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RESUMO 

Em grande parte das infecções parasitárias, existe uma relação dinâmica entre o 

agente etiológico e o sistema imunológico do hospedeiro, cujo equilíbrio, se alterado, 

pode influenciar o prognóstico da doença. Na infecção malárica, o Plasmodium spp. 

desencadeia a produção de altos níveis de citocinas inflamatórias que são essenciais 

para o controle do parasito, mas também são responsáveis pelos sintomas da doença. 

Nosso grupo demonstrou que os monócitos desempenham um papel importante na 

proteção contra o P. vivax, constituindo uma importante fonte de citocinas 

inflamatórias e de espécies reativas de oxigênio. A fim de modular a inflamação, 

citocinas anti-inflamatórias também são produzidas. Estudos sugerem que as 

diferentes apresentações clínicas dos pacientes com malária causada pelo P. vivax 

estão fortemente associadas a um desequilíbrio no balanço entre citocinas 

inflamatórias e anti-inflamatórias. Apesas dos avanços no entendimento acerca dos 

mecanismos protetores e imunopatológicos, pouco é sabido em relação a manutenção 

desse equilíbrio durante a malária. O presente estudo demonstrou que durante a 

infecção pelo P. vivax, há uma reprogramação no metabolismo dos monócitos e a 

mitocôndria desempenha um papel central nesse fenômeno. Essa transição consiste 

em um aumento da captação de glicose, bem como na produção de ATP via glicólise. 

Essas alterações estão associadas a aumento no potencial de membrana 

mitocondrial, favorecendo a produção de mROS. Esse mecanismo pode estar 

envolvido no controle do parasito, visto que a mitocôndria é capaz de migrar para o 

fagolisossomo contendo o Pv-RET e produzir mROS. Por outro lado, os monócitos 

também atuam na modulação dessa resposta inflamatória. Essas células expressam 

níveis mais altos de ectonucleotidases em relação aos demais leucócitos, indicando 

um importante papel na modulação do ATP extracelular e consequentemente, na 

produção de adenosina. Apesar dos níveis plasmáticos de adenosina terem diminuído 

em pacientes com malária aguda causada pelo P. vivax, os mesmos pacientes exibem 

uma expressão aumentada de receptores purinérgicos P1 nas subpopulações de 

monócitos. Ademais, a adenosina aumenta a produção de IL-10 e diminui a de TNF 

pelos monócitos, sendo esse efeito completamente abolido com o bloqueio do 

receptor A2A. Em conjunto, nossos dados demonstram que os monócitos têm um papel 

duplo durante a malária causada pelo P. vivax, tentando simultaneamente controlar a 

infecção e a potencial resposta inflamatória deletéria. 

Palavras-chave: Malária. Monócitos. Mitocôndrias. Adenosina. Metabolismo. 



 
 

ABSTRACT 

In most parasitic infections, there is a relationship between the etiologic agent and the 

host's immune system, whose balance, if altered the prognosis of the disease. During 

malaria, Plasmodium spp. triggers the production of high levels of inflammatory 

cytokines that are both essential for the control of the parasite and responsible for the 

symptoms observed during the disease. Our group demonstrated that monocytes play 

an important role in host defense against Plasmodium vivax infection and represent 

the main source of inflammatory cytokines and reactive oxygen species. In order to 

modulate inflammation, anti-inflammatory cytokines, such as IL-10, are also produced. 

Studies suggested that different clinical presentations of malaria are strongly 

associated with an imbalance in inflammatory and anti-inflammatory cytokines 

production. Based on that, despite advances in our understanding of the involvement 

of protective and immunopathological immunity, little is known about maintaining this 

balance during malaria. The present study demonstrates that during P. vivax infection 

monocyte metabolism is altered with mitochondria playing a major function in this 

switch. This transition involves a reprograming in monocyte metabolism in which the 

cells increase glucose uptake and produce ATP via glycolysis instead of via oxidative 

phosphorylation (OXPHOS). Morevover, the above changes are associated with 

altered mitochondrial membrane potential leading to an increase in mROS instead of 

ATP production, which can be involved in parasite control since these organells are 

able to migrate to the phagolysosome containing the Pv-RET and produced mROS. 

On the other hand, monocytes also participate in the modulation of this inflammatory 

response during malaria. They express higher levels of ectonucleotidases than other 

leukocytes, indicating their important role in extracellular ATP modulation and 

consequently in adenosine production. Despite plasmatic levels of adenosine were 

decreased in patients experiencing acute malaria caused by P. vivax, the same 

patients display an increased expression of P1 purinergic receptors on monocyte 

subsets. In addition, adenosine increases IL-10 and decreases TNF production by 

monocytes. Importantly, this effect was completely abolished with the blockage of A2a 

receptor. All together our data show that monocytes have a dual role during malaria 

caused by P. vivax, simultaneously attempting to control the infection and the potential 

deleterious inflammatory response. 

Keywords: Malaria. Monocytes. Mitochondria. Adenosine. Metabolism. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Malária  

A malária, considerada mundialmente como um dos maiores problemas de 

saúde pública, é uma doença infecciosa causada por protozoários do gênero 

Plasmodium [1]. Dentro desse gênero, existem seis espécies capazes de ocasionar 

a doença em humanos, são elas: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale, P. 

malariae e mais recentemente o P. knowlesi, que foi encontrado infectando humanos 

no sudeste asiático [2], e o P. simium identificado como responsável por um surto na 

região da floresta Atlântica no Rio de Janeiro [3]. As duas primeiras espécies são as 

de maior importância epidemiológica, sendo o P. falciparum considerado a espécie 

mais letal e encontrado predominante no continente africano e o P. vivax, embora 

relativamente menos perigoso, encontra-se mais difundido pelo mundo [4]. 

Apesar de sua incidência ter diminuído consideravelmente nos últimos anos, a 

malária é apontada como uma das doenças mais prevalentes no mundo (Figura 1). 

Em 2017, segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), estima-se que 

219 milhões de casos de malária tenham ocorrido em todo o mundo, comparados 

com 239 milhões de casos em 2010, demonstrando de fato uma diminuição 

significativa. No entanto, ao compararmos dados de 2015-2017 é importante 

destacar que não houve um progresso efetivo na redução de casos globais de 

malária durante esse período [4]. 

Considerando esse cenário, a taxa de incidência da malária diminuiu de 72 

para 59 casos por mil habitantes em risco entre 2010 e 2017. Embora esses dados 

representem uma redução de 18% nesse período, o número de casos por mil 

habitantes em risco permaneceu de 59 nos últimos três anos. É válido salientar que 

somente na região das Américas houve um aumento na taxa de incidência da 

malária, o que é um reflexo principalmente do aumento do número de casos no 

Brasil, Nicarágua e Venezuela [4].  

Há décadas, diversas ações vêm sendo implantadas, em várias regiões do 

mundo, visando o controle da doença, porém a malária continua sendo uma das 

maiores epidemias mundiais e obstáculo ao pleno desenvolvimento econômico de 

comunidades e nações. O alto número de casos de malária no mundo se deve, em 

grande parte, ao aumento significativo da resistência dos parasitos aos 
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medicamentos antimaláricos, ao aparecimento de vetores resistentes aos inseticidas 

e à escassez de políticas que visem à melhora econômica e social das áreas 

endêmicas da doença [5]. 

 

Figura 1. Incidência da malária globalmente. A malária encontra-se restrita a países de clima 
tropical e subtropical. Em rosa estão representados os países com um caso ou mais de malária no 
ano de 2017. Em laranja, temos a China que pela primeira vez não registrou nenhum caso de malária 
no mesmo ano. Em azul, os países sem registro da doença por período igual ou superior a três anos, 
sendo então considerados livre de malária. Em verde, os países considerados livres de malária desde 
2000. Em branco, os países nos quais não há a doença [4]. 

 

1.1.1 Malária no Brasil 

Na década de 1930, o Brasil foi invadido, na região Nordeste, pelo vetor 

Anopheles gambiae, ocasionando um surto de malária grave com taxa de 

mortalidade de 13% em uma população que, em grande parte, nunca tivera contato 

com tal doença. Devido ao tráfego marítimo entre o Brasil e Senegal na época, 

acredita-se que o vetor tenha chegado à América em navios de guerra franceses 

que realizavam estudos na área [6]. 

Durante a década de 1950, foi realizada no País uma campanha nacional 

visando o controle da malária que obteve sucesso, diminuindo significativamente o 

número de pessoas infectadas. Tal programa baseava-se na pulverização de 

Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) nas residências e no uso de cloroquina para 

tratar os indivíduos que apresentassem febre. Embora tenha conseguido erradicar a 

malária em grande parte do Brasil, o programa foi ineficiente em conter a 
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disseminação da doença na região Amazônica, na qual até hoje a malária continua a 

representar um grave problema de saúde pública [7]. 

O Programa Nacional de Controle da Malária modificou o foco de ação a fim de 

diminuir os casos de malária no Brasil. Em vez de dedetização intradomiciliar e do 

tratamento dos febris, o diagnóstico precoce e o tratamento adequado dos casos 

foram tidos como prioridade. Além disso, a política visando o aumento do número de 

postos de saúdes capacitados a realizar as ações prioritárias resultou em uma 

menor proporção de casos de malária falciparum [7]. 

No Brasil, existem quatro espécies do gênero Plasmodium: P. vivax, P. 

falciparum, P. malariae e P. simium, não havendo casos de transmissão autóctone 

de P. ovale e P. knowlesi  [3,8]. Em 1988, a incidência dos dois principais agentes 

etiológicos da malária, P. vivax e P. falciparum, era de aproximadamente 50% de 

cada espécie. Entretanto, esse quadro se alterou na década de 1990, na qual o P. 

vivax tornou-se a espécie predominante, posição que ocupa até hoje [6]. 

Essa predominância do P. vivax no Brasil ocorreu devido à intensificação do 

controle da doença por meio do diagnóstico rápido seguido de tratamento. Essa 

estratégia possibilitou eliminar eficientemente os gametócitos do P. falciparum, visto 

que eles aparecem na circulação do hospedeiro vertebrado somente 8-10 dias após 

a infecção. Os gametócitos de P. vivax, por sua vez, atingem a corrente sanguínea 

em aproximadamente três dias após a infecção, antes de o hospedeiro apresentar 

sintomas, possibilitando a infecção de novos mosquitos antes mesmo de o 

diagnóstico ser realizado, dificultando assim o controle da doença [9]. 

Tradicionalmente, o Brasil tem sido apontado como o responsável por mais da 

metade dos casos de malária notificados na América Latina. É importante salientar 

que no Brasil, os casos encontram-se restritos basicamente a região da Amazônia 

Legal (Figura 2), composta pelos estados do Amazonas, Acre, Roraima, Amapá, 

Pará, Tocantins, Rondônia e partes do Mato Grosso e do Maranhão [10]. 

Em 2016, segundo dados do Ministério da Saúde, dos 81.565 casos notificados 

até setembro no Brasil, 87,3% tinham como agente etiológico o P. vivax, o que 

significa que nosso País encontra-se em situação epidemiológica peculiar, sendo, 

portanto um dos poucos países do mundo a apresentarem uma predominância do P. 

vivax [1,8]. Embora as infecções pelo P. vivax sejam consideras mais brandas 
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quando comparadas as de P. falciparum, é imprescindível citar que relatos de 

malária grave causada pelo P. vivax vêm sendo descritos na região Amazônica 

[11,12,13]. 

 

Figura 2. Mapa de risco da malária por município de infecção no Brasil. A incidência de malária 
no Brasil é predominante na região Amazônica. Os tons de verdes mais escuros representam áreas 
de alto risco de transmissão e os tons mais claros áreas com baixo risco. As regiões em branco são 
áreas sem transmissão da malária [1]. 

 

1.1.2 Ciclo da malária 

O ciclo de vida do Plasmodium spp. é extremamente complexo, o parasito 

apresenta mais de dez estágios celulares de diferenciação e invade pelo menos 

quatro tipos de células dentro de dois hospedeiros distintos (Figura 3) [14,15]. 

A malária é transmitida para hospedeiros vertebrados durante o repasto 

sanguíneo da fêmea do mosquito Anopheles sp., desde que essa esteja 

previamente infectada com parasitos protozoários do gênero Plasmodium. Na saliva 

do mosquito estão presentes esporozoítos que uma vez dentro do organismo 

vertebrado alcançam a corrente sanguínea, na qual circulam por alguns minutos até 

chegarem ao fígado, onde invadem os hepatócitos dando início ao ciclo pré-
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eritrocítico ou esquizogonia tecidual, caracterizado por ser um período de intensa 

replicação intracelular clinicamente silencioso [16].  

Foi demonstrado que dentro de aproximadamente uma hora após a picada do 

mosquito, somente um número pequeno de parasitos alcançam os capilares 

sanguíneos ou vasos linfáticos através de sua própria mobilidade, a grande maioria 

dos parasitos tornam-se imóveis e permanecem na derme. Os esporozoítos 

drenados nos vasos linfáticos, ocasionalmente, chegam até o órgão linfoide mais 

próximo, sendo então fagocitados por células dendríticas e macrófagos, porém uma 

minoria consegue diferenciar-se parcialmente em estágios exoeritrocíticos. Essas 

observações demonstram que esporozoítos podem, de fato, migrar para diferentes 

lugares, além do fígado, liberando antígenos exoeritrocíticos [17,18].  

Uma vez nas células hepáticas, o plasmódio permanece dentro de vacúolos 

parasitóforos e passa por um processo denominado cariocinese, que consiste na 

multiplicação do material genético sem que ocorra a divisão celular. Como 

consequência, há a formação de uma célula com vários núcleos denominada 

esquizonte tecidual. Cada núcleo adquire membrana celular, ocorrendo a 

diferenciação do parasito em merozoítos [19,20]. O grande número de merozoítos 

acaba por causar a ruptura do hepatócito e permite que os mesmos alcancem a 

corrente sanguínea. Nessa etapa do ciclo de vida, o P. vivax se destaca por 

apresentar uma característica biológica única que o distingue do P. falciparum, a 

capacidade de desenvolver formas dormentes nomeadas hipnozoítos que podem se 

ativar meses ou anos após a infecção, sendo, portanto responsáveis pelas recaídas 

observadas nos pacientes [15]. 

Estudos demonstraram, in vitro e in vivo, que os merozoítos uma vez dentro 

dos hepatócitos formam uma vesícula denominada merossomo, cuja cobertura é 

feita pela membrana plasmática do hospedeiro, sequestrando e protegendo os 

mesmos de mecanismos do sistema imune. Além disso, os merozoítos são capazes 

de inibir a expressão de moléculas na superfície do merossomo que poderiam servir 

de sinais de reconhecimento por fagócitos do hospedeiro [21]. Recentemente, um 

estudo utilizando modelo murino demonstrou que células CD11c+ derivadas de 

monócitos são recrutadas para o fígado e fagocitam hepatócitos infectados, em 

seguida migram para os linfonodos drenantes e apresentam antígenos para células 
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T CD8+ (Cluster of Differentiation – CD) virgens, demonstrando que nessa etapa da 

infecção a evasão ao sistema imune não é completa [22]. 

Uma vez na corrente sanguínea, os merozoítos invadem os eritrócitos. 

Considerando-se o ciclo de vida do P. vivax, os reticulócitos são 

predominantemente, se não exclusivamente, as células a serem invadidas, 

tornando-se maiores e deformadas. Acredita-se que tal deformação, de alguma 

maneira, assegura ao parasito uma passagem segura pelo baço [15]. 

Após um período de intensa reprodução assexuada por esquizogonia, o grande 

número de merozoítos causa a ruptura dos eritrócitos, fazendo com que os primeiros 

sejam lançados na corrente sanguínea, promovendo o estágio eritrocítico do ciclo 

[16]. A liberação de parasitos devido à ruptura dos eritrócitos é percebida 

clinicamente pelo início do paroxismo malárico, fase na qual os sintomas da doença 

possuem maior intensidade [8]. 

Alguns merozoítos se diferenciam em gametócitos imaturos que posteriormente 

se tornarão gametócitos masculinos e femininos. No caso do P. vivax, é válido 

destacar que nessa fase é possível observar outra característica de extrema 

importância clínica que o distingue do P. falciparum: seus gametócitos se 

desenvolvem precocemente, podendo ser encontrados na circulação periférica antes 

ou no início dos sintomas clínicos da doença. Dessa maneira, um indivíduo 

infectado, porém assintomático, pode não receber o tratamento indicado e passa 

então a exercer o papel de reservatório para o agente etiológico da infecção [15]. 

Durante o repasto sanguíneo, o mosquito ingere gametócitos já maduros que 

se diferenciam em microgameta (masculino) e macrogameta (feminino) que serão 

fecundados originando a forma móvel denominada oocineto [8]. Esse atravessa o 

epitélio do intestino e forma o esporocisto, constituído por numerosos esporozoítos 

originados por esporogonia. Com a ruptura do esporocisto, os esporozoítos 

alcançam a hemolinfa do inseto e migram para as glândulas salivares, fechando o 

ciclo de vida do parasito [14,15]. 
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Figura 3. Ciclo da malária. O ciclo se inicia durante o repasto sanguíneo de mosquitos fêmeas do 
gênero Anopheles que injetam esporozoítos na derme do hospedeiro vertebrado. Os esporozoítos 
atingem a corrente sanguínea e alcançam o fígado infectando os hepatócitos. Após milhares de 
divisões, se diferenciam em merozoítos que acabam por ocasionar a lise do hepatócito e alcançam a 
corrente sanguínea. Os merozoítos que atingem a corrente sanguínea iniciam o ciclo eritrócito, que 
consiste em invasão, replicação, lise do eritrócito e liberação de merozoítos, que se repetem a cada 
48 horas aproximadamente. Alguns merozoítos se diferenciam em gametócitos masculinos e 
femininos que serão ingeridos por um mosquito durante o repasto sanguíneo. Após a fecundação e 
formação do oocineto, o parasito se diferencia novamente em esporozoítos migrando para as 
glândulas salivares do mosquito finalizando esse complexo ciclo [23].  

 

1.2 Imunidade na Malária 

Fatores relacionados ao parasito e ao hospedeiro podem influenciar o equilíbrio 

dinâmico que caracteriza as infecções parasitárias. Nesse contexto, tanto a 

imunidade inata quanto a adquirida são fundamentais para o controle da infecção 

malárica. A menos que a infecção seja limitada por mecanismos do sistema imune 

ou drogas antimaláricas, a parasitemia crescerá de maneira exponencial chegando a 
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um ponto no qual aproximadamente todos os eritrócitos se encontrarão infectados e 

a morte dos hospedeiros será inevitável  [24]. 

Mecanismos efetores da imunidade inata e adquirida são capazes de limitar o 

pico de parasitemia e consequentemente evitar a gravidade da doença, reduzindo o 

número de eritrócitos infectados circulantes. Entretanto, esses mecanismos, 

tipicamente, falham em eliminar a infecção por P. vivax completamente, permitindo 

que uma baixa quantidade de parasitos permaneça no organismo, persistindo por 

meses ou até anos [25]. Entretanto, os motivos pelos quais a resolução completa da 

doença não é alcançada ainda não são bem esclarecidos [26,27]. 

Em regiões com alta incidência de malária, a doença sintomática é prevalente 

em crianças mais jovens, enquanto as crianças mais velhas e os adultos, 

tipicamente, encontram-se protegidos da infecção ou não apresentam sintomas da 

mesma [28]. Por outro lado, em áreas de transmissão baixa e sazonal, como é o 

caso do Brasil, a doença é comumente instável, podendo ser sintomática em todas 

as faixas etárias. Tais diferenças são devidas a imunidade naturalmente adquirida 

por esses indivíduos e o principal marcador dessa proteção é o alto nível de 

anticorpos específicos para merozoítos circulantes [29,30].  

Nessa conjuntura, apesar de se acreditar que a resistência clínica a doença é 

eventualmente adquirida com a exposição acumulativa ao parasito, a resistência à 

infecção per se é raramente alcançada. Assim, a aquisição de imunidade contra a 

malária em seres humanos é complexa, envolvendo primeiramente a resistência 

contra formas graves, seguida da resistência à malária não complicada e raramente 

resistência à infecção [31].  

Quando os indivíduos deixam a área endêmica sua imunidade contra formas 

graves da doença parece persistir, por sua vez, a imunidade contra casos não 

complicados de malária diminui com o passar dos anos [32,33,34,35]. Sugerindo que 

a malária induz apenas uma memória imunológica de curto prazo [36]. 

