infectado.

Dentre as drogas estudadas, a primaquina e o sulfato de quinina
diminuiram a fagocitose pelos rPMP. N&o esta ainda esclarecido os
mecanismos pelos quais essas drogas diminuem a fagocitose, entretanto,
algumas possibilidades podem ser sugeridas. Sua acdo inibindo a
expressdo de receptores para o CD36 seria uma possibilidade, pelo
importante papel que desempenha essa molécula nos processos de
aderéncia do eritrécito parasitado (Barnwell, 1989). O fato da glicoproteina
CD36 estar expressa também na membrana dos mondcitos/macréfagos,
além das plaquetas, adipécitos, hepatécitos, midcitos (Rowe, 2009), pode
justificar a fagocitose ter diminuido quando apenas 0os mondcitos receberam
o tratamento com a primaquina e o sulfato de quinina, mas nao quando
apenas o0s eritrécitos foram tratados, sugerindo uma modulacdo da
expressdo dessa molécula nos mondcitos quando eles foram
exclusivamente tratados com as drogas. Em adi¢cdo, Gowda (2013) mostrou
que a ligacdo ao CD36 contribui para a producdo de citocinas proé-
inflamatorias pelas células dendriticas e Huh e cols. (1996) demonstraram
um aumento transitério da expressdo de CD36 durante a diferenciacdo in
vitro de mondcitos do sangue periférico em macréfagos em cultura, e sugeriu
a regulacao na transcricdo de CD36 como o principal ponto de controle da
expressao dessa molécula. Estudos em camundongos indicam que o CD36
também contribui para a captura de eritrécitos infectados pelo P. falciparum
pelas células dendriticas (Gowda, 2013).

Nossos dados mostararm pela primeira vez o papel imunomodulador
da cloroquina, primaquina e sulfato de quinina diminuindo a expressao de

corpusculo lipidico (CL) em mondcitos humanos estimulados com eritrocitos
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infectados pelo P. falciparum pelos receptores para padrées moleculares de
patdgeno. Entretanto, essas drogas nao influenciaram a expressao dos
corpusculos lipidicos quando os monécitos foram estimulados pelos
receptores para opsoninas. Nossos dados mostraram concordancia da agao
da primaquina e do sulfato de quinina quando estimuladas pelos receptores
para padrbes moleculares de patdgeno, pois ambas deprimiram as funcdes
dos fagocitos, tanto a fagocitose quanto a expressdo dos corpusculos
lipidicos.

Os CL participam do armazenamento e processamento de lipidios e
estdo presentes em todos os organismos. Estdo distribuidos perto dos
fagolisossomos, e estdo envolvidos em diversos processos celulares como a
sinalizacao, trafico de membranas e sintese de mediadores inflamatérios
(Bozza e cols., 2011). A formacao dessa organela, sua constituicdo lipidica e
0 seu comprometimento com a producdo de mediadores lipidicos especificos
estdo diretamente relacionados ao estimulo inflamatorio envolvido.

O fato de que a diminuicdo da expressdo dos corpusculos lipidicos
ocorreu apenas quando os mondcitos foram estimulados pelos receptores
para padrdes moleculares de patdgenos, sugere que a via de estimulagéo do
fagécito foi determinante de sua acdo na modulacdo dos corpusculos
lipidicos.

Segundo D’Avila e cols.,(2011) alguns patdégenos intracelulares se
beneficiam da formacéo de corpusculo lipidico nas células hospedeiras e
essa organela associada com o0s vacUolos parasitoforos foram
demonstradas em infec¢des por Trypanossoma cruzi. O que também foi
visto em infecgdes pelo Toxoplasma gondii (Charron, 2002) e P. falciparum
(Jackson e cols., 2004, Borges, 2013).

Ao analisar o inicio da infeccdo in vitro pelo T. cruzi, Melo e cols
(2003) mostraram que o aumento da producdo de CL pelos macréfagos
peritoniais de camundongos pode ser induzida por patégenos, como também
o0 aumento da sintese de PGE2, 0 que sugere que essas organelas tém a

funcé@o de aumentar a producédo de eicosanodides durante a infecgéo.
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Nossos dados mostraram que as drogas antimaldricas estudadas
causaram uma queda importante na expressao dos corpusculos lipidicos
quando o estimulo dos fagdcicos ocorreu pela fagocitose pelos rPMPs, o
que sugere que a modulagcdo da expressdo dos corpusculos lipidicos pode
ser dependente também dos receptores CD36.

Nos compartimentos dos corpusculos lipidicos ocorre o metabolismo
do &acido araquidbnico, que é o mais importante substrato utilizado na
sintese de eicosanoides pelas enzimas COX e LOX. Possuem também uma
grande quantidade de proteinas relacionadas com o processo de sinaliza¢édo
celular e enderecamento de vesiculas (Wan e cols., 2007; Bozza e cols.,
2011). E provavel que com a diminuicdo da expressio dos receptores para o
CD36, o estimulo para a producéo das proteinas ciclooxigenase 2 (CoX) e 5-
lipoxigenase (5-LOX) também sofrem depresséo, prejudicando a formagéo
de prostaglandinas e leucotrienos, respectivamente, que sao produzidas e
armazenados principalmente nos corpusculos lipidicos (Borges, 2013).
Como a expressao dos corpusculos esta aumentada na maléaria (Borges,
2013), sua diminuicdo pelas drogas antiparasitarias pode ser uma acao
moduladora dos mecanismos determinantes da imunopatogenia nas formas
graves da malaria.

As propriedades destas enzimas sugerem que elas possam fazer
parte dos mecanismos de protecao que estdo envolvidos durante a infecgéo
pelo plasmédio, e poderiam neutralizar os efeitos potencialmente deletérios
da combinacdo de heme circulante, citocinas e leucécitos ativados (Hunt,
2006). As prostaglandinas sdo potentes mediadores de respostas
inflamatorias, incluindo a vasodilatacéo, febre e dor. A 15-lipoxigenase induz
a apoptose de células endoteliais, mostrando que as lipoxigenases podem
ter um papel na patogénese da malaria cerebral (Hunt, 2006).

Xido e cols. (1999) mostraram que camundongos infectados com
Plasmodium berghei ANKA e tratados com aspirina apresentaram uma
sobrevida maior e que a prostraglandina se mostrou protetora em relagcéo ao
desenvolvimento de malaria cerebral, enquanto, os leucotrienos foram

relacionados a gravidade da doenca.
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Para Borges (2013), a menor expressdo de COX-2 e 5-LOX nos
camundongos BALB/c que ndo desenvolvem a malaria cererbral sugere a
importancia da exacerbacdo dessas duas vias no desenvolvimento da
doenca cerebral, e que possivelmente a superproducdo dos eicosandides
possa desempenhar um papel importante no desenvolvimento da malaria
cerebral.

Nos leucdcitos, a formacdo de corpusculos lipidicos teria um
importante papel durante a resposta inflamatéria em diversos processos
patogénicos (D’Avila, 2008). Na infecgao por patdgenos, tem sido mostrado
que estas organelas participam ativamente da producdo de mediadores
durante a infeccdo. D’Avila e cols.(2008) mostrou que componentes
isolados da membrana de M. bovis aumentaram a expresséo de corpusculos
lipidicos em macrdéfagos.

O efeito depressor da fagocitose pelos rPMP e na expressdo dos
corpusculos lipidicos determinado pelas drogas antimalaricas cloroquina,
primaquina e sulfato de quinina sugere que essa modulacdo negativa pode
ter um papel protetor para o desenvolvimento das formas graves da doenca.