1.2.1 Imunidade inata  

Durante a malária causada pelo P. vivax, o sangue é o principal tecido afetado, 

visto que o sequestro de parasitos para outros tecidos não é um evento central 

nessa infecção. Quando ocorre a ruptura dos reticulócitos e consequente liberação 

de merozoítos na corrente sanguínea, vários componentes do parasito são 
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reconhecidos por receptores do sistema imune inato levando a ativação dos 

leucócitos [39,40].  

A ruptura dos reticulócitos é tipicamente acompanhada por febre, náuseas, 

dores de cabeça e outros sintomas devidos à resposta de citocinas pró-inflamatórias 

produzidas em sua maioria por células do sistema imune inato, tais como 

Interleucina (IL)-1β, IL-6, IL-8, IL-12(p70), interferon (IFN)-γ e fator de necrose 

tumoral (Tumoral Necrosis Factor - TNF) [26,46,47].  Nesse contexto, é fundamental 

destacar que mediadores inflamatórios vêm sendo repetidamente relacionados à 

gravidade da malária, o que corrobora com a ideia de que, pelo menos em parte, o 

sistema imune seja responsável pelos sintomas observados durante a doença 

[24,48]. 

A infecção pelo plasmódio induz uma forte resposta imune inata pelo 

hospedeiro na fase sanguínea que é necessária para iniciar a imunidade protetora 

adquirida, mediada principalmente por linfócitos T CD4+ e anticorpos [49,50,51]. 

Além disso, as respostas imunes inatas são essenciais para limitar a fase inicial de 

replicação do parasito durante a malária, controlando a primeira onda de parasitemia 

e permitindo ao hospedeiro tempo para desenvolver respostas adaptativas 

específicas [24]. 

Trabalhos utilizando modelos animais e em humanos demonstram um papel 

para várias células do sistema imune inato no reconhecimento do estágio sanguíneo 

da doença, promovendo inflamação, inibindo o crescimento do parasito e moldando 

a resposta imune adaptativa. Incluindo monócitos/macrófagos [48,52,53], mastócitos 

[54], neutrófilos [55,56], células NK (Natural Killers) [57], NKT e linfócitos T γδ 

[58,59]. 

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que os monócitos desempenham um 

papel fundamental na resposta inflamatória contra o P. vivax, além de apresentarem 

capacidade fagocítica contra o parasito, encontram-se altamente ativados durante a 

doença e produzem altos níveis de citocinas pró-inflamatórias [52,60]. 

1.2.1.1 Monócitos  

Tratam-se de leucócitos mononucleados, equipados com uma variedade de 

PRRs, que fazem parte do sistema imune inato e compõem uma das primeiras 

populações celulares a atuar na defesa do organismo contra patógenos [66,67]. Em 
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condições inflamatórias, uma das principais funções dos monócitos é a sua 

capacidade de renovação de células dendríticas (Dendritic Cells – DCs) e de 

macrófagos teciduais [68,69,70,71]. No entanto, estudos têm demonstrado que além 

de originar outros tipos celulares teciduais, os monócitos atuam como células 

efetoras inatas da resposta inflamatória contra micro-organismos. Nessa 

circunstância, suas funções são inúmeras, incluindo, por exemplo, a morte de 

patógenos por meio da fagocitose, produção de espécies reativas de oxigênio 

(Reactive Oxygen Species - ROS), óxido nítrico, mieloperoxidase e citocinas 

inflamatórias [52,60,72,73]. Além dessa atuação direta contra micro-organismos, os 

monócitos desempenham um papel importante na polarização e expansão de 

linfócitos, contribuindo na resposta de células T primárias e de memória em 

humanos e camundongos [61,68,74,75,76,77].  

Os monócitos formam uma população de células heterogênea, com variadas 

funções, fazendo com que sua caracterização e fenotipagem sejam dificultadas. Em 

camundongos, existem duas subpopulações de monócitos que podem ser 

discriminadas pela expressão variada do antígeno linfocitário 6C (Lymphocyte 

Antigen 6 Complex – Ly6C) [78,79]. 

Monócitos expressando altos níveis de Ly6C (monócitos Ly6Chigh) têm funções 

pró-inflamatórias e antimicrobianas e expressam altos níveis de CCR2 (C-C 

Chemokine Receptor Type 2) e baixos níveis de receptor de quimiocina CX3C1 

(CX3C Chemokine Receptor 1 - CX3CR1) [68]. Esses monócitos inflamatórios 

transitam entre a medula óssea e a corrente sanguínea e constituem uma pequena 

população de leucócitos circulantes em condições de homeostase. Após a infecção, 

no entanto, a saída de monócitos da medula óssea para a corrente sanguínea é 

aumentada e mediada pela interação CCR2-CCL2 (C-C Motif Chemokine Ligand 2) 

[79]. Esses monócitos Ly6Chigh são capazes de transportar antígenos ao linfonodo e 

de se acumular nos locais de inflamação, onde podem se diferenciar em macrófagos 

ou células dendríticas, dependendo do microambiente de citocinas [75,80]. Os 

monócitos Ly6Clow, também conhecidos como monócitos patrulhadores, por sua vez, 

patrulham o endotélio dos vasos sanguíneos e estão envolvidos com respostas 

precoces à inflamação e reparação tecidual. Estes monócitos alternativos 

expressam altos níveis de CX3CR1 e baixos níveis de CCR2 (CX3CR1highCCR2low) 

[78].  
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A dicotomia de subconjuntos de monócitos observada em camundongos 

também está presente em humanos e é classificada com base nos níveis de 

expressão de CD14, um componente do complexo receptor lipopolissacarídeo 

(LPS), e CD16, o receptor de imunoglobulina FCγRIII [81]. A população de 

monócitos CD14+CD16− é capaz de produzir IL-10 e baixos níveis de TNF in vitro. Já 

os monócitos CD16+ são os principais produtores de citocinas inflamatórias, como o 

TNF e IL-1β quando estimulados com LPS [82]. 

Dados da literatura mostram que a subpopulação de monócitos CD16+ ainda é 

heterogênea [83]. Cros e colaboradores (2010) subclassificaram a população de 

monócitos CD16+ em duas subpopulações de acordo o nível da expressão de CD14: 

CD14++(high) CD16+ e CD14+(low) CD16+. Os últimos são denominados não 

clássicos (ou patrulhadores), sendo responsáveis por patrulhar o endotélio dos 

vasos sanguíneos, mas não são bons fagócitos e não produzem espécies reativas 

de oxigênio ou citocinas em resposta a estimulação com agonistas de TLR de 

superfície. No entanto, em resposta aos agonistas de TLR7 e 8, esses monócitos 

são capazes de produzir TNF, IL-1β, e CCL3 [84]. 

Dessa maneira, os monócitos circulantes de humanos foram divididos em três 

subpopulações: monócitos clássicos (CD14+CD16-), inflamatórios ou intermediários 

(CD14+CD16+) e patrulhadores ou não clássicos (CD14lowCD16+) (Figura 4) [66,84]. 

Monócitos clássicos humanos são análogos aos monócitos Ly6Chigh murinos, que 

são CCR2highCX3CR1low, e monócitos não clássicos representam um subconjunto 

semelhante aos monócitos Ly6Clow e CX3CR1highCCR2low murinos [84].  
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Figura 4. Caracterização das subpopulações de monócitos circulantes em pacientes 
infectados pelo P. vivax. As subpopulações de monócitos são distinguidas baseando-se na 
expressão de CD14 e CD16. Em verde estão representados os monócitos clássicos (CD14+CD16-), 
em vermelho os monócitos inflamatórios ou intermediários (CD14+CD16+) e por último, em azul os 
monócitos patrulhadores (CD14lowCD16+) [52].  

 

A subpopulação de monócitos inflamatórios ou intermediários em humanos foi 

proposta como sendo composta por células em transição entre os monócitos 

clássicos e os não clássicos. Essas células exibem função fagocítica e efeitos anti-

inflamatórios, produzindo também níveis mais altos de IL-1β intracelular e TNF no 

estado homeostático [85,86]. A identificação dessa população de monócitos 

intermediários, que possui características de monócitos clássicos e não clássicos 

[84,85,87], contribuiu para o conceito de que as subpopulações de monócitos 

circulantes em humanos possuem um desenvolvimento celular relacionado entre si 

[78]. 

O perfil de expressão gênica dessas subpopulações demonstrou aumento na 

expressão de genes associados à maturação, indo de monócitos clássicos para 

monócitos intermediários e monócitos não clássicos [85]. Numerosos estudos 

observaram aumentos nos monócitos CD16+ circulantes em doenças 

cardiovasculares, trauma, sepse e autoimunidade [88,89,90,91], sugerindo que essa 

resposta de maturação/polarização pode ser um mecanismo importante na 

regulação das respostas imunes e, em alguns casos podem contribuir para a 
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patogênese da doença. De fato, diferentes níveis de subpopulações de monócitos 

foram correlacionados com maus prognósticos em diversas doenças [92,93,94]. 

Considerando-se o âmbito da malária, nosso grupo de pesquisa demonstrou 

que as subpopulações de monócitos encontram-se diferentemente ativadas durante 

a infecção pelo P. vivax, expressando diferentes níveis de moléculas de ativação e 

de adesão, bem como de receptores de quimiocinas [52].  

1.2.1.1.1 Monócitos e imunopatogênese da malária 

No contexto de uma infecção contínua por parasitos da malária, a frequência 

relativa de monócitos na circulação periférica reflete a capacidade de um indivíduo 

em desenvolver uma resposta imune efetiva, visto serem componentes essenciais 

da resposta imune inata e formarem um elo com o sistema imune adaptativo, 

principalmente através da apresentação de antígenos aos linfócitos. Dessa maneira, 

qualquer fator que perturbe a função ou frequência relativa desse tipo celular pode 

afetar potencialmente a resposta de um indivíduo à infecção malárica [95]. 

Vários estudos demonstraram o papel dos monócitos durante a malária. Por 

exemplo, no modelo murino de malária, o P. chabaudi induz a emigração de 

monócitos da medula óssea. Esse fenômeno foi demonstrado ser dependente de 

CCR2 e a ausência desse ocasionou um aumento da parasitemia dos animais 

infectados. Durante a infecção, essas células foram responsáveis pela produção de 

óxido nítrico sintase induzível (Inducible Nitric Oxide Synthase - iNOS) e ROS [49]. 

Dessa maneira, esses estudos evidenciam que os monócitos são um componente 

de defesa imediata contra patógenos, sendo importantes no controle da infecção 

pelo plasmódio [48,66]. 

Na malária, para que ocorra o controle do parasito, são desencadeadas 

respostas essencialmente inflamatórias, que também são responsáveis pelos 

sintomas observados durante a doença [39,40]. Assim, os monócitos provavelmente 

desempenham um importante papel na defesa do hospedeiro contra a infecção pelo 

plasmódio, uma vez que são os principais produtores de citocinas pró-inflamatórias 

[60]. As respostas das citocinas na malária são extensivamente estudadas, porém 

qual é o perfil de citocinas que leva à proteção e não à patologia ainda não foi 

determinado. Acredita-se que o momento e a magnitude da produção de citocinas 

são fatores cruciais que podem influenciar a resolução da infecção [96,97]. 
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A fagocitose de eritrócitos infectados por monócitos é uma forma eficaz de 

reduzir a parasitemia. Todavia, a eficiência de fagocitose de eritrócitos pode diferir 

entre os indivíduos, resultando em graus variados de proteção e susceptibilidade à 

malária. Um importante fator que regula a eficiência fagocítica de monócitos é 

disponibilidade de opsoninas, tais como fragmentos do complemento e anticorpos 

que se ligam aos eritrócitos infectados e aumentam a interação desses com os 

receptores dos monócitos [97]. Os monócitos podem também atuar no controle do 

parasito através da inibição celular dependente de anticorpos (Antibody-Dependent 

Cellular Inhibition - ADCI), que parece ser um importante mecanismo de proteção 

associado à redução da carga parasitária [98]. 

O recrutamento e ativação de monócitos são essenciais para a eliminação da 

infecção pelo Plasmodium spp., porém essas células também têm sido associadas 

com uma maior gravidade da doença [40,97]. Em pacientes infectados com malária, 

ambos os eritrócitos infectados e não infectados podem apresentar certas 

anormalidades que serão reconhecidas pelos monócitos incitando a fagocitose [99]. 

Além disso, o estado altamente ativado de monócitos em indivíduos infectados pode 

contribuir para o aumento da atividade fagocítica dos mesmos, ocasionando à perda 

acelerada de eritrócitos [16]. O papel de vários mediadores produzidos por 

monócitos na patogênese da anemia da malária grave foi recentemente revisado 

[100]. Entre estes, o TNF e o óxido nítrico se mostraram associados à supressão da 

eritropoiese na medula óssea [101]. 

Nosso grupo de pesquisa demonstrou, na malária causada pelo P. vivax, que 

os monócitos dos pacientes apresentam um perfil de ativação diferenciado durante a 

fase aguda da doença. Há uma diminuição na expressão de HLA-DR (Human 

Leukocyte Antigen) (molécula de ativação) que pode refletir a ativação dessas 

células, PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule – 1) (moléculas de 

adesão) e CCR7 (receptor de CCL19 e CCL21) e um aumento de ICAM-1 

(Intercellular Adhesion Molecule 1), VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Protein 1) 

(moléculas de adesão) e CX3CR1 (receptor da fractalquina). Além disso, todas as 

subpopulações de monócitos apresentam um perfil fenotípico distinto, sendo que os 

monócitos CD14+CD16- e CD14+CD16+ apresentam um perfil mais inflamatório que 

os patrulhadores [52]. 
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É importante destacar que os monócitos inflamatórios apresentaram um 

aumento de suas funções efetoras in vitro, tais como fagocitose e morte do parasito, 

sugerindo que eles sejam fundamentais no controle da parasitemia e na resistência 

do hospedeiro à infecção pelo P. vivax [52]. 

1.2.2 Regulação da resposta imune 

Na maioria das infecções parasitárias, existe uma relação dinâmica entre o 

agente etiológico e o sistema imunológico do hospedeiro, cujo equilíbrio, se alterado, 

pode influenciar na progressão da doença [24]. Assim, o equilíbrio entre uma 

resposta imune inflamatória e uma resposta imune reguladora é rigorosamente 

controlado, de maneira a possibilitar o controle eficaz da carga parasitária, limitando 

simultaneamente os danos ao hospedeiro [102].  

A infecção pelo Plasmodium spp. desencadeia a produção de altos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias. Esses mediadores são essenciais para o controle do 

parasito, mas também são responsáveis pelos sintomas observados durante a 

doença [26,46,47], destacando assim o papel crítico desempenhado por esse 

equilíbrio entre respostas imunes pró e anti-inflamatórias na progressão da malária. 

Para que esse equilíbro de fato ocorra, é necessário o estabelecimento de redes 

imunorreguladoras que controlem o momento e a magnitude da resposta imune 

desencadeada pelo plasmódio que está diretamente relacionada ao melhor ou pior 

prognóstico do paciente [12,50,103,104,105]. 

Muitas moléculas e células contribuem para o funcionamento dessas redes 

imunorreguladoras. No entanto, o entendimento em relação a como essas redes se 

desenvolvem após a infecção pelo Plasmodium spp. e como são mantidas após a 

resolução da doença ainda é incompleto [103]. Nesse contexto, a IL-10 se destacou 

como uma importante molécula reguladora produzida durante a malária. 

1.2.2.1 Interleucina-10 

Atualmente, é amplamente reconhecido que muitas das complicações graves 

oriundas de diferentes infecções resultam da ativação exarcebada do sistema 

imunológico. Nesse contexto, estudos demonstraram que o controle máximo de 

patógenos, refletido por uma resposta imune inflamatória robusta, não significa, 

necessariamente, um dano mínimo decorrente da doença, destacando assim, o 
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papel essencial dos componentes imunorreguladores na limitação de patologias 

[106,107,108].   

A IL-10 emergiu como um imunorregulador importante durante infecções 

causadas por diversos patógenos. Essa citocina atua impedindo a produção 

excessiva de citocinas pró-inflamatórias, tais como IFN-γ e TNF, que são 

responsáveis por grande parte dos efeitos imunopatológicos associados a infecções 

causadas por Toxoplasma gondii  [106,109], Trypanosoma spp. [107] e Plasmodium 

spp. [110,111]. Entretanto, a produção excessiva de IL-10 pode resultar em efeitos 

deletérios ao hospedeiro, uma vez que ao inibir a resposta pró-inflamatória contra 

diversos patógenos [112,113,114,115], incluindo os agentes etiológicos da malária 

[12,104,116,117], pode favorecer o desenvolvimento de infecções mais graves e 

duradouras. Em conjunto, esses estudos indicam que a resolução de infecções 

requer uma resposta imune finamente coordenada, na qual mecanismos pró-

inflamatórios eliminam o patógeno e são modulados, porteriormente, pela IL-10, 

antes da resposta imune ocasionar dados graves aos tecidos do hospedeiro. Assim, 

o momento e as quantidades relativas de produção de citocinas pró-inflamatórias e 

anti-inflamatórias são fundamentais para que haja uma resolução segura da infecção 

[105,118]. 

Nesse cenário, a ausência de IL-10, em algumas infecções, pode levar a uma 

eliminação mais eficaz e mais rápida do parasito sem causar danos colaterais 

mediados pelo sistema imunológico do hospedeiro [119,120]. No entanto, durante 

outras infecções, a falta de IL-10 é acompanhada por efeitos imunopatológicos, mas 

sem necessariamente afetar a carga parasitária [106,108,121], sugerindo que a 

ausência de IL-10 nem sempre é compensada por outro mecanismo regulador [122]. 

A IL-10 atua de várias maneiras na regulação da resposta imune, seja 

regulando diretamente a produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias ou 

atuando indiretamente no controle da expressão de MHC de classe II e de moléculas 

co-estimuladoras em células apresentadoras de antígenos [121,123,124]. Trata-se 

de um citocina que é secretada por uma variedade de células, incluindo linfócitos B, 

Th1, Th2, Th17 e Treg, além de células da imunidade inata, como monócitos, 

macrófagos e células dendríticas [125]. Estudos in vitro mostram que tanto 

macrófagos quanto células dendríticas expressam IL-10 após ativação de PRRs 

específicos. Já foi relatado a contribuição de TLR2, TLR4 e TLR9, bem como de 
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mecanismos independentes de TLRs, na produção de IL-10 por células da 

imunidade inata, principalmente macrófagos e células dendríticas [126,127,128,129]. 

Os efeitos da IL-10 na produção de citocinas e na funcionalidade de 

macrófagos humanos são geralmente similares àqueles ocorridos em monócitos, 

embora de maneira menos pronunciada [130,131]. Há a inibição da produção de IL-

1α, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-18, TNF, dentre outras por monócitos e macrófagos 

ativados [124,132,133,134]. Os efeitos de IL-10 em relação a produção de IL-1 e 

TNF são primordiais para sua atividade anti-inflamatória, visto que essas citocinas 

frequentemente atuam em sinergia amplificando a resposta de vias inflamatórias, por 

meio da indução da síntese de mediadores secundários, tais como quimiocinas e 

protaglandinas [121].  A IL-10 também inibe diretamente a produção de quimiocinas 

dos tipos CC e CXC em monócitos ativados [135,136], agindo, portanto, na inibição 

da maioria das quimiocinas envolvidas no processo inflamatório [121]. Importante 

destacar que IL-10 não só inibe a produção desses mediadores inflamatórios, como 

também aumenta a produção de seus antagonistas [137,138,139]. 

A dualidade da IL-10 na manuntenção de uma resposta imune protetiva e 

eficaz é bem exemplificada na malária. Estudos utilizando modelo experimental da 

malária relataram um papel claro da IL-10 no controle das respostas inflamatórias e 

consequente prevenção de danos teciduais. Por exemplo, foi demontrado que 

camundongos com deficiência de IL-10 infectados pelo P. chaubadi chaubadi AS 

apresentaram sintomas exarcebados da doença, incluindo hipoglicemia, hipotermia 

e perda acentuada de peso corporal, juntamente com um aumento dos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias [108]. Esse ambiente altamente inflamatório propicia o 

sequestro de parasitos para o cérebro, condição associada ao desenvolvimento de 

edemas e hemorragiais cerebrais. Também foi relatado que a IL-10 desempenha um 

papel protetivo na malária cerebral experimental causada pelo P. berghei ANKA 

[140]. De maneira interessante, em uma infecção letal pelo P. yoelli, a produção de 

IL-10 e TGF-β foi correlacionada com alta parasitemia e anemia grave nos animais 

[116,141]. Dados semelhantes foram encontrados em um estudo utiizando 

camundongos infectados pelo P. chabaudi adami [142]. Sendo assim, os dados 

obtidos em modelos experimentais indicam que a IL-10 é necessária para proteger 

os tecidos do hospedeiro contra a infecção, mas ao fazê-lo pode promover um 
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aumento na replicação de parasitos e das consequentes manifestações clínicas 

associadas. 

Em seres humanos, achados semelhantes foram encontrados. Verificou-se que 

os polimorfismos do gene IL10 associados à alta produção de IL-10 correlacionou-se 

com um aumento no risco de crianças menores de 2 anos desenvolverem malária 

clínica [143]. Em concordância com esses dados, também foi demonstrado que tanto 

os níveis de IL-10 quanto TNF encontravam-se elevados em pacientes com malária 

grave e se correlacionavam positivamente com a parasitemia [144]. No entanto, 

outros estudos relatam associações diferentes. Por exemplo, foi demonstrado que 

crianças africanas com anemia grave apresentaram níveis plasmáticos mais baixos 

de IL-10 do que pacientes com anemia moderada, sugerindo que a IL-10 

desempenha um papel importante na prevenção da anemia grave [145]. Outro 

estudo mostrou que níveis plasmáticos mais altos de IL-10/TNF foram fortemente 

associadas à proteção contra anemia grave da malária, fornecendo evidências de 

que a IL-10 pode ser protetora por inibir a atividade do TNF [146].  Assim, a IL-10 

parece desempenhar um papel crítico na regulação dos efeitos patogênicos do TNF 

durante a malária, mas ao desempenhar esse importante papel, pode promover 

infecções de alta densidade que podem resultar em outras complicações [103]. De 

maneira interessante, na malária causada pelo P. vivax foi demonstrado que a 

secreção de moléculas imunoreguladoras pode ser influenciada tanto pela 

parasitemia quanto pelo número de episódios prévios da doença [147] 

Em conjunto esses dados destacam a IL-10 como uma molécula 

imunorreguladora crítica que desempenha papéis positivos e negativos durante a 

infecção causada por diferentes espécies de plasmódio [103]. Sendo assim, estudos 

que visem a identificação de subpopulações de células que produzem essa citocina, 

bem como outros fatores responsáveis por sua produção são de extrema 

importância no contexto de doenças parasitárias, principalmente na malária. 

1.2.2.2 Adenosina 

Em 1929, foi descrito, pela primeira vez, que um nucleosídeo de purina 

denominado adenosina poderia atuar como uma molécula de sinalização 

extracelular, aumentando o fluxo sanguíneo coronário, diminuindo a frequência 

cardíaca e a pressão sanguínea em cachorros anestesiados [148]. Com o passar 

dos anos, outros papéis foram atribuídos a adenosina, incluindo a supressão da 
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ativação de leucócitos tanto em camundongos quanto em humanos [149,150,151] 

Assim como a IL-10, a adenosina também é uma importante molécula que vem 

sendo frequentemente implicada no controle da resposta inflamatória do hospedeiro 

à infecções, a fim de evitar lesões teciduais [102]. De maneira interessante, esse 

papel regulador da adenosina dá-se principalmente em função da sua associação 

com a produção de IL-10 [152].  

Trata-se de um nucleosídeo, formado pela união de uma base nitrogenada de 

adenina e uma molécula de ribose, cuja produção é proveniente da catabolização de 

adenosina trifosfato (ATP) extracelular pelas ectonucleotidases CD39 e CD73 

[153,154]. Em muitos casos, os eventos de sinalização purinérgicos são 

desencadeados pela liberação do ATP intracelular para o meio extracelular. 

Considerando que a concentração intracelular de ATP é relativamente alta [155], 

não é de surpreender que muitas formas de estresse celular, tais como hipóxia, 

estresse mecânico, inflamação ou invasão por patógenos, ocasionem essa 

liberação, seja por lise celular ou por mecanismos não líticos [156,157,158,159,160]. 

Uma vez liberado no compartimento extracelular, o ATP, bem como o ADP, 

atuam como agonistas nos receptores purinérgicos P2 [155]. Os receptores P2 

podem ser classificados em receptores P2Y acoplados à proteína G ou em canais 

iônicos dependentes de ATP, denominados receptores P2X [161]. O ATP 

extracelular pode também ser hidrolisado à adenosina. Esse processo ocorre em 

duas etapas separadas, sendo cada reação controlada por uma ectonucleotidase 

específica (Figura 5). O primeiro passo para a produção de adenosina, consiste na 

desfosforilação do ATP extracelular a ADP e em seguida a AMP, pela enzima 

NTPDase1 (CD39). A expressão de CD39 foi estudada exaustivamente em várias 

células de camundongos e humanos, incluindo neutrófilos, monócitos, células B, NK, 

NKT e linfócitos T [162,163,164,165], sendo essa expressão regulada por citocinas 

pró-inflamatórias, estresse oxidativo e hipóxia [157,166,167]. 

O segundo e último passo consiste na desfosforilação de AMP produzindo 

adenosina, essa reação é catalizada pela enzima ecto-5’-nucleotidase (CD73) 

[102,157,168,169,170,171]. CD73 é a enzima limitadora da taxa de produção de 

adenosina, sendo expressa em muitas células e tecidos imunes, tais como células T, 

mielóides, células estromais da medula óssea, células epiteliais tímicas e células B 

[172,173]. Estudos sugerem que a expressão e função dessa enzima geralmente 
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encontram-se superreguladas durante hipóxia, bem como pela presença de citocinas 

pró-inflamatórias [166,171,174]. Embora também existam vias alternativas para a 

produção extracelular de adenosina [175,176], a produção dependente de CD73 é 

frequentemente considerada a reação principal durante condições inflamatórias ou 

isquêmicas [177,178,179]. O papel dessas ectonucleotidases no contexto 

imunológico é tão importante que qualquer alteração desse mecanismo pode 

modificar o prognóstico de muitos eventos fisiopatológicos [157]. 

 Além das células do hospedeiro, muitos patógenos estão armados com a 

maquinaria do tipo CD39/CD73, que pode auxiliar na colonização e disseminação de 

patógenos [180,181,182,183]. Um estudo sugeriu que os patógenos produzem 

adenosina a partir do AMP via adenosina sintase A (AdsA), uma ectonucleotidase 

extracelular expressa na superfície da parede celular de bactérias, permitindo a 

evasão dos mesmos ao sistema imunológico do hospedeiro [182]. Além disso, foi 

demonstrada a existência de uma enzima bacteriana, semelhante ao CD39 humano, 

crítica para a multiplicação intracelular de Legionella pneumophila [184,185]. Mais 

recentemente, foi relatada uma segunda NTPDase do tipo eucariótica, Lpg0971, de 

L. pneumophila, que permite ao patógeno hidrolisar o ATP dentro de um 

compartimento intracelular [186]. Essas evidências sugerem que patógenos podem 

manipular as vias de sinalização da adenosina do hospedeiro em seu benefício, 

como uma estratégia para subverter o sistema imunológico [102]. Apesar desse 

papel pró-infecção observado em alguns casos, em certas situações CD39 e CD73 

atuam controlando infecções e inflamações excessivas, bem como a mortalidade 

associada as mesmas [187,188].  

O eixo CD39/CD73 ganhou importância crescente devido ao seu papel crítico 

no controle inflamatório in vivo [187,189,190,191]. Dessa maneira, a via CD39/CD73, 

através de sua atividade coordenada, regula a duração da sinalização purinérgica 

em resposta a várias condições extracelulares. Nesse contexto, assim como ocorre 

para IL-10, há uma dualidade no papel da adenosina. Embora ela atue no controle 

do dano tecidual mediado pelas respostas imunes inflamatórias do hospedeiro, é 

possível que também possa contribuir para que haja certo grau de 

imunossupressão. Sendo assim, durante uma infecção, a adenosina pode prejudicar 

o hospedeiro, diminuindo a resposta antimicrobiana protetora, elaborada 

principalmente para combater o patógeno durante os estágios iniciais da infecção. 
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Ao mesmo tempo, ela é importante para controlar a inflamação exarcebada durante 

a infecção aguda que pode ser prejudicial ao hospedeiro [102]. Sendo assim, a 

concentração de adenosina extracelular também deve ser regulada a fim de modular 

os seus efeitos imunossupressores. Nesse contexto, a indução da enzima adenosina 

desaminase (ADA) representa um importante regulador negativo dos níveis 

extracelulares de adenosina e consequentemente, atua modulando a estimulação 

dos receptores de adenosina [192].  

As numerosas respostas mediadas pela adenosina atuam por meio de quatro 

receptores de superfície denominados purinérgicos P1, são eles: A1, A2A, A2B e A3 

[102]. Essa divisão dos receptores foi primeiramente proposta em 1979 baseada na 

observação de que a adenosina poderia inibir ou estimular a atividade da 

adenililciclase em cultura de célula nervosas [193]. Dessa maneira, esses receptores 

funcionam principalmente através da inibição ou estimulação da adenililciclase para 

diminuir ou aumentar os níveis intracelulares de cAMP. Os receptores A1 e A3 atuam 

diminuindo os níveis de cAMP, enquanto os receptores da família A2 os aumenta 

[154,157,194]. Apesar da existência dos receptores específicos é importante 

destacar que a adenosina também pode entrar nas células por meio de 

transportadores passivos e ativos, exercendo seus efeitos de maneira independente 

dos receptores [171,195].  

De maneira geral, a sinalização da adenosina visa evitar a inflamação 

excessiva, suprimindo a produção de citocinas pró-inflamatórias, inibindo a entrada 

de leucócitos nos tecidos através da regulação negativa de moléculas de adesão e 

quimiocinas, e por fim, desencadeando a produção de citocinas anti-inflamatórias 

como a IL-10 [196,197,198]. O acúmulo extracelular de adenosina em resposta à 

danos teciduais é um importante evento no controle da reparação tecidual. Sendo 

assim, a natureza da ação da adenosina depende da magnitude da concentração de 

adenosina extracelular, bem como da expressão de cada subtipo dos receptores de 

adenosina nos diferentes tipos celulares [199]. 

A geração de modelos de camundongos deficientes para genes de receptores 

de adenosina forneceu um papel exclusivo dos receptores A2 em vários modelos de 

inflamação aguda e de lesão tecidual. Camundongos deficientes para o receptor A2A  

apresentaram um aumento drástico no dano tecidual acompanhado pela presença 

prolongada de citocinas pró-inflamatórias em comparação aos animais selvagens. 
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Nesse estudo, doses sublimiares de estímulos inflamatórios, que não causam lesões 

em camundongos selvagens, induziram extensa lesão hepática e níveis elevados de 

citocinas em camundongos deficientes. Em concordância com esses dados, efeitos 

semelhantes foram observados após a injeção do antagonista do receptor A2A, 

ZM241385, em camundongos selvagens. Esses animais desenvolveram graves 

danos teciduais em resposta a doses sublimiares dos estímulos inflamatórios, 

sugerindo, assim, um papel não redundante in vivo do receptor A2A na regulação da 

inflamação [154,200,201,202]. 

Considerando o papel da adenosina em células do sistema imunológico, vários 

estudos vêm demonstrando o papel dos receptores de adenosina em macrófagos e 

monócitos, tanto em humanos quanto em modelos animais. Por exemplo, foi 

demonstrado que o IFN-γ regula positivamente a expressão do receptor A2B em 

macrófagos [203,204,205]. De maneira semelhante, o LPS parece estimular a 

expressão do receptor A2A em macrófagos murinos e humanos, como um 

mecanismo de regulação da produção de TNF por essas células [204,205], visto já 

ter sido extensamente mostrado que a ligação da adenosina aos receptores A2A e 

A2B inibe a produção de TNF [206,207,208,209] e aumenta a liberação de IL-10 

[210,211,212] por macrófagos. Em relação ao receptor A3, foi descrito que o uso de 

glicocorticóides aumenta a sua expressão e consequentemente a sobrevivência de 

macrófagos anti-inflamatórios [213], e que sua ativação ocasiona a secreção de 

metalopreoteinase-9 de matriz por macrófagos [214]. É importante destacar que os 

macrófagos são capazes de hidrolisar o ATP extracelular liberados por eles 

mesmos, produzindo adenosina, evidenciando um importante mecanismo 

autorregulador dessas células [215].  

Em monócitos, foi demonstrado que a ativação dos receptores A1 aumentou a 

fagocitose mediada pelo receptor Fcγ, enquanto os receptores A2  a reduziram [216]. 

Tanto o receptor A2A como o A2B estão envolvidos na inibição da secreção de TNF 

por monócitos [217]. Além disso, a ativação de A2A também estimula a produção de 

IL-10 e inibe a de IL-12 por monócitos humanos [217,218], de maneira dependente 

de cAMP [219], além de inibir a produção de IL-18 induzida por LPS [220]. Foi 

também demonstrado que cAMP extracelular é capaz de modular o fenótipo, função 

e diferenciação de monócitos através da ação de CD73 e dos receptores de 

adenosina A2A e A2B. Esse processo induziu a diferenciação de monócitos em 
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células dendríticas com capacidade reduzida em polarizar células T CD4+ virgens em 

linfócitos produtores de IFN-γ [221]. Considerando esses estudos, fica claro que o 

papel da adenosina na modulação da inflamação estéril tem sido uma área de 

pesquisa ativa. No entanto, a relevância da sinalização do eixo CD39/CD73 e do 

receptor de adenosina na defesa contra a patógenos recebeu menos atenção [102]. 

Diante dessa defasagem, estudos recentes têm focado em definir o papel do 

sistema CD39/CD73 e dos receptores de adenosina em infecções, causadas 

principalmente por bactérias e vírus. Foi demonstrado, por exemplo, que 

camundongos que superexpressam CD39 humano nos epitélios das vias aéreas 

aumentaram a resposta inflamatória e a eliminação bacteriana na infecção por 

Pseudomonas aeruginosa. Os autores especularam que a superexpressão da 

ectonucleotidase reduziu o nível de ATP extracelular, limitando a dessensibilização 

dos receptores purinérgicos P2, que atuam desencadeando a inflamação das vias 

aéreas em resposta a bactérias [188]. Outro trabalho, utilizando Escherichia coli 

demonstrou que a produção de IL-10 por macrófagos, desencadeada pela 

adenosina, ocorria principalmente por meio do receptor A2A, enquanto o receptor A2B 

desempenhava um papel menor nesse processo. De maneira interessante, esse 

efeito se mostrou independente da ativação de TLR4 [212]. Apesar do foco nos 

efeitos anti-inflamatórios ocasionados pela adenosina, é importante destacar que em 

2008, foi demonstrado pela primeira vez o que o receptor A2B poderia desempenhar 

um papel pró-inflamatório na colite desencadeada pela infecção por Salmonella 

typhimurium [222]. 

 Na infecção por citomegalovírus, foi demonstrado que o aumento na produção 

de adenosina, associado à regulação positiva na expressão de ectonucleotidases, 

produz um ambiente imunossupressor, facilitando a invasão celular pelo vírus [223]. 

Além disso, o relato de aumento na expressão de CD39 em linfócitos de indivíduos 

infectados pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) indica um papel potencial 

das ectonucleotidases na disfunção imune relacionada a essa doença [224]. Em 

protozoários, um estudo utilzando diferentes espécies de Leishmania spp. 

demonstrou que a ativação do receptor A2B durante a infecção por Leishmania 

amazonensis, mas não por L. major e L. braziliensis, é responsável, pelo menos em 

parte, pelo efeitos inibitórios causados pelo parasito em células dendríticas [225]. 
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A maioria das pesquisas relacionadas à adenosina concentra-se no estudo dos 

receptores ou das ectonucleotidases, devido a quantificação da adenosina ser 

limitada e dificultadada, principalmente por restrições técnicas e pela meia-vida 

extremamente curta dessa molécula [226]. Trabalhos que dosaram os níveis 

plasmáticos de adenosina em humanos estavam interessados, principalmente, em 

mensurar seus níveis homeostáticos [227,228,229], bem com defini-la como um 

biomarcador para doenças cardiovasculares [229,230,231,232]. Sendo assim, 

trabalhos que se disponham a dosar os níveis de adenosina são de suma 

importância para compreendermos a importância dessa molécula em outras 

contextos fisiopatológicos. 

 

 

Figura 5. Sinalização de ATP e adenosina extracelular. Durante situações de estresse celular 
ocorre a liberação de ATP para o meio extracelular. O ATP extracelular pode sinalizar via receptores 
purinérgicos P2, especificamente através dos receptores da família P2X ou P2Y. Além disso, pode 
atuar como principal precursor metabólico para a geração de adenosina extracelular, através da ação 
das ectonucleotidades CD39 e CD73. De maneira semelhante ao ATP,  adenosina atua como 
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ativador direto dos receptores purinérgicos P1: A1, A2A, A2B e A3. A sinalização da adenosina é 
encerrada pela atuação da enzima adenosina deaminase (ADA) que gera inosina, ou pela adenosina 
quinase (AK) que transforma adenosina novamente em AMP [155]. 

 

1.3 Metabolismo celular e resposta imune 

Durante a ativação da resposta imune, os leucócitos passam de um estado 

metabólico relativamente quiescente para uma fase caracterizada por um 

metabolismo altamente ativo [233]. Para que essa conversão ocorra é necessário 

que a célula passe de um estado catabólico para anabólico. No primeiro, 

macromoléculas são completamente degradadas e transportadas através de vias 

que geram energia a fim de produzir ATP e manter a homeostase celular. Por outro 

lado, durante o anabolismo, o metabolismo celular é reorganizado com a finalidade 

de balancear a produção de ATP com a produção de metabólitos intermediários que 

são requeridos para síntese de novo de macromoléculas [234]. 

A resposta desenvolvida pelas células imunes, tipicamente, envolve mudanças 

em sua expressão gênica, resultando na aquisição de novas funções, tais como a 

alta produção de citocinas, mediadores lipídicos, dentre outras. Há uma crescente 

apreciação do fato de que as transições entre estados quiescentes e ativados 

exigem a distribuição de nutrientes em diferentes vias e, portanto, há um forte 

interesse em entender como essas vias metabólicas são reguladas para apoiar ou 

direcionar as mudanças funcionais observadas nas células imunes [233,235]. 

Nesse contexto, é interessante ressaltar que há muito tempo se sabe que, ao 

contrário das bactérias ou leveduras, que respondem diretamente aos nutrientes em 

seus ambientes, as células de mamíferos devem ser instruídas por fatores de 

crescimento, a fim de utilizar eficientemente esses nutrientes [235]. Um exemplo 

clássico disso no sistema imunológico é como a IL-2 promove a expressão do 

transportador de glicose e, como tal, direciona efetivamente as células T ativadas 

para um metabolismo glicolítico [236,237,238]. 

A necessidade de produzir ATP como fonte de energia para a manutenção da 

função celular é, obviamente, essencial tanto nas células quiescentes como nas 

ativadas. Dessa maneira, o esperado é que as células possuam diversas vias que 

levem a produção de ATP, sendo que a atividade entre diferentes vias metabólicas 

será influenciada pela disponibilidade relativa de nutrientes e oxigênio no ambiente 
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[233,235].  A maioria dos seres vivos utiliza a respiração celular a fim de produzir 

ATP e suprir as necessidades celulares [239].   

1.3.1 Respiração celular 

Algumas células obtêm energia química na forma de ATP através do processo 

de fermentação, degradando a glicose na ausência de oxigênio [240]. Todavia, a 

maioria das células eucarióticas e muitas bactérias, que vivem em condições 

aeróbias, oxidam os compostos orgânicos completamente gerando CO2 (dióxido de 

carbono) e H2O (água). Essa fase aeróbia do catabolismo é denominada respiração. 

No sentido fisiológico mais amplo, a respiração se refere à captação de O2 (oxigênio) 

e eliminação de CO2 por organismos multicelulares. Entretanto, bioquímicos utilizam 

esse termo para referirem-se ao processo molecular no qual as células consomem 

O2 e produzem CO2, nomeando-o respiração celular (Figura 6) [241]. 