Para ocorrer a morte microbiana, os mondcitos produzem &nion
superoéxido, que sdo convertidos por essas células em peréxio de hidrogénio,
outra molécula microbicida. Nossos resultados mostraram que o0s eritrocitos
parasitados, quando nao sofreram efeito das drogas estudadas, promoveram
um aumento na producéo do peréxido de hidrogénio (H202), sendo que nao
houve aumento quando a cultura foi feita com eritrécitos ndo parasitados,
sugerindo que as espécies reativas de oxigénio sao produzidos em resposta
ao parasito. Tem sido observado que a producdo de H202 e OH em
eritrocitos infectados com trofozoito foi consideravelmente reduzida quando
o processo de digestdo no fagalisossoma da célula hospedeira foi inibida por
anti-proteases, que reduzem a protedlise de catalase, ou pela alcalinizacdo
do meio com cloreto de amdnia, que reduz a formacao de meta-hemoglobina
(Atamna, 1993).

Tem sido mostrado que o H202 em concentragdes baixas foi citotoxico

para o Plasmodium yoelii e o Plasmodium berghei in vitro, mostrando a acéo
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microbicida desse radical (Dockrell 1983). Entretanto, é provavel que o
aumento da producdo do peréxido de hidrogénio por nés observado pelo
tratamento com o sulfato de quinino tenha decorrido do estimulo pelo
eritrécito parasitado, pois quando a incubagéo ocorreu isoladamente com a
droga ndo houve aumento da producdo desse radical livre. Enquanto o
sulfato de quinino aparentemente produziu uma pequena diminuicdo na
producdo do o6xido nitrico, entretanto, como a variabilidade de nossos
resultados foi grande, precisa melhor esclarecimento. Diferentemente de
nossos resultados, Shalmiev (1996) mostrou que a cloroquina aumentou na
producdo de radicais de oxigénio e nitrogénio. A producdo exacerbada do
NO pode dificultar a sinalizacdo neuronal, causar dano oxidante e danos nas
células vermelhas do sangue, que leva a anemia, porém evidéncias
sustentam a idéia de que a producdo é limitada durante a infeccdo pela
malaria. A baixa disponibilidade do NO durante a doenca parece esta
envolvida com a patogenicidade da infeccdo e sua restituicdo pode ser
encarada como terapia para a doenca (Sobolewski, 2005). Cramer e cols.
(2005) mostraram que em criangas com maldria grave o Oxido nitrico teve
relacdo com a reducao da parasitemia, mas esse efeito diminuiu em criangas
mais velhas, sugerindo predominancia de respostas imunes inespecificas a
infeccdo na infancia.

Uma possivel limitacdo para esse estudo seria o fato de termos
tratado os fagodcitos com as drogas in vitro e ndo in vivo, pois o ultimo
representaria mais fidedignamente o que ocorre no organismo durante a
doenca e o tratamento. Entretanto, para avaliagdo in vivo de individuos
normais tratados com as drogas ha os impedimentos éticos 6bvios e para
analise dos individuos durante a infeccado e tratados com as drogas nao
seria possivel excluir a influéncia da propria infeccdo sobre os fagocitos,
como a producéo exacerbada de citocinas que modificam as funcdes dessas

células.

72



Em conclusdo, nossos dados mostraram que a cloroquina, a
primaquina e o sulfato de quinino podem ter um efeito imunomodulatério
sobre as fungBes dos mondcitos e que essas acdes imunomodulatérias
devem se somar aos efeitos antiparasitarios no tratamento da doenca por

essas drogas.
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Em relacdo a fagocitose, podemos concluir que:
a) Para a cloroquina:

A cloroquina diminuiu a capacidade fagocitaria total dos mondcitos,
quando avaliada pelos receptores para opsoninas, quando mondcitos e
eritrécitos foram tratados com a droga. Esse padrdo se repetiu para a
fagocitose de esquizontes quando somente os eritrécitos foram tratados,
como também quando a fagocitose de hemozoina foi quantificada
individualmente, quando tanto mondcitos quanto eritrocitos foram tratados
com a droga.