A respiração celular acontece em três fases principais. A primeira consiste na 

oxidação de moléculas combustíveis orgânicas – glicose, ácidos graxos e alguns 

aminoácidos – até compostos de dois carbonos na forma de grupo acetil da acetil-

coenzima A (acetil-CoA) [239,241].  A glicose é comumente utilizada para alimentar 

esse processo através da glicólise, atividade que envolve a conversão de glicose em 

piruvato no citoplasma celular [102].  

A glicose ocupa uma posição central no metabolismo de diversos seres vivos, 

uma vez que se trata de uma molécula rica em energia potencial, sendo, portanto 

um bom combustível para as células; a oxidação completa da glicose a CO2  e H2O 

gera uma variação da energia livre padrão (ΔG) de -2.840kJ/mol [241]. Entretanto, o 

metabolismo glicolítico é uma via relativamente ineficiente para a geração de energia 

química, produzindo apenas duas moléculas de ATP por unidade de glicose. Apesar 

disso, essa via fornece benefícios importantes para as células, pois além da geração 

rápida de ATP, também ocasiona a redução de dinucleotídeo de nicotinamida e 

adenina (NADH), que é usado por inúmeras enzimas como cofator, bem como 

permite o desvio de produtos intermediários para as vias de crescimento 

biossintéticos a fim de apoiar o crescimento anabólico [235].  

A glicólise parece estar envolvida em vários processos imunológicos, por 

exemplo, estudos demonstraram que macrófagos e linfócitos T ativados aumentam 

consideravelmente o consumo de glicose [242,243]. Além disso, trabalhos que 
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utilizaram um bloqueador da glicólise denominado 2-deoxiglicose (2-DG) mostraram 

a inibição da ativação de macrófagos in vitro, diminuição da inflamação em modelos 

in vivo [244,245] e a conversão de células Th17 (T helper – Th) em células Treg (T 

reguladoras) [246]. O aumento da glicólise pode, portanto, ser considerado uma 

alteração metabólica marcante na maioria das células imunológicas que sofrem 

ativação rápida, por exemplo em resposta à estimulação de PRRs, receptores de 

citocinas ou receptores de antígenos. A glicólise aumentada permite que a célula 

imune produza ATP e intermediários biossintéticos suficientes para realização de 

suas funções efetoras particulares [235].  

A segunda fase da respiração celular é denominada ciclo do ácido cítrico 

(CAC), também conhecido como ciclo tricarboxílico ou ciclo de Krebs, na qual os 

grupos acetil serão oxidados a CO2 e a energia liberada por essa reação será 

armazenada nos equivalentes redutores de NADH e dinucleotídeo de flavina e 

adenina (FADH2), que atuam doando seus elétrons para a cadeia transportadora de 

elétrons (CTE), abastecendo a fosforilação oxidativa (Oxidative Phosphorylation - 

OXPHOS), última etapa da respiração celular [102]. 

O ciclo do ácido cítrico é um pivô do metabolismo, com vias catabólicas 

chegando e vias anabólicas partindo, sendo cuidadosamente regulado em 

coordenação com outras vias [241]. Esse processo ocorre na matriz mitocondrial e é 

uma das principais vias metabólicas utilizadas na maior parte das configurações 

celulares não proliferativas ou quiescentes. Em conjunto com a fosforilação 

oxidativa, o CAC é um modo altamente eficiente de geração de ATP usado por 

células cujos requisitos primários são energia e longevidade [235].  

Ambos foram estudados extensivamente em células imunes. De particular 

interesse, têm sido realizados estudos relativos ao CAC em subtipos de macrófagos. 

Nos macrófagos M2, há um CAC intacto acoplado à fosforilação oxidativa [247]. No 

entanto, nos macrófagos M1, o ciclo mostrou-se quebrado em dois locais - após o 

citrato (devido a uma diminuição na expressão da isocitrato liase) e após o succinato 

[247,248]. O citrato que se acumula nos macrófagos M1 é exportado da mitocôndria 

através do transportador de citrato, sendo então usados na produção de ácidos 

graxos, que por sua vez são utilizados para a biogênese da membrana celular. O 

excesso de citrato também pode alimentar vias que geram óxido nítrico e 

prostaglandinas, moléculas efetoras fundamentais produzidas pelos macrófagos 
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[249]. O succinato, por sua vez, tem impacto direto na produção de citocinas e de 

ROS [248,250,251]. 

Na última fase da respiração celular, as coenzimas reduzidas geradas nas 

fases anteriores são oxidadas, doando elétrons ao O2, aceptor final de elétrons, 

através da CTE ou cadeia respiratória. Durante a transferência de elétrons através 

desses complexos enzimáticos constituintes da CTE, gera-se uma grande 

quantidade de energia que será conservada na forma de ATP, por meio da 

fosforilação oxidativa [241,252]. 

A fosforilação oxidativa começa com a entrada de elétrons na CTE, sendo que 

a maioria desses elétrons surge da ação das desidrogenases que os coletam das 

vias catabólicas e os canalizam para aceptores universais de elétrons, NADH ou 

FADH2. Além desses, outros três tipos de moléculas carreadoras de elétrons atuam 

na cadeia respiratória: uma quinona hidrofóbica (ubiquinona) e dois tipos diferentes 

de proteínas que contém ferro (citocromos e proteínas ferro-enxofre) [252]. 

A descoberta em 1948 por Eugene Kennedy e Albert Lehninger de que a 

fosforilação oxidativa ocorre nas mitocôndrias das células eucarióticas foi um marco 

nos estudos de metabolismo celular. A membrana mitocondrial externa é 

prontamente permeável a moléculas pequenas e a íons, que se movem livremente 

por canais transmembrana. A membrana interna, por outro lado, é impermeável à 

maioria das moléculas pequenas e aos íons, incluindo prótons; as únicas espécies 

que cruzam a membrana o fazem por meio de transportadores específicos. É 

justamente nessa membrana que se encontram os quatro complexos da CTE e a 

ATP-sintase  [241]. 

O primeiro desses complexos é o NADH/ubiquinona oxidorredutase (complexo 

I) ou NADH-desidrogenase. Trata-se de um complexo enzimático incluindo uma 

flavoproteína contendo mononucleotídeo de flavina (Flavin Mononucleotide – FMN) e 

pelo menos seis centros de ferro-enxofre. O complexo I catalisa dois processos 

simultâneos e obrigatoriamente acoplados: (1) a transferência exergônica para a 

ubiquinona de um íon hidreto do NADH e (2) a transferência endergônica de quatro 

prótons da matriz para o espaço intermembranas. A ubiquinona, também conhecida 

como coenzima Q, é uma molécula lipossolúvel que pode aceitar um elétron para se 

tornar o radical semiquinona ou dois elétrons para formar ubiquinol. Por ser pequena 

e hidrofóbica ela é livremente difusível dentro da bicamada lipídica da membrana 
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mitocondrial interna e capaz de movimentar equivalentes redutores entre outros 

carreadores de elétrons móveis na membrana. O complexo I é, portanto, um 

bombeador de prótons que utiliza a energia da transferência de elétrons para mover 

prótons em uma direção específica de um local (a matriz, que se torna 

negativamente carregada com a saída dos prótons) a outro (o espaço 

intermembranas que se torna positivamente carregado) [241,252]. 

Succinato desidrogenase (ou complexo II), única enzima do CAC ligada à 

membrana mitocondrial, é outro local de entrada de elétrons na cadeia respiratória. 

Neste caso, os elétrons derivados da oxidação do succinato são passados pelo 

FADH2 para a ubiquinona. Uma vez que a ubiquinona é reduzida ao ubiquinol, esse 

transfere elétrons para o complexo III, a ubiquinona/citocromo c oxidorredutase. 

Aqui, os elétrons são movidos através de vários grupos heme a partir da ubiquinona 

transportadora lipossolúvel para o citocromo c [241]. 

O citocromo c, por sua vez, atua na conexão entre o complexo III e o IV, 

transferindo os elétrons para o último passo da CTE, o complexo citocromo c 

oxidase (COX). Esse complexo recebe um elétron de cada molécula de citocromo c 

e os transfere para uma molécula de oxigênio, convertendo-o assim em duas 

moléculas de água. Nesse processo, há a translocação de quatro prótons [241].  

O complexo da citocromo c oxidase é formado por três subunidades catalíticas 

codificadas por genes mitocondriais e múltiplas subunidades estruturais codificadas 

por genes provenientes do ácido desoxirribonucleico (Deoxyrubonucleic acid – DNA) 

genômico. As subunidades mitocondriais atuam na transferência de elétrons e as 

genômicas, acredita-se, atuam na regulação e montagem do complexo, como é o 

caso da Cox10 que é importante para a funcionalidade do complexo, uma vez que 

está envolvida na maturação do grupo prostético heme da enzima e da Cox18 que é 

essencial para a inserção do complexo na membrana mitocondrial interna, além de 

ser necessária para a atividade do complexo, visto ser requerida especificamente 

para que haja o acúmulo de Cox2, umas das subunidades catalíticas [253]. 

O transporte de elétrons através dos complexos I, III e IV induz o 

bombeamento de prótons da matriz para o espaço intermembranas. 

Especificamente, para cada dois elétrons provenientes de uma molécula de NADH, 

quatro H+ são movidos pelo complexo I, quatro pelo complexo III e dois pelo 

complexo IV, o segundo complexo respiratório não gera movimento de prótons. A 
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cadeia respiratória em mitocôndrias ativas gera uma grande diferença na [H+] em 

toda a membrana mitocondrial interna, resultando na geração de um potencial 

elétrico (cerca de -180 a -200 mV) e variação no potencial hidrogeniônico (pH) de 

cerca de 0,75. Uma força motriz de prótons constante conduz a síntese de ATP 

através da última etapa da OXPHOS, a ATP sintase [241]. 

A ATP sintase pode ser dividida em dois componentes principais: F0, que 

permite a canalização de prótons e F1, que catalisa a fosforilação do ATP. O F0 é 

embutido na membrana mitocondrial interna, enquanto o F1 reside na matriz 

mitocondrial e é ligado ao F0 através de uma subunidade γ, que impulsiona 

mudanças conformacionais no complexo, e um dímero b2δ, que mantém 

efetivamente F0 e F1 juntos. Os prótons fluem do IMS para a matriz através da F0 

induzindo sua rotação; o movimento é transmitido da subunidade γ para a F1, 

causando rearranjos conformacionais. Essas mudanças sequenciais estão 

relacionadas à ligação de substratos, fosforilação e liberação de ATP [14]. Foi 

calculado que, para a síntese de uma molécula de ATP, são necessários quatro 

prótons (três para os rearranjos da ATP sintase e um para o transporte de ATP, 

adenosina difostato (Adenosine Diphosphate – ADP) e fosfato inorgânico (Pi) [15]). 

Uma vez sintetizado, o ATP pode localizar-se no interior da matriz mitocondrial ou 

ser transportado para o espaço intermembranas e posteriormente para o citosol 

[241,252]. 
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Figura 6. Respiração celular. A respiração celular acontece em três fases principais. A primeira 
baseia-se na oxidação de moléculas até compostos de 2 carbonos na forma de Acetil CoA. A glicose 
é utilizada nesse processo através da glicólise, que envolve a conversão da glicose em piruvato no 
citoplasma celular. Esse por sua vez, é convertido em moléculas de alta energia como NADH, GTP e 
FADH2 por meio das reações da segunda etapa da respiração celular, o ciclo de Krebs. Por último, 
acontece a fosforilação oxidativa que consiste na entrada de elétrons na CTE por meio da ação das 
desidrogenases. A transferência de elétrons através dos complexos da CTE mantém o potencial de 
membrana mitocondrial via bombeamento de prótons para o espaço intermembranas que gera 
energia para a fosforilação de ADP a ATP pelo complexo da ATP sintase  [254].  

 

1.4 Metabolismo mitocondrial 

As mitocôndrias são compostas por dois subcompartimentos: a matriz 

mitocondrial e o espaço intermembranas. Esses compartimentos são formados pelas 

duas membranas mitocondriais: a membrana interna, que possui extensas 

invaginações denominadas cristas, e a membrana externa que está em contato com 

o citosol [255]. 
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A maior parte das proteínas mitocondriais, incluindo todas envolvidas nos 

processos de fusão e fissão são provenientes de DNA nuclear [263], dessa maneira, 

apesar de possuir seu próprio genoma, esse codifica apenas um pequeno número 

de proteínas mitocondriais, sendo o núcleo responsável pela codificação da grande 

maioria das proteínas. Aproximadamente 10-15% dos genes nucleares de 

organismos eucariotos codificam proteínas mitocondriais que são traduzidas em 

ribossomos no citosol da célula na forma de precursores e se diferenciam em sua 

forma funcional uma vez dentro da mitocôndria. Sendo assim, a biogênese de 

proteínas mitocondriais é extremamente dificultada devido à arquitetura da organela  

[264]. 

O transporte de proteínas precursoras pela membrana externa da mitocôndria 

é realizado pelo complexo de Translocase da Membrana Externa (Translocase of the 

outer membrane - TOM). O complexo TOM é responsável por reconhecer as 

proteínas precursoras no citosol e transportá-las através dos poros da membrana 

externa da mitocôndria, além de mediar a inserção de algumas proteínas residentes 

da membrana externa [265].  

Esse complexo é formado por diferentes proteínas que atuam de maneiras 

diversas, por exemplo, Tom34 está envolvida na importação de proteínas 

precursoras para a mitocôndria, apresenta atividade semelhante à chaperona, se 

ligando a proteínas não enoveladas auxiliando na importação das mesmas para a 

mitocôndria [266]. Tom40, por sua vez, é a subunidade formadora do poro do 

complexo TOM, sendo, portanto essencial para o transporte de proteínas para a 

mitocôndria [264]. E Tom70, um dos receptores de superfície do complexo TOM, é 

responsável pelo reconhecimento de proteínas precursoras no citosol para posterior 

transporte pela membrana externa mitocondrial [265]. 

Uma vez no espaço intermembranas, as proteínas precursoras precisam ser 

transportadas através da membrana interna da mitocôndria a fim de alcançar a 

matriz mitocondrial. Esse transporte é realizado pelo complexo de Translocase da 

Membrana Interna (Translocase of Inner Membrane - TIM). Atualmente, foram 

identificadas três rotas de importação de proteínas pela membrana interna da 

mitocôndria, uma que utiliza o complexo TIM22 e duas que utilizam o complexo 

TIM23 [264] 
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Assim como o complexo TOM, o complexo TIM é formado por uma variedade 

de proteínas com funções diversas, tais como a proteína Tim10 que participa da 

importação e inserção de proteínas hidrofóbicas na membrana mitocondrial interna. 

O complexo Tim9/Tim10 é essencial para a viabilidade celular, sendo requerido no 

transporte de ADP para a mitocôndria e exportação de ATP para o citosol [267]. A 

Tim17 é um componente integral do complexo TIM23 [268], bem como a Tim44 que 

está envolvida na importação de proteínas para a matriz mitocondrial [269]. Por sua 

vez, a proteína Tim50 é uma subunidade essencial do complexo TIM23 que interage 

com o canal do complexo. A ligação de Tim50 a Tim23 antagoniza a ativação e 

induz o fechamento do canal quando nenhuma proteína está sendo transportada 

[270]. 

Historicamente, o papel central da mitocôndria é efetuar a ligação eficiente 

entre a oxidação de metabólitos através do CAC e a produção de ATP pela CTE. 

Além disso, outra função primordial, de igual importância desempenhada pela 

mitocôndria, é a utilização de metabólitos do CAC para a síntese de 

macromoléculas. Essas duas funções, gerar ATP e suportar a biossíntese, têm que 

ser cuidadosamente balanceadas a fim de suprir as demandas celulares. Assim, a 

mitocôndria se destaca no metabolismo celular, sendo capaz de alterar sua função 

de acordo com as necessidades celulares [234].    

Existem vários tipos de mecanismos de transdução de sinal entre a mitocôndria 

e o restante da célula. Primeiro, a via anterógrada na qual a transdução ocorre do 

citosol para a mitocôndria. O melhor exemplo para essa via é o rápido sequestro de 

cálcio para a matriz mitocondrial em resposta a altos níveis de cálcio citosólicos. 

Esse influxo resulta na ativação de múltiplas enzimas do CAC e da CTE [271]. 

Segundo, a via retrógrada na qual a sinalização ocorre da mitocôndria para o citosol, 

sendo o papel de ROS mitocondrial (mROS) na regulação da ativação de fatores 

induzíveis por hipóxia (Hypoxia-Inducible Factors - HIFs) um bom exemplo dessa via 

[272]. 

Nesse contexto, é importante ressaltar o papel da mitocôndria na regulação da 

resposta imune. Por exemplo, foi demonstrado que macrófagos M1 apresentam 

glicólise robusta mesmo na presença de altos níveis de oxigênio e consomem 

menos oxigênio quando comparados a macrófagos não polarizados, sugerindo uma 

dependência mínima do metabolismo mitocondrial [273,274]. Em contraste, 
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macrófagos M2 apresentam um aumento do consumo de oxigênio. A importância da 

diferença do metabolismo mitocondrial entre M1 e M2 in vivo é corroborada pelo 

achado que camundongos deficientes em NDUFS4, subunidade do complexo I da 

CTE, exibem um aumento da polarização para M1 e diminuição para M2 [275]. 

Os estudos iniciais implicando a mitocôndria como uma organela de sinalização 

na imunidade inata vieram de observações que LPS sinalizando via TLR4 e TNF 

através de fatores associados ao receptor TNF (TNF Receptor Associated Factors - 

TRAFs) ativam a produção de citocinas inflamatórias por meio da produção de 

mROS [276]. Estudos mais recentes demonstraram que a diminuição de mROS 

afeta a sinalização de múltiplos TLRs e a atividade bactericida em macrófagos [277]. 

Sendo assim, o papel de mROS na regulação da resposta imune se destaca como 

um tema emergente que vem sendo continuamente abordado. 

1.4.1 Espécies Reativas de Oxigênio 

As espécies reativas de oxigênio desempenham um papel crucial durante o 

desenvolvimento de respostas imunes contra diversos patógenos, incluindo 

bactérias e parasitos intracelulares, principalmente através da produção de 

superóxido (O2
.-) pela enzima nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-fosfato (NADPH) 

oxidase (NOX) [278]. ROS derivadas da NOX são essenciais na defesa do 

hospedeiro, uma vez que a deficiência em alguns componentes da NOX leva a um 

fenótipo de alta susceptibilidade a diversas infecções [279,280], sendo, portanto, 

bem estudadas no contexto de capacidade fagocítica.  

Outra fonte importante de superóxido intracelular na maioria das células de 

mamíferos é proveniente do metabolismo mitocondrial. Essa produção ocorre 

através da redução de um elétron da molécula de O2 formando O2
.-. Sendo assim, 

fatores cinéticos e termodinâmicos que controlam a interação entre potenciais 

doadores de elétrons com o O2 controlam a produção de mROS. O potencial de 

redução que determina a tendência termodinâmica do O2 formar O2
.- varia de acordo 

com as concentrações dos mesmos [281]. A mitocôndria in vivo está exposta a 

concentrações relativamente baixas de oxigênio que podem variar dependendo do 

estado fisiológico e do tecido analisado. Isso ocorre, pois o oxigênio mitocondrial in 

vivo é controlado pela concentração de oxigênio extracelular no tecido, que por sua 

vez é determinado pelo transporte e consumo de oxigênio no local [282]. 
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Atualmente, ROS são consideradas moléculas de sinalização capazes de 

regular diversas vias fisiológicas, contudo é válido citar que essa não é uma ideia 

nova. Esse papel para ROS foi proposto na década de 90 quando estudos 

demonstraram que o peróxido de hidrogênio (H2O2) era importante para a produção 

de citocinas, insulina, fatores de crescimento e sinalização via fator nuclear kappa B 

(Nucler Factor Kappa B - NF-κB) [283]. Além disso, o H2O2 pode inativar fosfatases 

por meio da oxidação de resíduos de cisteína, promovendo assim um mecanismo 

bioquímico plausível pelo qual ROS podem atuar nas cascatas de sinalização [284]. 

Dessa maneira, uma regulação precisa da produção de mROS é crítica para a 

manutenção de sua habilidade em atuar em vias de sinalização celular, sendo, 

portanto, realizada em diversos níveis. Primeiro, a célula possui diversas enzimas 

com atividade antioxidantes aptas em eliminar ROS, geralmente transformando-as 

em água, sendo que essa função depende de quão rápido essas enzimas 

conseguem reagir com ROS e da concentração de ambas, enzima e ROS [285]. 

Segundo, o ajustamento da produção de mROS é fundamental para alterar a sua 

capacidade de sinalização. Os maiores determinantes da produção de mROS são o 

estado redox da CTE e força próton-motriz que é gerada pelo transporte de prótons 

da matriz para o espaço intermembranas pelos complexos I, III e IV a medida que os 

elétrons são transferidos através da cadeia respiratória [286].  

Por último, a capacidade de sinalização de mROS pode ser alterada pela 

localização da mitocôndria. ROS são geralmente moléculas de meia-vida curta, 

sendo assim, a colocalização entre o seu sítio de produção e o sítio de sinalização 

provavelmente aumenta sua eficiência. Teoricamente, a quantidade de mitocôndria 

em uma célula pode alterar a quantidade de mROS e sua função intracelular. 

Entretanto, há também um aumento na produção de enzimas antioxidantes a fim de 

manter o balanço redox [287]. Assim, a quantidade de mitocôndria não 

necessariamente correlaciona com a quantidade de mROS. 

Hoje se sabe que mROS são biologicamente importantes em uma variedade de 

sistemas fisiológicos, destacando seu papel na regulação da resposta imune. O 

papel de ROS mais bem conhecido em células do sistema imune é na morte direta 

de patógenos por meio da explosão oxidativa mediada por NOX em fagócitos. 

Entretanto, vários trabalhos vêm demonstrando o papel do mROS na imunidade 

inata. Por exemplo, macrófagos nocautes para a proteína desacopladora 2 
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(Uncoupling Protein 2 - UCP2), proteína responsável pelo transporte de prótons e 

elétrons através da mitocôndria, produzem mais mROS e eliminam mais 

eficientemente taquizoítos de Toxoplasma gondii in vitro, efeito eliminado com o uso 

de antioxidantes [288]. Dessa maneira, foi demonstrado que a expressão aumentada 

de UCP2 correlaciona-se negativamente com a produção mROS [289]. 

Um estudo mais recente demonstrou o papel de ROS na morte de bactérias, 

uma vez que monócitos superexpressando a enzima antioxidante catalase 

apresentavam um comprometimento em sua capacidade de eliminação de 

Salmonella typimurium. De maneira interessante, esse mesmo estudo também 

apontou a capacidade das mitocôndrias de migração para os vacúolos contendo a 

bactéria [277]. 

1.4.1.1 ROS na Malária 

A função do estresse oxidativo durante a malária ainda não é completamente 

entendida. Alguns autores sugerem um papel de defesa, enquanto outros 

relacionam com a fisiopatologia da doença [290]. Entretanto, estudos recentes 

sugerem que a geração de ROS está associada com o estresse oxidativo, 

desempenhando um papel decisivo no desenvolvimento de complicações sistêmicas 

causadas pela malária [291].  

Um estudo demonstrou que não há diferença na parasitemia de camundongos 

infectados por P. berguei ANKA/KI73, P. yoelli, P. chabaudi K562 e P. vinckei, 

quando NADPH oxidase não está presente. Sugerindo que a geração de radicais 

livres não é devido à explosão respiratória por fagócitos, mas sim pela infecção e 

talvez pela produção pelo próprio parasito [292]. 

É importante salientar que a atividade antimalárica de várias drogas utilizadas 

no controle da doença, por exemplo, o artesunato e seus derivados, envolve o dano 

ao DNA do parasito mediado por ROS. O uso de antioxidantes, como o manitol, 

diminuem significativamente esse efeito [293]. Com a finalidade de conter o estresse 

oxidativo, os parasitos da malária possuem um sistema de proteção antioxidante, 

incluindo GSH (glutationa), SOD (superóxido dismutase) entre outros [294]. O 

tratamento com artesunato diminui os níveis de GSH totais do parasito e 

paralelamente aumenta os níveis de GSH na forma oxidada, indicando um alto 

estresse oxidativo no parasito [293].  Em conjunto, esses resultados sugerem que 
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ROS são necessárias para a morte do parasito, mas também participam da 

patogênese da doença. 

Os seres humanos também possuem esse mecanismo de proteção 

antioxidante, composto principalmente pelas superóxidos dismutases, enzimas que 

catalisam a dismutação do superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio. As 

principais enzimas são SOD1 e SOD2, sendo SOD1 a principal enzima antioxidante 

presente no citoplasma da célula e SOD2, encontrada na matriz mitocondrial, 

responsável pela ação antioxidante contra o alto estresse oxidativo que ocorre na 

mitocôndria [295]. 
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2 JUSTIFICATIVA 

Em grande parte das infecções parasitárias, existe uma relação dinâmica entre 

o agente etiológico e o sistema imunológico do hospedeiro, cujo equilíbrio, se 

alterado, pode influenciar a susceptibilidade do mesmo e, portanto o prognóstico da 

doença [24]. Assim, o equilíbrio entre uma resposta imune inflamatória e uma 

resposta imune anti-inflamatória é minuciosamente regulado, permitindo um controle 

eficaz da carga parasitária, limitando, simultaneamente, danos teciduais ao 

hospedeiro [102]. Na infecção malárica, o Plasmodium spp. desencadeia a produção 

de altos níveis de mediadores inflamatórios que são essenciais para o controle do 

parasito, mas também são responsáveis pelos sintomas observados durante a 

doença [39,40]. 

Recentemente, foi demonstrado por nós e outros grupos que células da 

imunidade inata, como monócitos e neutrófilos, desempenham um papel 

fundamental nas respostas inflamatória contra o P. vivax [52,56,60]. Neste sentido, 

as funções dessas subpopulações celulares são inúmeras, incluindo, a morte do 

parasito através da fagocitose e produção de espécies reativas de oxigênio 

[60,72,296]. Essa resposta imune desenvolvida por leucócitos ocasiona mudanças 

na expressão gênica dessas células, resultando na aquisição de novas funções 

[233]. Nessa conjectura, sabe-se que a transição entre o estado quiescente para 

ativado exige uma redistribuição de nutrientes em diferentes vias e, portanto, é de 

suma importância compreender como essas vias metabólicas são reguladas a fim de 

direcionar as mudanças funcionais observadas nas células imunes [233,235].  

Por outro lado, com a finalidade de modular a inflamação, citocinas anti-

inflamatórias, tais como a IL-10, também são produzidas [122]. Estudos sugerem 

que as diferentes apresentações clínicas dos pacientes com malária ocasionada 

pelo P. vivax estão fortemente associadas a um desequilíbrio no balanço entre 

citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias, sendo as primeiras predominantes em 

formas mais graves da doença [103]. Dentro desse contexto, apesar dos avanços no 

nosso entendimento acerca dos mecanismos envolvendo imunidade protetora e 

imunopatologia, pouco é sabido em relação aos mecanismos reguladores 

responsáveis pela manutenção desse equilíbrio durante a malária. Recentemente, 

pesquisadores demonstraram que a hidrólise do ATP até adenosina, via enzimas 

ectonucleotidases, faz parte de um mecanismo modulador que limita a resposta 
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inflamatória em macrófagos [206,207,208,209], principalmente por meio da alta 

produção de IL-10 [210,211,212].  

Dessa maneira, a realização do presente estudo visa auxiliar no entendimento 

da resposta imune desencadeada pelo Plasmodium vivax, aumentando a 

compreensão a cerca do equilíbrio inflamatório e regulador das respostas imunes de 

monócitos e consequentemente aumentando a compreensão da resistência versus 

susceptibilidade à malária em indivíduos naturalmente expostos ao P. vivax, 

servindo para o fortalecimento da capacidade local em pesquisa básica e aplicada. 

Nesse contexto, nossa hipótese é que os monócitos atuam tanto na resposta 

inflamatória, essencial para controle eficaz do parasito, quanto na modulação dessa, 

visando diminuir os seus efeitos deletérios. Sendo assim, a fim de facilitar o 

entendimento do presente trabalho, o mesmo foi dividido em dois objetivos gerais, 

sendo o primeiro voltado para o estudo do metabolismo mitocondrial de monócitos e 

o seu papel na resposta imune protetora e o segundo para a modulação da resposta 

inflamatória mediada pela adenosina. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 1 

Avaliar se a infecção pelo Plasmodium vivax altera o metabolismo mitocondrial 

das subpopulações de monócitos. 

3.2 Objetivos Específicos 1 

Objetivo específico 1: Determinar se a malária causada pelo P. vivax 

desencadeia mudanças nas fontes produtoras de ROS em subpopulações de 

monócitos. 

• Avaliar o conteúdo mitocondrial nos subtipos de monócitos de pacientes na 

fase aguda da malária e de indivíduos saudáveis; 

• Mensurar a ativação do complexo NADPH oxidase em indivíduos infectados 

pelo P. vivax e doadores saudáveis. 

Objetivo específico 2: Determinar o papel de espécies reativas de oxigênio no 

processo de fagocitose e produção de citocinas por monócitos circulantes de 

pacientes durante a infecção pelo P. vivax. 

• Avaliar a contribuição de ROS na morte do parasito por monócitos após 

fagocitose de reticulócitos infectados; 

• Investigar se a fagocitose de reticulócitos infectados pelo P. vivax 

desencadeia o recrutamento de mitocôndrias para fagossomos.  

Objetivo específico 3: Avaliar o metabolismo mitocondrial em subtipos de 

monócitos durante a malária ocasionada pelo P. vivax. 

• Investigar a transcrição gênica de genes nucleares envolvidos no 

metabolismo mitocondrial; 

• Dosar a produção de ATP extracelular por monócitos; 

• Avaliar os níveis de NADH e FADH2 nas subpopulações de monócitos.  

Objetivo específico 4: Determinar se a malária ocasiona mudanças no 

metabolismo das subpopulações de monócitos. 

• Avaliar a captação de glicose dos subtipos de monócitos em pacientes 

infectados pelo P. vivax e doadores saudáveis; 

• Investigar a transcrição gênica de genes nucleares envolvidos nas vias da 

respiração celular e metabolismo de lipídios nas subpopulações de monócitos 

durante a malária causada pelo P. vivax e em indivíduos saudáveis. 
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3.3 Objetivo Geral 2 

Avaliar se a adenosina, através da produção de IL-10, desempenha um papel 

modulador na resposta imune exacerbada desencadeada pela infecção pelo P. 

vivax. 

3.4 Objetivos Específicos 2 

Objetivo específico 1: Determinar se a malária causada pelo P. vivax 

desencadeia a produção de altos níveis de IL-10. 

• Avaliar os níveis plasmáticos de IL-10 em pacientes infectados pelo P. vivax; 

• Avaliar os níveis intracelulares de IL-10 em monócitos de sangue periférico de 

pacientes infectados pelo P. vivax; 

• Determinar a expressão do receptor de IL-10 (CD210) em leucócitos do 

sangue periférico de pacientes infectados pelo P. vivax. 

Objetivo específico 2: Determinar se a adenosina desempenha um papel na 

modulação da resposta inflamatória desencadeada pelo P. vivax. 

• Mensurar os níveis plasmáticos de adenosina em indivíduos saudáveis e 

infectados pelo P. vivax; 

• Determinar os níveis de expressão das ectonucleotidases responsáveis pela 

produção de adenosina, CD39 e CD73, em leucócitos, em especial monócitos 

circulantes, de pacientes na fase aguda da malária; 

• Investigar a localização das ectonucleotidases CD39 ou CD73 em 

subpopulações de monócitos e avaliar a colocalização entre ambas; 

• Avaliar a transcrição gênica dos receptores purinérgicos P1 e P2 em 

monócitos circulantes de pacientes infectados pelo P. vivax e comparar com 

os níveis de doadores saudáveis. 

• Determinar a capacidade da adenosina em desencadear a produção de IL-10 

por monócitos de pacientes experimentando a fase aguda da malária 

ocasionada pelo P. vivax. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 População avaliada - critérios de inclusão ou exclusão  

Os pacientes participantes são provenientes de Porto Velho, RO, e foram 

selecionados em colaboração com o grupo de pesquisadores e médicos do CEPEM 

(Centro de Pesquisa em Medicina Tropical) e CEMETRON (Centro de Medicina 

Tropical de Rondônia). Foram selecionados pacientes residentes em área endêmica 

que se encontravam na fase aguda da infecção por P. vivax. Foram incluídos no 

estudo indivíduos adultos (idade ≥ 18 anos), que não apresentavam nenhuma 

infecção aguda ou crônica ou gravidez, hematócrito < 33, eosinofilia > 4% e não 

estavam em tratamento com drogas imunossupressoras. Os indivíduos 

apresentaram positividade no exame de gota espessa no momento da coleta, sendo 

o resultado confirmado posteriormente por PCR para P. vivax. Os mesmos 

parâmetros avaliados em pacientes portadores de malária foram avaliados em 

indivíduos saudáveis, residentes em área endêmica, que não tinham tido a doença 

pelo menos nos últimos dez anos. 

Todos os pacientes incluídos neste estudo foram examinados por médicos 

especialistas em malária e assinaram termos de consentimento em português, 

formulado de acordo com as normas da resolução 466/2012 do Conselho Nacional 

de Pesquisa do Brasil (CEP-CPqRR 2004/CONEP 15652). Os pacientes foram 

informados dos objetivos do estudo antes da coleta de sangue. Os pacientes que 

aceitaram participar voluntariamente da pesquisa puderam se retirar do estudo 

quando assim o desejaram, sem prejuízo ou danos no atendimento clínico e 

tratamento terapêutico. O tratamento foi realizado com os medicamentos e 

dosagens preconizadas pelo Ministério da Saúde recomendado para a malária não 

complicada causada pelo P. vivax. Esse consiste na ingestão de três comprimidos 

por dia de cloroquina durante 3 dias e de 2 comprimidos por dia de primaquina 

durante 7 dias, caracterizando o tratamento por esquema curto [8].  

4.2 Obtenção de células mononucleares de sangue periférico:  

O sangue periférico de pacientes infectados pelo P. vivax e controles saudáveis 

(HD) foi coletado em tubos de heparina. O mesmo foi diluído em solução salina 0,9% 

estéril (vol/vol). Após a diluição, 30 ml de sangue foram adicionados delicadamente 

em um tubo contendo 15 ml de Ficoll Hypaque (GE Healthcare Life Sciences) e as 
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amostras foram centrifugadas por 40 minutos a 265 g. Foi realizada a coleta da 

nuvem de células mononucleares de sangue periférico (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells – PBMC) que foi transferida para um tubo cônico de 50 ml. As 

PBMC foram lavadas duas vezes com adição 30 ml de solução salina contendo 2% 

de soro fetal bovino. A concentração celular foi determinada com a utilização de 

câmara de Neubauer e ajustada de acordo com o ensaio a ser realizado.  

4.3 Purificação das subpopulações de monócitos: 

Após separação de PBMC, as células foram incubadas com anticorpos 

monoclonais anti-antígenos de superfície celular (α-CD14 conjugado com APC, α-

CD16 conjugado com PerCP-Cy5.5 e α-HLA-DR conjugado com APC-efluor 780), 

conjugados com fluorocromos de acordo com o citômetro de fluxo utilizado, 

previamente diluídos em tampão fosfato-salino (PBS) contendo 2% de soro fetal 

bovino (tampão FACS). A incubação foi realizada durante 30 minutos a 4°C e as 

células foram lavadas duas vezes por centrifugação por 5 minutos a 350 g com 

tampão FACS. Em seguida, foi realizada a purificação de subpopulações de 

monócitos com o emprego do citômetro de fluxo FACSAria II cell sorter (BD 

Biosciences). A utilização deste equipamento permitiu a purificação das três 

subpopulações de monócitos: CD14+CD16-, CD14+CD16+ e CD14lowCD16+. Em 

experimentos específicos, monócitos totais foram purificados através da seleção 

positiva utilizando microbeads magnéticas α-CD14, de acordo com as instruções do 

fabricante (MACS Miltenyi Biotec). 

4.4 Análise de conteúdo mitocondrial: 

A análise do conteúdo mitocondrial foi realizada utilizando as sondas 

MitoTracker Green e MitoTracker Red CMXRos (Life Technologies). De maneira 

geral, após separação de PBMC, as células foram distribuídas em placas de de 96 

poços e incubadas durante 15 min, 4°C com o marcador de morte celular Live/Dead 

(Invitrogen) e em seguida levadas por centrifugação a 630 g, 5 min a temperatura 

ambiente. Em seguida foi adicionada a sonda MitoTracker Green na concentração 

de 20nM, ou MitoTracker Red (37,5 nM) por 15 min. Após esse período, as células 

foram incubadas com anticorpos de superfície α-CD14, α-CD16 e α-HLA-DR durante 

30 min a 4°C. Após a lavagem, as células foram adquiridas em citômetro de fluxo 

LRSFortessa e analisadas utilizando o software FlowJo versão 9.3.2 (TreeStar). 
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4.5 Análise da ativação do complexo NADPH oxidase: 

A expressão das subunidades do complexo NADPH oxidase, p47phox e 

p67phox, foi realizada através da marcação das células com anticorpos contra 

antígenos de superfície α-CD14, α-CD16 e α-HLA-DR durante 30 min a temperatura 

ambiente. Em seguida as células foram permeabilizadas e fixadas de acordo com as 

instruções do fabricante (Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences). As células foram 

marcadas com anticorpos contra os antígenos intracelulares p47phox e p67phox 

durante 20 minutos. Por último, adicionamos o anticorpo α-IgG1 conjugado com PE 

por adicionais 20 minutos. Após a lavagem, as células foram adquiridas em 

citômetro de fluxo BD FACSCelesta e analisadas utilizando o software FlowJo 

versão 9.3.2 (TreeStar). 

4.6 Detecção de ROS mitocondrial: 

A produção de ROS mitocondrial foi detectada respectivamente através do 

indicador de superóxido mitocondrial MitoSOX Red (MitoSOX) (Invitrogen) na 

concentração de 2,5 µM. PBMC foram lavadas em PBS e incubadas em meio, Pv-

RET (1 Pv-RET/PBMC). MitoSOX foi adicionado às células durante incubação por 

3h à 37°C. As células foram então lavadas e coradas para caracterização de 

subpopulações de monócitos com os anticorpos α-CD14 conjugado com APC, α-

CD16 conjugado com PerCP-Cy5.5 e α-HLA-DR conjugado com APC-efluor 780, e 

analisadas por citometria de fluxo LSRFortessa e avaliadas utilizando o software 

FlowJo versão 9.3.2 (TreeStar).  

4.7 Detecção de ácido ribonucleico (RNA): 

As análises de expressão de RNA mensageiro (mRNA) foram realizadas 

através do método de Nanostring Technologies. O Sistema NanoString nCounter é 

uma tecnologia desenvolvida para captura e contagem de moléculas individuais de 

ácido nucleico em solução que consiste em uma reação não enzimática utilizando 

sondas fluorescentes. De maneira geral, são utilizadas duas sondas de sequências 

específicas para cada gene alvo [297].  

A primeira sonda, designada sonda de captura, contém de 35 a 50 pares de 

bases complementares a sequência do mRNA de interesse e uma sequência 

universal na extremidade 3’ acoplada a um marcador (tag), por exemplo biotina. A 

sonda repórter também consiste de 35 a 50 pares de bases, cuja sequência é 
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complementar ao mRNA alvo, acoplados a outra tag contendo segmentos de RNA 

marcados com fluorocromos específicos. A ordem linear dos diferentes segmentos 

de RNA marcados cria um código de identificação única para cada gene de 

interesse [297]. 

Um total de 1x104 células de cada subpopulação foram lisadas com tampão 

RLT (Qiagen) suplementado com β-Mercaptoetanol, e em seguida congeladas no 

freezer -80oC. Posteriormente, os lisados celulares foram hibridizados com as 

sondas repórter e de captura por 16 horas a 65oC e depois foram colocados em uma 

plataforma na qual ocorre a separação magnética das sondas hibridizadas, lavagem 

para remover excessos de sondas e imobilização destas nos cartuchos. Por fim, a 

quantificação foi realizada no analisador digital utilizando 600 campos para detecção 

das sondas hibridizadas.  

Os dados adquiridos foram normalizados de duas maneiras distintas. A 

primeira normalização visa às pequenas variações que ocorrem entre os 

experimentos e consiste na utilização de controles positivos para o teste de 

eficiência da técnica. Em seguida, os dados são normalizados utilizando sete genes 

constitutivos para possibilitar comparações entre as amostras. 