A cloroquina diminuiu a fagocitose de esquizontes pelos receptores
para padrdes moleculares de patdgenos quando os eritrécitos infectados

foram tratados com a droga.

b) Para a primaquina:

A primaquina diminuiu o indice fagocitario e a propor¢cdo de mondcitos
envolvidos na fagocitose total, pelos receptores para opsoninas, quando
monaocitos e eritrocitos foram tratados. Observou-se também diminuicdo da
fagocitose das formas em anel quando monécitos foram tratados e
diminuicdo do indice fagocitario para hemozoina quando mondcitos e
eritrocitos foram tratados.

Quando a fagocitose foi avaliada pelos receptores para padrées
moleculares de patdgenos, houve diminuicdo do indice fagocitario e da
proporcdo de mondcitos envolvidos na fagocitose pelo tratamento com a
primaguina dos mondcitos e eritrocitos. Houve diminui¢do da fagocitose das
formas em hemozoina pelo tratamento dos mondécitos e eritrcitos
parasitados com a primaquina.

C) Para o sulfato de quinina:

O sulfato de quinina diminuiu a fagocitose de hemozoina pelos
receptores para opsoninas quando mondcitos e eritrocitos foram tratados.

O sulfato de quinina diminuiu o indice fagocitario total, o percentual de

monocitos envolvidos na fagocitose e a média de eritrocitos parasitados
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fagocitados por monécito pelos receptores para PAMPs quando os
monaocitos e eritrécitos foram tratados e quando somente mondcitos foram
tratados. A fagocitose de hemozoina diminuiu apdés o tratamento dos

mondadcitos.

Expressao de corpos lipidicos pelos mondcitos

Quando os mondcitos foram estimulados com eritrcitos parasitados,
o tratamento com a cloroquina, primaquina e sulfato de quinina diminuiu a
expressdo dos corpusculos lipidicos. Isso ndo foi observado quando os
monacitos foram estimulados com os eritrécitos parasitados sensibilizados.
Producao de radicais de oxigénio e nitrogénio.

A primaquina aumentou a producdo de O6xido nitrico quando os
monaocitos foram estimulados com eritrocitos ndo parasitados O sulfato
de quinina diminuiu a producao de 6xido nitrico quando os mondcitos foram
estimulados pelos eritrécitos normais. Enquanto que aumentou a producgéo
do peréxido de hidrogénio quando os mondcitos foram estimulados pelos
eritrécitos parasitados pelo Plasmodium falciparum.
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Tabela 3. Resumo das conclusoes.

Farmaco Cloroquina | Primaquina Sulfato de
quinina
Mondcito e Eritrécito tratados
Células tratadas
Fagocitose IF = L l
geral (rPMP) Média = = 1
% = L L
Fagocitose de IF = l =
hemozoina Média = = =
(rPMP) % = | =
Fagocitose de IF = = =
esquizonte Média = = =
(rPMP) o = - -
Fagocitose do IF = = =
plasmédio na forma | Média = = =
de anel (rPMP) % = = =
Fagocitose geral IF 1 l =
(Opsoninas) Média = = =
% 1 | =
Fagocitose IF ! l l
hemozoina Média = = =
(Opsoninas) % = = =
Fagocitose de IF = = =
esquizonte Média = = =
(Opsonina) % = = =
Fagocitose do IF = = =
plasmédio na forma | Média = = =
de anel (Opsonina) | % = = =
Expresséo de IC ! l l
corpos Média = = -
lipidicos(rPMP) % 1 | |
Expresséo de IC = = =
corpos lipidicos Média = = =
(Opsoninas) % = = =
ENI'| El | CLO | CLO+ | CLO+ | PRI | PRI+ PRI+EI Qul QUI+ | Qul +