4.8 Purificação de reticulócitos infectados pelo Plasmodium vivax (Pv-RET): 

Uma fração da camada de eritrócitos obtida da centrifugação do gradiente de 

densidade utilizando o Ficoll Hypaque foi lavada em PBS. As hemácias foram 

ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich) a um hematócrito final de 10%. 

Cinco mililitros desta suspensão foram sobrepostos a 5 ml da solução de Percoll 

45% [2,25 ml de Percoll isotônico (90% Percoll em PBS 10x) e 0,5 ml de RPMI 1640 

(×10) e 2,25 ml de água destilada] em um tubo de 15 ml. Após centrifugação a 800 g 

durante 10 min, os reticulócitos parasitados pelo P. vivax (Pv-RET) foram coletados 

e suspensos em RPMI 1640. A pureza do enriquecimento de Pv-RET foi avaliada 

por microscopia ótica.  

4.9 Ensaios de colocalização: 

A fim de avaliar a colocalização entre mitocôndrias e fagossomos em 

monócitos circulantes de pacientes infectados pelo P. vivax, os mesmos foram 

marcados com MitoTracker Green e α-CD107a (LAMP) conjugado com Brilhante 

Violeta 450 respectivamente. Os monócitos foram identificados a partir da expressão 
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de CD14 conjugado com PE-Cy7. Após purificação de monócitos por FACS sorting, 

os mesmos foram distribuídos em placas de 96 poços em meio HBSS e colocados 

em cultura durante 3 horas na ausência (Pv-RET -) ou na presença (Pv-RET +) de 

reticulócitos infectados pelo P. vivax marcados com Alexa na proporção 1:1. O 

LAMP conjugado com Brilhante Violeta 450 e o CD14 conjugado com PE-Cy7  foram 

adicionados no início da cultura. Após a cultura, as células foram lavadas e 

ressuspendidas em 50 µl de MitoTracker Green (10nM) e incubadas durante 15 

minutos. Após esse período as células foram lavadas novamente e ressuspendidas 

em 50 µl de tampão FACS e analisadas no citômetro de fluxo de imagem 

(ImageStreamX Mark II, Merck-Millipore), que além de gerar imagens de qualidade 

ainda permite a realização de análises estatísticas. 

Para a análise de colocalização de ROS mitocondrial foi utilizada a sonda 

MitoSox Red.  Após purificação de monócitos por FACS sorting, os mesmos foram 

plaqueados em meio HBSS e colocados em cultura durante 3 horas na ausência 

(Pv-RET-) ou na presença (Pv-RET+) de reticulócitos infectados pelo P. vivax 

marcados com FITC na proporção 1:1. O LAMP conjugado com Brilhante Violeta 

450 e o CD14 conjugado com PE-Cy7 foram adicionados no início da cultura. Nos 

últimos 30 minutos de cultura foi adicionada a sonda MitoSox Red (2,5 µM). Após o 

término da cultura, as células foram lavadas novamente e ressuspendidas em 50 µl 

de tampão FACS e analisadas no citômetro de fluxo de imagem (ImageStreamX 

Mark II, Merck-Millipore). As análises foram efetuadas utilizando o software IDEAS 

v6.1. Para as análises de colocalização foi utilizada a ferramenta do wizard 

“Colocalization” 

Para as análises de colocalização entre as ectonucleotidases CD39 e CD73, as 

subpopulações de monócitos purificadas foram colocadas em cultura durante 3 

horas na ausência (Pv-RET-) ou na presença (Pv-RET+) de reticulócitos infectados 

pelo P. vivax marcados com FITC na proporção 1:1. Após a cultura, as células foram 

lavadas e marcadas com os anticorpos de superfície, α-CD39 conjugado com PE e 

α-CD73 conjugado com PerCPCy5.5. Após esse procedimento, as células foram 

lavadas e ressuspendidas em 50 µl de tampão FACS e analisadas no citômetro de 

fluxo de imagem (ImageStreamX Mark II, Merck-Millipore). As análises foram 

efetuadas utilizando o software IDEAS v6.1. Para as análises de colocalização foi 

utilizada a ferramenta do wizard “Colocalization” 
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4.10 Dosagem de ATP e FAD: 

A dosagem de ATP e FAD no sangue total de pacientes infectados pelo P. 

vivax e indivíduos saudáveis foi realizada com a utilização de kits comerciais 

(Abcam). Em resumo, 200 µl de sangue foram transferidos para tubos de 5 ml. No 

caso do ATP, foi adicionado também suramina (200 µM), com o intuito de bloquear a 

ação da ectonucleotidase CD39 responsável pela hidrólise do ATP até ADP ou AMP. 

Em seguida, meio RPMI ou reticulócitos infectados (4x104) foram adicionados e 

incubados durante 10 min, 1 hora ou 4 horas. Em seguida centrifugamos os tubos e 

coletamos 100 µl do sobrenadante, precipitamos as proteínas com 100 µl de 

acetonitrila e misturamos vortex as amostras durante 15 segundos com a utilização 

de um. Após centrifugação, coletamos o sobrenadante e congelamos até a utilização 

do kit específico, seguindo as especificações do fabricante. 

4.11 Dosagem de NAD/NADH: 

A dosagem de NAD/NADH foi realizada utilizando kit comercial (Abcam). Após 

purificação de PBMC, cultivamos 2x106 células na presença ou ausência de LPS 

durante 4 horas. Após esse período, as células foram centrifugadas e 

ressuspendidas em 100 µl de tampão de lise (Lysis Buffer), seguindo instruções do 

fabricante, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o lisado celular 

foi congelado até a utilização do kit.  

4.12 Captação de glicose: 

Para a análise de captação, 90 µl de sangue, coletado em tubos de citrato, foi 

pipetado em tubos de polipropileno. Foi adicionado 10 µl de 2-NBDG (14,60 µM), em 

seguida a amostra foi homogeneizada gentilmente e incubada durante 30 minutos 

ao abrigo da luz a 37⁰C. Após esse período, o tubo foi colocado imediatamente no 

gelo. Foi adicionado então 4 ml de BD FACSTM Lysing Solution (BD Bioscience). As 

amostras foram centrifugadas a 200 g, a 4⁰C por 5 minutos. Esse processo foi 

repetido mais uma vez. Foram adicionados os anticorpos de superfície, α-CD14 e α-

CD16. Após 30 minutos, as células foram lavadas e ressuspendidas em tampão de 

FACS e lidas no citômetro de fluxo. 

4.13 Análise do metabolismo de monócitos 

O metabolismo dos monócitos foi avaliado utilizando o Seahorse XF (Agilent). 

Em resumo, após a purificação dos monócitos por separação magnética, as células 
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foram ressuspensas em meio específico (XF - Agilent) suplementado com glicose 

5,5 mM e piruvato 1 mM. Foram distribuídos 300.000 monócitos em placas de 

cultura de células XF-96 (Seahorse Bioscience) na ausência ou presença de Pv-RET 

(proporção de 1: 1) ou PMA (100 µM), durante 3 horas e 1 hora, respectivamente.  

Foram utilizados o Seahorse XFp Cell Energy Phenotype Test Kit e o Seahorse XF 

Cell Mito Stress Kit, seguindo as instruções do fabricante. A taxa de consumo de 

oxigênio (oxygen consumption rate - OCR; pmoles / min) e a taxa de acidificação 

extracelular (extracelular acidification rate - ECAR; mpH) foram medidas durante o 

ensaio de fenótipo com o uso de injeções em tempo real de oligomicina (1 µM) e 

cianeto de carbonila-4- (trifluormetroxi) fenil-hidrazona (FCCP; 1 µM). Para o ensaio 

de estresse mitocondrial, foram utilizadas as mesmas concentrações, com adição de 

rotenona/antimicina A (ambas de 1 µM). Os dados foram analisados no software 

Seahorse Wave Desktop. 

4.14 Determinação dos níveis plasmáticos de adenosina 

 A determinação dos níveis de adenosina no plasma foi realizada através de 

métodos de separação por cromatografia líquida de alta performance associada à 

análise dos compostos por ultra-violeta e espectometria de massa. O sangue 

periférico dos pacientes foi coletado em tubos com heparina contendo uma solução 

de 75 µM Dypiramole, 15 µM  EHNA e 3 mM EDTA que foi imediatamente 

adicionada ao sangue a fim de impedir a degradação/consumo da adenosina. O 

sangue foi então centrifugado a 3.300 g por 10 min o sobrenadante coletado. A 

exclusão das proteínas foi realizado adicionando acetonitrila ao plasma, seguida por 

centrifugação a 14.000 rpm 10°C por 5 min. O sobrenadante foi aliquotado e 

armazenado em freezer -80°C até análise. Uma solução de fenacetina (50 ng/ml) foi 

preparada em acetonitrila (solução de precipitação) e usada como padrão interno 

para avaliação da eficiência da extração da adenosina. A separação dos compostos 

presentes no sobrenadante foi feita por meio da técnica de cromatografia liquida de 

alta performance num cromatógrafo Maxis ETD da Bruker. A coluna utilizada foi a 

Shimadzu Shim-Pack XR-ODS III (C18, 2.2 µm, 80A, 2.0 x 200 mm).  A quantidade 

de amostra injetada no cromatógrafo foi 10 µl. Um gradiente binário de fase móvel A 

(água) e B (acenotrila) foi programado na vazão de 200 µl/min, ambos com 0,1% de 

ácido fórmico. No intervalos de 0-0,5 min foi usado 5% do eluente B, de 0,5-13 min 

5-100 % de B, 13-14 min 100% B, 14-15 min 100-5% B e 15-20 min 5% 
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B. Durante todo o processo a temperatura foi mantida a 40°C. A espectrometria de 

massa foi realizada utilizando-se o método MS positivo com 0,5 Hz de frequência e 

com alcance de 40-400 m/z. Foi realizada uma calibração de alta precisão (HPC) no 

início de cada corrida injetando 20 µl de uma solução formiato de sódio/acetato 10 

mM. 

4.15 Caracterização fenotípica de leucócitos de sangue periférico: expressão 

do receptor de IL-10 e ectonucleotidases. 

A caracterização fenotípica dos leucócitos do sangue periférico foi realizada 

utilizando citometria de fluxo convencional e de imagem. Avaliamos a expressão das 

moléculas de interesse CD39, CD73 e CD210 em células B, subpopulações de 

monócitos, neutrófilos, células T CD4+ e T CD8+. Para esta análise, os PBMC foram 

incubados com anticorpos de superfície (α-CD14, α-CD16, α-CD66b, α-CD19, α-

CD3, α-CD4, α-CD8) usando diferentes combinações e avaliados por citometria de 

fluxo convencional (BD FACSCan) e citometria de fluxo de imagem (ImageStreamX 

Mark II, Merck-Millipore). Para avaliar quais populações celulares estariam alteradas 

em função da infecção pelo P. vivax, amostras de sangue de pacientes com malária 

foram coletadas antes e 30-45 dias após tratamento, bem como de doadores 

saudáveis. Paralelamente, pacientes infectados pelo P. falciparum também foram 

incluídos no estudo. 

4.16 Análise da produção de citocinas 

O nível plasmático de IL-10 foi medido usando o kit de CBA Th1/Th2/Th17 em 

pacientes infectados pelo P. vivax durante a fase aguda da doença (BT) e após o 

tratamento (AT), seguindo as especificações do fabricante. A produção intracelular 

de IL-10 e TNF por monócitos também foi avaliada por citometria de fluxo. Em 

resumo, os monócitos foram estimulados com Pv-RET (proporção de 1:1) ou LPS 

(100 ng/ml) na presença de brefeldina (0,2 µL/200 µL) durante 3 horas. Após a 

cultura, as células foram fixadas e permeabilizadas para posterior incubação com 

anticorpos α-IL-10 conjugado com PE e α-TNF conjugado comFITC. O procedimento 

foi realizado de acordo com a descrição do fabricante (BD Cytofix/Cytoperm ™). 

4.17 Avaliação da modulação da adenosina 

Para avaliar a capacidade dos monócitos de pacientes infectados pelo P. vivax 

em modular a resposta imune quando estimulados pela adenosina (10 nM), os 
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mesmos foram estimulados com LPS (100 ng/ml) na ausência e presença de 

adenosina. Posteriormente, os níveis intracelulares de IL-10 e TNF foram avaliados 

como descrito acima. Em experimentos específicos, os antagonistas de ADORA2A e 

A2B, ZM241385 (4- (2- (7-amino-2- (2-furil) (1,2,4) triazol (2,3-α) (1,3,5) triazina-5-

ilamino) etil) fenol) e MRS1754 (N- (4-cianofenil) -2 (4- (2,3,6,7tetra-hidro-2,6-dioxo-

1,3-dipropil-1H-purina- 8-il) fenoxi) acetamida), respectivamente (Tocris Bioscience), 

foram utilizados. Resumidamente, as células foram cultivadas durante 30 minutos 

com os antagonistas dos receptores de adenosina (5 µM) antes de adicionar LPS 

(100 ng/ml) e adenosina (10 nM). 

4.18 Análise estatística: 

A análise estatística foi realizada, levando-se em consideração, primeiramente, 

as variáveis de independência, normalidade e variância para definição dos dados 

como paramétricos ou não paramétricos. Dados não paramétricos foram avaliados 

pelo Teste de Mann-Whitney para amostras não pareadas ou Wilcoxon matched-pair 

para amostras pareadas. Dados paramétricos foram avaliados pela análise do teste t 

não pareado ou pareado. Em todos os casos, as diferenças foram consideradas 

estatisticamente significativas para um valor de p<0,05. O software GraphPad Prism 

6.0 foi utilizado para as análises dos dados. 

4.19 Comitê de ética: 

A realização desse estudo foi aprovada pelo Comitê de Ética do CEPEM (CEP-

CEPEM 095/2009) e do Centro de Pesquisas René Rachou-FIOCRUZ-MG. 
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5 RESULTADOS 

5.1 População de estudo 

Um total de 48 pacientes com malária não complicada causada pelo 

Plasmodium vivax foram incluídos nesse estudo no Centro de Pesquisa de Medicina 

Tropical de Rondônia (CEPEM) em Porto Velho, Rondônia, área endêmica na região 

Amazônica do Brasil. A população de estudo foi constituída por oito mulheres 

(16,1%) e 40 homens (83,9%), com faixa etária de 18 a 72 anos (38 ± 13,16). As 

manifestações clínicas observadas foram: febre, calafrio, náusea, vômito, diarreia, 

mialgia, cefaleia, artralgia e icterícia (Tabela 1). Adicionalmente, foram realizados 

exames complementares como hemograma (Tabela 2) e avaliação de parâmetros 

bioquímicos (Tabela 3). 
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Tabela 1. Resumo da anamnese e exame clínico realizados em pacientes infectados pelo 
Plasmodium vivax participantes do presente trabalho 

 
(1) Masculino (M); (2) Feminino (F); (3) Não informado (NI); (4) Não (N); (5) Sim (S). + (≤500 

parasitas/µl); ++ (500-10000 parasitas/µl); +++ (>10000 parasitas/µl).  
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Tabela 2. Dados do hemograma realizado em pacientes infectados pelo Plasmodium vivax 
participantes do presente trabalho 

 
(1) Hematócrito (Hct); (2) Hemoglobina (Hb); (3) Volume corpuscular médio (VCM); (4) Hemoglobina 

corpuscular média (HCM); (5) Concentração da hemoglobina corpuscular média (CHCM); (6) 
Plaquetas (Plaq); (7) Não avaliado (NA). 
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Tabela 3. Dados dos exames bioquímicos realizados em pacientes infectados pelo Plasmodium vivax 
participantes do presente trabalho 

 
(1) Creatinina (Cr); (2) Ureia (U); (3) Bilirrubina total (BT); (4) Bilirrubina direta (BD); (5) Bilirrubina 

indireta (BI); (6) Fosfatase alcalina (FAL); (7) Gama GT (GGT); (8) Não avaliado (NA). 
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5.2 Plasmodium vivax altera a transcrição de genes nucleares envolvidos no 

metabolismo mitocondrial 

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que os subtipos de monócitos possuem 

capacidade fagocítica diversa bem como produzem ROS diferentemente [52], diante 

desse achado surgiu a indagação se essas diferenças observadas entre as 

subpopulações são provenientes da infecção pelo P. vivax ou se são características 

intrínsecas das mesmas. A fim de solucionar essa questão, nosso primeiro passo foi 

avaliar a transcrição de genes envolvidos no metabolismo mitocondrial (Tabela 4), 

visando estabelecer um perfil de alterações de maneira mais abrangente e 

específica. Para isso, foi avaliado o número de cópias de mRNA dos genes 

selecionados nas subpopulações de monócitos de cinco pacientes (Pv) durante a 

fase aguda da doença e três indivíduos saudáveis (HD – Healthy Donors) por 

nanostring nCounter. Foram utilizados genes envolvidos no processo de fissão e 

fusão mitocondrial (1), apoptose (2), transporte de diversos metabólitos (3), atividade 

de chaperonas (4), processamento de proteínas (5), montagem do complexo IV da 

CTE (6) e de enzimas com atividade antioxidades (7). Os dados obtidos foram 

utilizados em duas análises distintas: análise do perfil de transcrição por meio da 

análise de componente principal (Principal Component Analysis – PCA) (Figura 7A) 

e da construção de um heatmap (Figura 7B). Os genes mostrados são os que 

apresentam diferenças significativas quando pelo menos uma subpopulação de 

monócitos foi comparada entre pacientes infectados pelo P. vivax e HD. Através da 

PCA observamos uma segregação importante entre pacientes com malária e HD e, 

em menor grau, entre subpopulações de monócitos. No heatmap, observamos uma 

diminuição na contagem de mRNA da maioria dos genes de monócitos de pacientes 

com malária associados à fusão e fissão, apoptose, transporte de metabólitos, 

atividade de chaperona, processamento de proteínas e montagem do Complexo IV 

da CTE. O único parâmetro aumentado durante a infecção foi SOD2, envolvido na 

atividade antioxidante. A redução generalizada na expressão gênica sugere uma 

alteração no metabolismo mitocondrial de monócitos de pacientes com malária. 

Adicionalmente, realizamos um outro nanostring nCounter incluindo um novo 

painel no qual o foco era genes envolvidos em diferentes processos do CAC, CTE, 

metabolismo da glicose e de lipídeos, e ao juntar com os dados adquiridos 

anteriormente, construímos gráficos de radar (Figura 7C), com o objetivo de revelar 
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diferenças mais substanciais entre os subtipos de monócitos de pacientes e de 

indivíduos saudáveis. No geral, não foi observada quase nenhuma diferença em 

genes associados com metabolismo de lipídeos. Em relação aos genes envolvidos 

na CTE e no CAC observamos uma diminuição nos níveis de mRNA. Por outro lado, 

foi demonstrado um aumento na contagem de mRNA da PKM, enzima responsável 

pelo último passo da glicólise. As análises efetuadas relataram diferenças 

significativas entre ambos grupos, demonstrado que de fato a malária causada pelo 

P. vivax altera o metabolismo mitocondrial das subpopulações de monócitos. 

Tabela 4. Diferenças estatísticas entre a contagem do número de cópias de mRNA nas 
subpopulações de monócitos de pacientes infectados pelo P. vivax e indivíduos saudáveis 

 
Genes foram divididos em 10 grupos: (rosa escuro) fusão e fissão; (azul) apoptose; (verde claro) 
transporte de metabólitos; (laranja escuro) atividade de chaperona; (verde escuro) 
processamento de proteínas; (laranja) CTE; (vermelho) controle antioxidante; (roxo) Ciclo de 
Krebs; (rosa claro) metabolismo de lipídeos; e (amarelo) metabolismo da glicose. (HD n= 11) (Pv 
n=13). 

Nome oficial completo Gene ID CD14+CD16- CD14+CD16+ CD14lowCD16+

Fission, mitochondrial 1 FIS1 0.03 0.03 0.03

Mitofusin 1 MFN1 0.03 0.22 0.14

Mitofusin 2 MFN2 0.03 0.03 0.03

OPA1 mitochondrial dynamin like GTPase OPA-1 0.03 0.03 0.25

BCL2 apoptosis regulator BLC2 0.03 0.25 0.25

BCL2-like protein 1 BCL2L1 0.11 0.11 0.85

BLC2 interacting protein 3 BNIP3 0.57 1.00 0.11

Tumor protein p56 TP53 0.03 0.03 0.03

Apoptosis inducing factor mitochondria associated 2 AIFM2 0.40 0.85 0.11

BCL2 antagonislt/killer 1 BAK1 0.03 0.03 0.03

Aryl hydrocarbon receptor interacting protein AIP 0.03 0.03 0.03

Translocator protein TSPO 0.03 0.07 0.39

STAR related lipid transfer domais containing 3 STARD3 0.03 0.03 0.05

Solute carrier family 25 member 1 SLC25A1 0.03 0.03 0.03

Solute carrier family 25 member 12 SLC25A12 0.03 0.03 0.05

Solute carrier family 25 member 13 SLC25A13 0.39 1.00 1.00

Solute carrier family 25 member 17 SLC25A17 0.03 0.03 0.03

Solute carrier family 25 member 20 SLC25A20 0.03 0.03 0.03

Solute carrier family 25 member 25 SLC25A25 1.00 0.07 0.25

Solute carrier family 25 member 37 SLC25A37 0.03 0.07 0.25

Translocase of outer mitochondrial membrane 34 TOMM34 1.00 0.14 0.07

Translocase of outer mitochondrial membrane 35 TOMM40 0.25 0.14 0.14

Translocase of outer mitochondrial membrane 70 TOMM70A 0.03 0.03 0.03

Translocase of inner mitochondrial membrane 10B TIMM10B 0.03 0.03 0.03

Translocase of inner mitochondrial membrane 17B TIMM17B 0.03 0.03 0.03

Translocase of inner mitochondrial membrane 44 TIMM44 0.03 0.07 0.07

Translocase of inner mitochondrial membrane 50 TIMM50 0.03 0.03 0.78

Heat shock protein 90 alpha family class A member 2 HSP90AA1 0.03 0.03 0.03

Heat shock protein family D (Hsp60) member 1 HSPD1 0.03 0.03 0.03

Inner mitochondrial membrane peptidase subunit 3 IMMP2L 0.03 0.11 0.11

Mitochondrial intermediate peptidase MIPEP 0.03 0.03 0.03

Misato mitochondrial distribution and morphology regulator 1 MSTO1 0.03 0.05 0.07

NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A13 ComplexI 0.30 0.57 0.93

Succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A ComplexII 0.01 0.06 0.15

Coenzyme Q - cytochrome c reductase ComplexIII 0.09 0.73 0.69

Cytochrome c oxidase COX 0.43 0.85 0.38

Cytochrome c oxidase assembly factor COX18 COX18 0.03 0.03 0.03

Cytochrome c oxidase assembly factor COX10 COX10 0.03 0.03 0.03

ATP synthase F0 subunit 6 ATP syn 0.67 0.61 0.15

Superoxide dismutase 1 SOD1 0.03 1.00 0.57

Superoxide dismutase 2 SOD2 0.03 0.03 0.03

Alpha-ketoglutarate dehydrogenase Cetoglutarato 0.01 0.01 0.46

Citrate synthase Citrate 0.04 0.87 0.50

Aconitase 1 Isocitrate 0.02 0.79 0.44

Hydroxyacyl CoA dehydrogenase HydroAcylCoA 0.01 0.17 0.37

Pyruvate dehydrogenase E1 subunit alpha PDHA1 0.01 0.54 0.98

Thiolase Thiolase 0.17 0.27 0.41

Carnitine palmitoyltransferase 1 Carnil I 0.09 0.45 0.26

Carnitine palmitoyltransferase 2 Carnil II 0.08 0.78 0.67

Enoly-CoA hydratase, short chain 1 EnolyCoA 0.42 0.44 0.61

Acyl-CoA dehydrogenase very long chain AcylCoAdes 0.09 0.44 0.62

Acyl-CoA synthetase medium chain family member 3 AcylCoA 0.01 0.77 0.47

Hexokinase 1 Hexokinase 0.47 0.61 0.38

Phosphofructokinase Phosphofructo 0.06 0.49 0.23

Pyruvate kinase M1/2 PKM 0.01 0.01 0.01

10

Grupo

valor de p

1

2

3

4

5

6

7
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Figura 7. A infecção pelo P. vivax altera o perfil de transcrição de genes envolvidos no 
metabolismo mitocondrial das subpopulações de monócitos. (A) PCA dos subtipos de monócitos 
de 3 HDs (símbolos abertos) e 4 pacientes com malária causada pelo P. vivax (símbolos fechados). 
(B) Análise de nanostring nCounter de subpopulações de monócitos de 3 indivíduos saudáveis (HDs) 
e 5 pacientes infectados pelo P. vivax. Heatmap representando o número de cópias de mRNA de 29 
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genes envolvidos no processo de fissão e fusão mitocondrial (1), apoptose (2), transporte de diversos 
metabólitos (3), atividade de chaperonas (4), processamentos de proteínas (5), montagem do 
complexo IV da CTE (6) e de atividade antioxidante (7). (C) Os gráficos de radar foram construídos 
utilizando a proporção de indivíduos que exibem cada parâmetro acima do valor da mediana global. 
Os genes foram divididos em 10 grupos: fusão e fissão mitocondrial (rosa escuro), apoptose (azul), 
transporte de diversos metabólitos (verde claro), atividade de chaperona (laranja escuro), 
processamento de proteínas (verde escuro), CTE (laranja claro), atividade antioxidante (vermelho), 
CAC (roxo), metabolismo lipídico (rosa) e metabolismo de glicose (amarelo). (HD – n=11; Pv – n=13). 

 

5.3 Subtipos de monócitos apresentam expressão de genes envolvidos no 

metabolismo mitocondrial distinta que é intensificada durante a malária 

causada pelo P. vivax 

Com o propósito de avaliar mais detalhadamente as diferenças na expressão 

gênica entre as subpopulações de monócitos entre si no mesmo contexto, doença 

ou homeostase, e entre o mesmo subtipo em pacientes e doadores saudáveis, 

construímos a assinatura ascendente desses genes (Figura 8) e comparamos os 

genes utilizando diagramas de Venn (Figura 9). Ambas as análises foram feitas 

considerando os parâmetros observados em 50% ou mais dos indivíduos em relação 

ao valor da mediana global. 

A assinatura ascendente nos permite observar que os três subtipos de 

monócitos analisados têm expressão diminuída da maioria dos genes analisados em 

pacientes infectados (Pv) (Figura 8B) em relação aos doadores saudáveis (HD) 

(Figura 8A). Os diagramas de Venn possibilitam investigar as semelhanças e 

diferenças entre os subtipos de monócitos dentro de um mesmo contexto, no caso 

malária e homeostase. Observamos claramente que em indivíduos saudáveis (HD), 

as subpopulações de monócitos são mais parecidas entre si, apresentando a 

expressão de 27 genes em comum, enquanto que durante a malária esse número 

cai para 4 genes (Figura 9A), sugerindo que a infecção pelo P. vivax estimula uma 

ativação diferenciada por essas células. Ao compararmos o mesmo subtipo de 

monócito de pacientes e HDs, observamos que apesar de possuírem um número 

considerável de genes em comum, a grande maioria dos genes analisados é 

expressa somente no paciente ou no doador saudável (Figura 9B), corroborando 

com a ideia de que a infecção pelo P. vivax, de fato, causa mudanças substanciais 

no metabolismo mitocondrial das subpopulações de monócitos.  
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global. Os parâmetros observados em 50% ou mais dos indivíduos estão destacados para cada 
subtipo de monócitos de doadores saudáveis (HD) (A) e pacientes infectados pelo P. vivax (Pv) (B). 
Monócitos clássicos estão representados em verde, inflamatórios ou intermediários em vermelho, e 
os patrulhadores em azul. Os genes em negrito representam os parâmetros observados em 50% ou 
mais dos indivíduos na mesma subpopulação de monócitos de pacientes e doadores saudáveis. 

 

Figura 9. Padrão da expressão gênica mitocondrial nos subtipos de monócitos de doadores 
saudáveis e indivíduos infectados pelo P. vivax. Os diagramas de Venn foram construídos a fim 
de identificar a expressão gênica comum entre os diferentes grupos. Apenas genes expressos em 
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50% ou mais dos indivíduos foram incluídos na análise. (A) Comparação da expressão gênica entre 
subtipos de monócitos de doadores saudáveis (HD) (painel esquerdo) e pacientes (Pv) (painel 
direito). Os genes em negrito foram comumente expressos pelos Pv e HD na mesma análise de 
conjuntos. (B) Comparação da expressão gênica em cada subtipo de monócito entre HD (círculo) e 
Pv (quadrado). Genes em negrito foram comumente expressos por pacientes e doadores saudáveis 
ou grupo de interseção. Genes em itálico foram expressos exclusivamente em um subtipo específico 
de monócitos por Pv e HD ou grupo de interseção. 

 

5.4 A infecção pelo Plasmodium vivax altera características metabólicas de 

monócitos 

 Os dados de expressão gênica demonstraram que a infecção pelo P. vivax 

causa alterações no metabolismo das subpopulações de monócitos. Considerando 

que a glicose é uma importante fonte de ATP durante a ativação das células do 

sistema imune [235],  avaliamos a captação de glicose, utilizando um análogo da 

glicose fluorescente, 2-NBDG (2- (N- (7-Nitrobenz-2-oxa- 1,3-diazol-4-il) Amino-2-

desoxiglucose). Monócitos inflamatórios e patrulhadores de pacientes apresentam 

um aumento na captação de glicose em comparação aos mesmos subtipos de 

doadores saudáveis (Figura 10A). Além disso, foi observado que monócitos 

inflamatórios captam mais glicose do que os outros subtipos (Figura 10B).  

Afim de explorar ainda mais as características metabólicas dos monócitos, 

também utilizamos a análise de fluxo extracelular. Alterações na taxa de acidificação 

extracelular (ECAR) e na taxa de consumo de oxigênio (OCR) em resposta às 

injeções simultâneas de oligomicina e FCCP foram usadas para calcular o fenótipo 

de energia celular. Monócitos de pacientes infectados pelo P. vivax (Pv) cultivados 

com reticulócitos infectados pelo P. vivax (Pv-RET) e PMA exibiram um aumento no 

OCR basal (Figura 10C, painel superior) enquanto monócitos de HD mostraram 

um aumento no OCR basal após estimulação com PMA (Figura 10C, painel 

inferior). Como mostrado no fenograma, monócitos  de ambos, pacientes e HD,  

tendem a ser mais glicolíticos, mesmo na ausência de estímulos. Os monócitos 

cultivados com Pv-RET aumentam significativamente a OCR basal, no entanto, 

ainda exibem um fenótipo glicolítico que só é alterado para energético quando 

estimulado com PMA (Figura 10D). 
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Figura 10. Monócitos aumentam a captação de glicose durante a infecção pelo P. vivax. (A) A 
captação de glicose foi medida ex vivo nas subpopulações de monócitos de pacientes infectados pelo 
P. vivax (barras cheias, n=10) e de doadores saudáveis (barras abertas, n=5). (B) Captação de 
glicose pelos subtipos de monócitos de pacientes experimentado a fase aguda da malária ocasionada 
pelo P. vivax. (C, painel esquerdo) OCR basal de monócitos de pacientes infectados pelo P. vivax 
(Pv) e de doadores saudáveis (HD) estimulados com meio (vermelho escuro), Pv-RET (vermelho) ou 
PMA (laranja). OCR basal e alterações em tempo real na OCR em resposta ao tratamento com 
oligomicina e FCCP (painel esquerdo) e (D) fenograma correspondente aos níveis basais de 
monócitos de pacientes (quadrados cheios) e HD (quadrados vazios). (Pv n=13; HD n=7). * p≤0,05 ** 
p≤0,01 ***p≤0,001. 
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5.5 Monócitos de pacientes com malária causada pelo P. vivax estão 

programados para balancear a produção de ATP com a de mROS 

Dadas as alterações observadas na expressão gênica mitocondrial na malária 

e considerando que as mitocôndrias são as principais responsáveis pela geração de 

energia metabólica em praticamente todas as células eucarióticas, avaliamos os 

níveis de ATP produzidos durante a malária causada pelo P. vivax usando um kit 

comercial (ATP Assay Kit - Abcam). Resumidamente, cultivamos 200 µl de sangue 

na presença ou ausência de Pv-RET por 10 minutos (Figura 11A, painel superior) 

e coletamos o sobrenadante da cultura para a dosagem de ATP.  

A adição de Pv-RET diminuiu a concentração de ATP produzida por pacientes 

com malária, sem alterar a dos doadores saudáveis (Figura 11A, painel superior). 

Os níveis de FAD e NAD/NADH também foram avaliados  (Figuras 11A e 12B). Os 

níveis de FAD foram mais baixos nas culturas de células de pacientes com malária 

ocasionada pelo P. vivax quando comparados aos HD na presença ou na ausência 

de estímulo (Figura 11A, painel inferior). Não houve alteração na concentração de 

NAD (forma oxidada) ao comparar pacientes e HD (Figura 11B, painel superior). 

Foi observado um aumento de NADH (forma reduzida) em pacientes infectados pelo 

P. vivax (Figura 11B, painel inferior). No entanto, esse aumento não resultou em 

diferenças na proporção de NAD/NADH nos indivíduos analisados (Figura 11B, 

painel direito). Assim, esses resultados indicam que as mitocôndrias não estão 

programadas para produzir altos níveis de ATP durante a infecção pelo P. vivax.  
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Figura 11. Pacientes infectados pelo P. vivax apresentam níveis de ATP e FAD diminuídos.  (A) 
Dosagem de ATP (painel superior) e FAD (painel inferior) realizada por kits comerciais (Abcam) no 
sangue total de pacientes infectados pelo P. vivax (Pv -barra cheia) e doadores saudáveis (HD -barra 
aberta) na presença (vermelho) ou ausência (vermelho escuro) de Pv-RET após 10 minutos de 
cultura. (B) Concentração de NAD, NADH e proporção entre ambos foi dosada no PBMC de Pv 
(símbolos cheios) e HD (símbolos abertos) após 10 minutos de cultura com LPS (laranja). (Pv n=9; 
HDs = 5) * p≤0,05 ** p≤0,01. 

 

As mesmas análises também foram realizadas no tempo de 1 hora e 4 horas 

de cultura, nos quais obtivemos resultados semelhantes para FAD (Figura 12B) e 

NAD/NADH (Figura 12C), a diminuição de ATP não foi observada nesses períodos 

(Figura 12A), provavelmente devido à sua rápida hidrólise, mesmo na presença de 

suramina.  
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Figura 12. Níveis de ATP, FAD e NAD/NADH.  (A) Dosagem de ATP (painel superior) e FAD (painel 
inferior) realizadas por kits comerciais (Abcam) no sangue total de pacientes infectados pelo P. vivax 
(Pv -barra cheia) e doadores saudáveis (HD -barra aberta) na presença (vermelho) ou ausência 
(vermelho escuro) de Pv-RET após 1 hora (painel superior) e 4 horas (painel inferior) de cultura. (B) 
Concentração de NAD, NADH e proporção entre ambos dosadas no PBMC de Pv (barra e símbolos 
cheios) e HD (barra e símbolos abertos) após 1 hora de cultura com LPS (laranja) (Pv n=9; HDs = 5) * 
p≤0,05 ** p≤0,01. 
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O Cell Mito Stress Test (CMST)  foi utilizado com o intuito de explorar mais 

profundamente o metabolismo mitocondrial. A OCR basal e alterações nas medições 

de OCR em resposta ao tratamento com oligomicina, FCCP e rotenona + antimicina 

A foram utilizadas para avaliar os parâmetros bioenergéticos. A análise de fluxo 

extracelular foi realizada em monócitos circulantes purificados de pacientes 

infectados pelo P. vivax (símbolos cheios) e HD (símbolos abertos) estimulados com 

PMA (Figura 13) e as alterações na OCR foram usadas para avaliar a taxa 

respiratória basal (azul), extravasamento de prótons (roxo), taxa respiratória máxima 

(verde), consumo de oxigênio não-mitocondrial (vermelho), produção de ATP (rosa), 

capacidade respiratória (laranja) e eficiência de acoplamento (preto).  

 Altos níveis de respiração basal, produção de ATP e eficiência de acoplamento 

são observados em monócitos de doadores saudáveis (Figura 13A, barras 

abertas), indicando que o consumo de oxigênio está sendo usado para produzir 

níveis mais altos de ATP em doadores saudáveis de maneira eficiente. Por outro 

lado, os monócitos dos pacientes apresentaram uma diminuição em todos os 

parâmetros avaliados, exceto no consumo de oxigênio não mitocondrial (Figura 

13A, barras cheias), indicando que a infecção pelo P. vivax causa alterações 

significativas no metabolismo mitocondrial dos monócitos, favorecendo um aumento 

do potencial de membrana mitocondrial em detrimento da produção de ATP. Esses 

dados foram confirmados como mostrado no gráfico de radar de pacientes (Pv – 

laranja cheio) e HD (laranja vazio) construído utilizando os parâmetros do CMST 

(Figura 13B), calculados com base na média global das células não estimuladas.  
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Figura 13. A infecção pelo P. vivax altera características metabólicas de monócitos. (A) Perfil do 
Cell Mito Stress Test (CMST) gerado durante análise de fluxo extracelular. Medições em tempo real 
da OCR em resposta a injeções de oligomicina, FCCP e antimicina A + rotenona realizada em 
monócitos circulantes de pacientes (símbolos cheios, n =11) e HD (símbolos vazios, n = 7) 
estimulados com PMA, (E) com parâmetros bioenergéticos associados. (B) Gráfico de radar dos 
parâmetros de CMST calculados com base na média do não estimulado. * p≤0,05 ** p≤0,01 
***p≤0,001. 
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5.6 A transcrição de PKM e SOD2 são induzidas em monócitos de pacientes 

durante a malária ocasionada pelo P. vivax 

Ainda com o intuito de desvendar as alterações do metabolismo de monócitos 

ocasionada pela infecção pelo P. vivax, o próximo passo foi avaliar o nível de 

transcrição de genes, em subpopulações de monócitos de pacientes com malária e 

HD, envolvidos na respiração celular, que engloba a glicólise, CAC e ETC. Foram 

mensurados os níveis de mRNA da enzima piruvato quinase (PKM), responsável 

pela última etapa da glicólise que consiste na transferência irreversível de um grupo 

fosfato do fosfoenolpiruvato para o ADP, gerando uma molécula de piruvato e uma 

de ATP [241]. Os complexos II, IV e V da CTE também foram avaliados e é 

importante destacar que o complexo II, também conhecido como succinato 

desidrogenase, é um componente tanto do CAC quanto da CTE. Foi observado um 

aumento nos níveis de PKM nos subpopulações de monócitos de pacientes em 

comparação aos dos HDs. Por outro lado, os níveis do complexo II estão diminuídos 

nos monócitos de pacientes, mas não observamos diferenças para os complexos IV 

e V. Apesar de não observarmos diferença nos níveis do complexo IV entre 

pacientes e HD, foi revelada uma diminuição significativa nos níveis de Cox10 e 

Cox18 em monócitos de pacientes infectados pelo P. vivax (Figura 14), ambas 

proteínas sendo essenciais para a inserção do complexo IV na membrana 

mitocondrial interna [253]. Portanto, esses resultados indicam que há um aumento 

na glicólise em monócitos de pacientes infectados pelo P. vivax, com algumas 

deficiências sendo observadas nos processos do CAC e da ETC. 
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Figura 14. Genes envolvidos no CAC e CTE possuem transcrição diminuída durante a infecção 
pelo P. vivax. Número de cópias de mRNA de PKM, dos complexos II, IV e V e de cox10 e cox18. 
(pacientes n=8, controles n=8). Monócitos clássicos estão representados em verde, os inflamatórios 
ou intermediários em vermelho e os patrulhadores em azul * p≤0,05 ** p≤0,01 ***p≤0,001. 