ENI El ENI ENI El

NO T = = = = = T = = T =

H,04 = 1 = = = = = = = = 1
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tontura. Os pesquisadores dardo todo o suporte que o senhor necessitar se ocorrer qualquer alteragao
devida a coleta do sangue." Como beneficio, o projeto propde-se a melhor entender a ag&o das drogas
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metodologia o presente projeto de pesquisa. Ademais, € importa nte explicitar quais os fatores de inclusao e
de exclusao dos sujeitos de pesquisa (populagdes vulneraveis, por exemplo), assim como quais serdo 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 sera feito pelo pés-graduando OL. Como critério de inclusao:
individuos saudaveis, entre 18 e 50 ancs, que aceitarem voluntariamente participar desta pesquisa. Como
critério de exclusdo: individuos que ja tiveram malaria, individuos que foram em area endémica para malaria
nos ultimos 6 meses, individuos portadores de qualquer doenga que possa potencialmente influenciar o
sistema imunitario, como doengas infecciosas, neoplasicas, reumaticas, enddcrinas, uso de medicamento,
fumante, obesidade, ou qualquer outra alteragdo que os pesquisadores julgarem que possa alterar as
fungdes do sistema imunitario. Os testes ser&o 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 n&o terdo beneficio
direto. O beneficio do presente projeto é 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 obrigatéria:
Os termos de apresentagéo obrigatério foram devidamente apresentados.

Recomendacgées:

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Ratifiqgue-se que a pesquisa de possui importancia nacional, em especial por se tratar de doenca tropical.
Sanadas as duvidas e realizadas as adequacgdes necessarias, opina-se pela aprovagéo.

Enderego: Faculdade de Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1947 Fax: (61)3307-3799 E-mail: cepfs@unb.br
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FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE
BRASILIA - CEP/FS-UNB

Continuagéo do Parecer: 365.997

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Consideragées Finais a critério do CEP:

BRASILIA, 20 de Agosto de 2013

Qo

Assinador por:

Natan Monsores de Sa
(Coordenador)
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Anexo |l

=

UnB

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE MEDICINA
LABORATORIO DE IMUNOLOGIA CELULAR

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

O (a) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar do projeto “Influéncia das
drogas antiplasimodiais nas fungdes do sistema imunitario envolvidas na defesa contra
as formas eritrocitarias e gametocitos”.

Esclarecemos que este projeto vai verificar se o tratamento contra a malaria
altera o funcionamento das células do sangue para fazer a defesa contra a doenca. Tal
estudo trard beneficios para os pacientes, uma vez que o esclarecimento de fatores
envolvidos na doenca permite uma melhor avaliacdo. seguimento e possibilidade
terapéutica para os pacientes.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer
da pesquisa e lhe asseguramos que seu nome ndo aparecera sendo mantido o mais
rigoroso sigilo através da omissdo total de quaisquer informacdes que permitam
identifica-lo(a). A sua participacdo sera através de uma amostra de sangue. serdo
retirados 20 mL de sangue de uma veia do seu braco e o material utilizado para retirada
do seu sangue sera estéril.

Vocé podera sentir algum desconforto na hora da coleta do sangue. Podera
ocorrer uma pequena vermelhidao no local onde for coletado o sangue, e depois ficar
roxo no local. como também poderd ter uin pouco de tontura. Os pesquisadores dardo
todo o suporte que o senhor necessitar se ocorrer qualquer alteracio devida a coleta do
sangue.

Informamos que o(a) senhor(a) pode se recusar a participar da pesquisa em
qualquer momento sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). Sua participacio €
voluntaria, isto €, ndo ha pagamento por sua colaboracéo.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Instituicio Universidade de
Brasilia podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na
pesquisa ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de no minimo cinco anos,
apos 1sso serdo destruidos ou mantidos na instituicéo.

Se o(a) senhor(a) tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa. por favor telefone
para: Oscar M. Mesones Lapouble. no (61) 8134-6478 entre 08:00 e 18:00.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia. As duvidas com relacao a assinatura do
TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61)
3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br.

Este documento foi elaborado em duas vias. uma ficara com o pesquisador
responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Nome / assinatura

Shirley Claudino Couto
Mariangela Souza de Oliveira
Nome e assinatura
Brasilia. de de
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Anexo Il

Tabela 4. Caracteristicas antropometricas dos individuos cujas amostr

sanguineas foram analisadas para o teste de fagocitose em placa.
Individuo | Idade Género Peso Altura IMC
(Anos) | (Masculino e Feminino) (Kg) (m)

! 45 M 61 1,73 | 2038
2 21 M 73 18 | 2253
3 26 F 76 16 | 2968
4 23 F 77 161 | 297
0 32 M 72 17 | 249
6 23 M 64 167 | 22,95
! 32 M 82 17 | 2837
8 26 M 74 166 | 2685
0 28 M 79 177 | 2521
10 45 M 69 18 | 2129
11 47 M 64 166 | 2322
12 44 F 65 163 | 2446
13 30 M 88 174 | 29,06
14 35 M 74 175 | 2416
15 30 M 82 166 | 2975

MDZDP | 32,47z 12/3 73332 | 1,69+ | 255+

Total | 53 772 | 008 | 32

M- Masculino; F- Feminino; MD- Media; IMC- Indice de Massa Corporal;
DP- Desvio Padréo.
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Anexo IV

Tabela 5. Caracteristicas antropomeétricas dos individuos cujas amostras
sanguineas foram analisadas para quantificagao de corpusculo lipidico.

Individuo Idade Género Peso Altura IMC
(Anos) (Masculino e Feminino) (Kg) (m)
! 30 F 55 157 | 2231
2 21 M 73 18 | 2253
3 20 M 74 186 | 21,39
4 31 M 86 173 | 2873
> 27 M 73 175 | 2384
6 30 F 67 17 | 2318
MDEDP | 265485 a7 71332 | 1,73z | 236+
Total 1013 | 009 | 2,61

M- Masculino; F- Feminino; MD- Média; IMC- Indice de Massa Corporal;
DP- Desvio Padréo.
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Anexo V

Tabela 6. Caracteristicas antropométricas dos individuos cujas amostras
sanguineas foram analisadas para avaliar as espécies reativas de oxigénio
e hitrogénio.

Individuo Idade Género Peso Altura IMC
(Anos) | (Masculino e Feminino) (Kg) (m)

1 26 E 66 167 | 2386
2 45 M 61 173 | 2038
3 36 M 85 172 | 2873
4 31 M 76 183 | 2269
> 38 M 75 163 | 2823
6 26 E 76 16 29,69
7 22 F 46 16 17,97
8 33 M 72 175 | 2351
9 29 M 72 176 | 2324
10 48 F 68 153 | 29,05
1 32 M 72 17 24,91
12 33 F 67 16 26,17
13 27 M 75 178 | 2367
14 30 M 64 167 | 2295
15 34 M 69 165 | 2534
16 37 F 61 167 | 2187
7 21 M 80 185 | 2337
18 53 M 77 165 | 2828
19 47 M 70 175 | 2285
20 30 M 53 159 | 2096
21 44 F 65 163 | 2446
22 45 M 78 178 | 2482
23 30 F 63 146 | 2955
24 49 M 87 174 | 2873
25 36 M 89 175 | 2906
26 36 M 82 177 | 2647
27 35 M 74 175 | 2416
28 25 M 70 178 | 2209
29 21 M 72 1,81 21,98
30 30 M 82 166 | 2976
31 47 M 60 158 | 24,03
MDZDP | 34788 2378 7119405 160 | 249+
Total 7 0,09 3,12

M- Masculino; F- Feminino; MD- Média; IMC- Indice de Massa Corporal;
DP- Desvio Padréo.