 

A maioria dos genes envolvidos no transporte de vários metabólitos teve sua 

expressão diminuída durante a malária causada pelo P. vivax, especialmente 

aqueles envolvidos na montagem do complexo TIM, responsável pelo transporte do 

espaço intermembranar para a matriz mitocondrial. O mesmo não foi observado para 

o complexo TOM, que realiza o transporte do citoplasma para o espaço 

intermembranar. Além disso, observou-se que a enzima antioxidante mitocondrial 

SOD2 é altamente expressa em monócitos de pacientes infectados pelo P. vivax, o 

que é consistente com a análise de assinatura que mostra que a maioria dos 

pacientes infectados pelo P. vivax produz níveis de SOD2 acima da mediana global 

da população analisada (Figura 15, Figura 8B). 
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Figura 15. Genes envolvidos no controle antioxidante da mitocôndria e na montagem do 
complexo TIM, mas não TOM, possuem transcrição diminuída durante a malária causada pelo 
P. vivax. Número de cópias de mRNA dos genes envolvidos na montagem do complexo TIM, do 
complexo TOM e no controle antioxidante mitocondrial nas subpopulações de monócitos de pacientes 
infectados pelo P. vivax (Pv n=5 – barras cheias) e de doadores saudáveis (HD n=4 – barras vazias). 
Monócitos clássicos estão representados em verde, os inflamatórios ou intermediários em vermelho e 
os patrulhadores em azul. * p≤0,05 ** p≤0,01 ***p≤0,001. (C)  

 

5.7 A infecção pelo Plasmodium vivax altera o conteúdo mitocondrial das 

subpopulações de monócitos 

Visto as diferenças observadas na expressão gênica mitocondrial e 

considerando o papel central das mitocôndrias na manutenção do metabolismo 

celular e na produção de superóxido intracelular [281], nosso próximo passo foi 

avaliar o conteúdo mitocondrial das subpopulações de monócitos de pacientes 

infectados pelo P. vivax. Para tal propósito, foram utilizadas as sondas MitoTracker 

Green e MitoTracker Red CMX-Ros, a primeira é utilizada para marcação total de 
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observada a mesma reatividade para MitoTracker Green nos monócitos de 
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o número de mitocôndrias dentro da célula. No entanto, monócitos inflamatórios e 

patrulhadores de indivíduos infectados apresentaram uma maior reatividade ao 

MitoTracker Red CMX-Ros em comparação aos mesmos subtipos dos doadores 

saudáveis (Figura 16A, painel superior). Esses dados indicam que as mitocôndrias 

dos pacientes se encontram mais ativadas que as dos HDs, devido ao aumento no 

potencial de membrana mitocondrial indicado pelo MitoTracker Red CMX-Ros, 

sugerindo que a malária aumenta a atividade mitocondrial nesses monócitos. 

A intensidade média de fluorescência (IMF) das sondas foi também analisada 

ex vivo nas subpopulações de monócitos por citometria de fluxo. Foi observado que 

monócitos inflamatórios e patrulhadores apresentam maior reatividade com a sonda 

MitoTracker Green que os monócitos clássicos, indicando um maior conteúdo 

mitocondrial nos mesmos (Figura 16B, painel inferior), em relação ao MitoTracker 

Red CMX-Ros, os monócitos inflamatórios apresentaram mais reatividade em 

comparação as demais subpopulações, inferindo-se uma maior atividade 

mitocondrial nessas células (Figura 16B, painel superior).  

Figura 16. Plasmodium vivax altera o conteúdo mitocondrial nos subtipos de monócitos. (A) 
IMF ex vivo das sondas MitoTracker Green (painel inferior) e MitoTracker Red CMX-Ros (painel 
superior) nos subtipos de monócitos de pacientes (Pv n=10, barra cheia) e indivíduos saudáveis (HD 
n=5, barra aberta). (B) Gráficos de barra (esquerda) e histogramas representativos (direita) 
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demonstrando a massa e o conteúdo mitocondrial baseado na intensidade média de fluorescência 
(IMF) do MitoTracker Green (painel inferior) e MitoTracker Red CMX-Ros (painel superior) 
respectivamente, nas subpopulações de monócitos de pacientes (n=25). Monócitos clássicos estão 
representados em verde, os inflamatórios ou intermediários em vermelho e os patrulhadores em azul. 
* p≤0,05 ** p≤0,01 ***p≤0,001. 

 

5.8 A infecção pelo Plasmodium vivax aumenta a atividade de NADPH oxidase 

nas subpopulações de monócitos 

O complexo enzimático NADPH oxidase também constitui uma importante 

fonte de ROS intracelular sendo responsável pela explosão oxidativa, importante 

estratégia utilizada por fagócitos na morte de parasitos [278]. Sendo assim, 

avaliamos a ativação do complexo NADPH oxidase nas subpopulações de 

monócitos de pacientes durante a fase aguda da doença. Para tal, a expressão ex 

vivo de pphox 47 e pphox 67, componentes citosólicos do complexo NADPH 

oxidase, foi avaliada por citometria de fluxo. Com intuito de avaliar possíveis 

alterações causadas pela infecção pelo P. vivax na ativação do complexo NADPH 

oxidase nas subpopulações de monócitos, nós comparamos a expressão das 

subunidades supracitadas em subtipos de monócitos de pacientes (Pv) e de 

doadores saudáveis (HD). Todos os subtipos de monócitos de pacientes e doadores 

saudáveis apresentaram a mesma expressão de pphox 67 (Figura 17A, painel 

inferior). No entanto, monócitos CD14+CD16+ e CD14lowCD16+ de indivíduos 

infectados apresentaram IMF aumentada de pphox 47 em comparação aos mesmos 

monócitos de doadores saudáveis (Figura 17A, painel superior). Esses resultados 

sugerem que a malária induz um aumento na atividade do complexo NADPH 

oxidase nas subpopulações de monócitos. Além disso, foi observado que os 

monócitos inflamatórios apresentaram expressão de pphox 47 (Figura 17B, painel 

superior) e pphox 67 (Figura 17B, painel inferior) aumentadas em relação aos 

demais subtipos, o que é compatível com o perfil mais pró-inflamatório desse tipo 

celular.  
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Figura 17. Plasmodium vivax altera atividade de NADPH oxidase nos subtipos de monócitos. 
(A)  IMF ex vivo de p47phox (painel superior) e p67phox (painel inferior) nos subtipos de monócitos 
de pacientes (Pv n=10, barra cheia) e indivíduos saudáveis (HD n=5, barra aberta). (B) Gráficos de 
barra (esquerda) e histogramas representativos (direita) demonstrando a IMF ex vivo de p47phox 
(painel superior) e p67phox (painel inferior), respectivamente nas subpopulações de monócitos de 
pacientes (n=10). Monócitos clássicos estão representados em verde, os inflamatórios ou 
intermediários em vermelho e os patrulhadores em azul.  * p≤0,05 ** p≤0,01 ***p≤0,001. 

 

5.9 Monócitos de pacientes fagocitam mais Pv-RET que os de HDs 

Nosso grupo demonstrou anteriormente que os monócitos inflamatórios 

controlam melhor o parasito em comparação aos demais subtipos [52]. 

Curiosamente, essa subpopulação também produz mais mROS que as outras. 

Estudos demonstraram o papel de mROS no controle de diferentes parasitos 

[277,288]. Diante disso e visto que a infecção pelo P. vivax alterou significativamente 

o metabolismo e a atividade mitocondrial em monócitos, nos perguntamos se o 

mROS produzidos pelos monócitos poderia estar envolvido no controle do P. vivax.  

A fim de entender melhor o que acontece durante a fagocitose do Pv-RET por 

monócitos, nós utilizamos citometria de fluxo com imagem (ImageStream Mark II, 

Merck-Millipore). De maneira geral, células CD14+ foram purificadas de pacientes e 

indivíduos saudáveis por FACS e as cultivamos com Pv-RET marcado com FITC 
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durante 3 horas. Inicialmente, foi comparada a capacidade fagocitária entre 

monócitos de pacientes e de HDs. Foi observado que monócitos de pacientes 

apresentam maior fagocitose do que de HDs (Figura 18A). Ao analisarmos a 

capacidade de internalização do Pv-RET pelas subpopulações de monócitos, 

notamos que os monócitos clássicos e inflamatórios de pacientes internalizam mais 

que os patrulhadores (Figura 18B painel esquerdo e 18D). Além disso, os 

monócitos inflamatórios e patrulhadores de pacientes apresentam maior 

internalização que as mesmas subpopulações de indivíduos saudáveis, mas para os 

monócitos clássicos não foi observada nenhuma diferença (Figura 18B, painel 

direito). Também foi demonstrado que monócitos inflamatórios produzem mais 

mROS que os monócitos clássicos (Figura 18C). 



92 
 

 

Figura 18. Monócitos de pacientes infectados pelo P. vivax apresentam maior taxa de 
fagocitose do que os de HDs. (A) Imagens representativas da internalização de Pv-RET (FITC - 
verde) por monócitos (CD14 - rosa) (painel esquerdo) e taxa de fagocitose em monócitos de 
pacientes com malária (Pv n=10) e doadores saudáveis (HD n=8) (painel direito). (B) Índice de 
internalização do Pv-RET por subpopulações de monócitos de Pv (n=6) (painel esquerdo) e entre 
monócitos de Pv e HD (n=5) (painel direito). (C) Produção de mROS pelas subpopulações de 
monócitos. (D) Imagens representativas demonstrando a internalização do Pv-RET por cada 
subpopulação de monócitos. * p≤0,05 ** p≤0,01 *** p≤0,001 **** p≤0,0001. 
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5.10 Mitocôndrias migram para o fagolissomo contendo Pv-RET e produzem 

mROS 

Sabendo que mROS são moléculas com meia-vida relativamente curta, 

acredita-se que a colocalização entre o seu sítio de produção e seu alvo aumentaria 

sua eficiência funcional [287]. Sendo assim, nós avaliamos a colocalização entre 

mitocôndrias e lisossomos. Para isso, purificamos células CD14+ de pacientes (Pv) e 

de HDs por FACS e cultivamos com reticulócitos infectados pelo P. vivax corados 

com Alexa 647 durante 3 horas. Após esse tempo, utilizamos a sonda MitoTracker 

Green para corar as mitocôndrias e anticorpo α-CD107a conjugado com BV-450 

para marcar os lisossomos e analisamos a colocalização por citometria de fluxo de 

imagem.  

Os monócitos de pacientes e HD apresentaram o mesmo grau de 

colocalização, indicando que independentemente da infecção, as mitocôndrias são 

igualmente capazes de migrar para o fagolisossomo (Figura 19A). No entanto, os 

monócitos dos pacientes apresentam níveis mais altos de colocalização entre 

fagolisossomos e Pv-RET (Figura 19B), bem como entre mitocôndrias e Pv-RET 

(Figura 19C). Esses dados sugerem que a colocalização semelhante observada 

entre mitocôndrias e fagolisossomos de pacientes e HD é alterada quando o 

fagolisossomo contém o Pv-RET. Nesse caso, observa-se maior colocalização em 

monócitos de pacientes infectados pelo P. vivax do que em monócitos de indivíduos 

saudáveis. Perguntamos ainda se a migração das mitocôndrias para o 

fagolisossomo contendo Pv-RET favoreceria a produção de mROS. Assim, 

avaliamos a colocalização de Pv-RET e MitoSox que apresentou forte correlação 

positiva com a internalização de Pv-RET (Figura 19D). 
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Figura 19. Mitocôndrias migram para o lisossomo contendo o Pv-RET. (A) Imagens 
representativas da colocalização entre lisossomos (aCD107-a - roxo) e mitocôndrias (MitoTracker - 
verde) em monócitos (painel esquerdo) e gráfico de dispersão comparando os níveis de colocalização 
entre monócitos de pacientes (Pv) e doadores saudáveis (HD) (painel direito). (B) Imagens 
representativas da colocalização entre lisossomos e mitocôndrias (MitoTracker - verde) em monócitos 
(painel esquerdo) e gráfico de dispersão comparando os níveis de colocalização entre monócitos de 
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Pv e HDs (painel direito). (C) Imagens representativas da colocalização entre mitocôndrias e Pv-RET 
em monócitos (painel esquerdo) e gráfico de dispersão comparando os níveis de colocalização entre 
monócitos de Pv e HDs (painel direito). (D) Imagens representativas da colocalização entre Pv-RET 
(verde) e mROS (MitoSox – vermelho) e correlação entre internalização de Pv-RET e a colocalização 
de Pv-RET e mitoSox. *p≤0,05. 

 

5.11 Resumo esquemático dos resultados 

Em conjunto, nossos resultados demonstram que a infecção pelo P. vivax 

ocasiona alterações substanciais no metabolismo de monócitos. A malária causa um 

aumento na captação de glicose e na expressão da enzima piruvato quinase em 

monócitos de pacientes, indicando aumento da glicólise nessas células. Apesar de 

não produzir níveis altos de ATP como a fosforilação oxidativa, essa via é capaz de 

produz ATP a nível do substrato, podendo, portanto, suprir as necessidades 

energéticas dos monócitos no contexto de ativação celular. 

Encontramos também uma diminuição da enzima succinato desidrogenase, 

que atua tanto no CAC quanto na CTE, indicando que esses dois processos podem 

ter sua atividade diminuída durante a infecção malárica. Condizente com esse 

contexto, demonstramos que há uma diminuição na expressão gênica de proteínas 

responsáveis pela inserção do Complexo IV na membrana mitocondrial interna, bem 

como diminuição do consumo de oxigênio e da produção de ATP, e consequente 

aumento do potencial de membrana mitocondrial. Sendo essa diferença de potencial 

de membrana importante para a produção de espécies reativas de oxigênio pela 

mitocôndria [285,298]. 

Além disso, houve diminuição na expressão gênica de importantes 

componentes do complexo TOM nas mitocôndrias de pacientes, corroborando que a 

malária causa diminuição da atividade do CAC e da CTE, uma vez que esse 

complexo é responsável pelo transporte de proteínas para a matriz mitocondrial, 

local onde esses processos ocorrem. 
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Figura 20. Esquema geral das alterações causadas pelo P. vivax em monócitos. A infecção pelo 
P. vivax estimula o aumento da captação de glicose bem como a expressão de PKM por monócitos. 
Além disso, há uma diminuição na transcrição de genes importantes que atuam no CAC e na CTE 
que indicam uma possível diminuição na atividade dessas vias, o que é reforçado pela diminuição no 
consumo de oxigênio e produção de ATP via fosforilação oxidativa, o que ocasiona o aumento do 
potencial de membrana mitocondrial e consequentemente estimula a produção de mROS por essas 
células. As setas pretas indicam o caminho das reações e o bombeamento de prótons na CTE. 
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5.12 População de estudo 

Um total de 54 pacientes com malária não complicada causada pelo 

Plasmodium vivax ou pelo P. falciparum foram incluídos nesse estudo no Centro de 

Pesquisa de Medicina Tropical de Rondônia (CEPEM) em Porto Velho, Rondônia, 

área endêmica na região Amazônica do Brasil. A população de estudo foi constituída 

por nove mulheres (16.7%) e 45 homens (83.3%), com faixa etária de 18 a 69 anos 

(35.5 ± 11,13). As manifestações clínicas observadas foram: febre, calafrio, náusea, 

vômito, diarreia, mialgia, cefaleia, artralgia e icterícia (Tabela 5). Adicionalmente, 

foram realizados exames complementares como hemograma (Tabela 6) e avaliação 

de parâmetros bioquímicos (Tabela 7). 
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Tabela 5. Resumo da anamnese e exame clínico realizados em pacientes infectados pelo 
Plasmodium vivax e P. falciparum participantes do presente trabalho 

 
(1) Masculino (M); (2) Feminino (F); (3) Não informado (NI); (4) Não (N); (5) Sim (S). + (≤500 

parasitas/µl); ++ (500-10000 parasitas/µl); +++ (>10000 parasitas/µl). A designação dos pacientes 
iniciada com P é relativa ao P. vivax e Pf ao P. falciparum. 
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Tabela 6. Dados do hemograma realizado em pacientes infectados pelo Plasmodium vivax e P. 
falciparum participantes do presente trabalho 

 

(1) Hematócrito (Hct); (2) Hemoglobina (Hb); (3) Volume corpuscular médio (VCM); (4) Hemoglobina 
corpuscular média (HCM); (5) Concentração da hemoglobina corpuscular média (CHCM); (6) 

Plaquetas (Plaq); (7) Não avaliado (NA). A designação dos pacientes iniciada com P é relativa ao P. 
vivax e Pf ao P. falciparum. 
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Tabela 7. Dados dos exames bioquímicos realizados em pacientes infectados pelo Plasmodium vivax 
e P. falciparum participantes do presente trabalho 

 
(1) Creatinina (Cr); (2) Bilirrubina total (BT); (3) Bilirrubina direta (BD); (4) Bilirrubina indireta (BI); (5) 

Fosfatase alcalina (FAL); (7) Não avaliado (NA). A designação dos pacientes iniciada com P é relativa 
ao P. vivax e Pf ao P. falciparum. 
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5.13 Os níveis de adenosina no plasma aumenta em pacientes infectados pelo 

P. vivax após o tratamento 

A fim de determinar se a adenosina possui um papel relevante na malária, 

primeiramente foi mensurado os níveis plasmáticos de adenosina em pacientes 

infectados pelo P. vivax (P.v.) e P. falciparum (P.f.), antes (BT) e após o tratamento 

(AT), bem como em doadores saudáveis (HD) de área endêmica (PVH) e não 

endêmica (BH) (Figura 21A). Foi demonstrado um aumento nos níveis plasmáticos 

de adenosina em pacientes com malária causada pelo P. vivax após o tratamento 

(Figura 21B, painel esquerdo). O mesmo não foi observado na malária falciparum, 

cujos níveis não foram alterados (Figura 21B, painel direito). Curiosamente, 

indivíduos saudáveis de área endêmica apresentaram níveis mais altos de 

adenosina circulante do que doadores saudáveis de uma área não endêmica 

(Figura 21B, painel central). 

Figura 21. Adenosina no plasma está aumentada em pacientes infectados pelo P. vivax após o 
tratamento. (A) Os níveis de adenosina foram medidos no plasma de 37 indivíduos durante a fase 
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aguda da infecção pelo P. vivax (P.v. BT) e após o tratamento (P.v. AT), 11 doadores saudáveis de 
área endêmica (HD PVH) e 20 doadores saudáveis de um grupo não endêmica (HD BH) e de 8 
pacientes com malária falciparum antes (P.f. BT) e após tratamento (P.f. AT) por HPLC. (B) 
Comparação dos níveis de adenosina entre o mesmo indivíduo durante a fase aguda (painel 
esquerdo) da malária causada pelo P. vivax (P.v. BT) e após o tratamento (P.v. AT); (painel direito); 
fase aguda da infecção pelo P. falciparum (P.f. BT) e após a cura da doença (P.f. AT); (painel do 
meio) Comparação entre doadores saudáveis de área endêmica (HD PVH) e não endêmica (HD BH). 
* p≤0,05, *** p≤0,001. 
 

5.14 Leucócitos de pacientes expressam diferentemente a ectonucleotidase 

CD39 durante a malária causada pelo P. vivax 

A adenosina é um produto da hidrólise do ATP extracelular. As 

ectonucleotidases CD39 e CD73 são as enzimas responsáveis por essas reações. O 

primeiro passo envolve a hidrólise de ATP em ADP ou AMP por CD39. Dado esse 

papel na geração de adenosina, a expressão ex vivo de CD39 foi avaliada em 

leucócitos circulantes de pacientes com malária aguda causada pelo P. vivax por 

meio da citometria de fluxo.  

Foi demonstrado que CD39 é mais expressa nas subpopulações de monócitos, 

principalmente os clássicos e inflamatórios. Seguido das células B e neutrófilos, e 

por último nas células T, CD4+ e CD8+ (Figura 22A). Resultados semelhantes foram 

observados para a malária falciparum (Figura 23A). Monócitos patrulhadores, 

linfócitos T CD4+, T CD8+ e neutrófilos apresentaram um aumento nos níveis de 

CD39 após o tratamento da doença. Por sua vez, monócitos clássicos e 

inflamatórios não alteraram a expressão de CD39, permanecendo com quase 100% 

das células expressando a enzima (Figura 22B). Em contraste, na infecção pelo P. 

falciparum foi encontrado um aumento da expressão de CD39 nos monócitos 

clássicos, células B e neutrófilos (Figura 23B). Quando comparamos a malária 

causada pelo P. vivax com a ocasionada pelo P. falciparum, observamos a mesma 

expressão de CD39 em todos os leucócitos analisados, exceto em monócitos 

patrulhadores, que apresentaram níveis mais altos nos pacientes infectados por P. 

vivax (Figura 22C). 
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Figura 22. Expressão ex vivo de CD39 em leucócitos circulantes de pacientes infectados pelo 
P. vivax. (A) A expressão da ectonucleotidase CD39 foi medida em leucócitos circulantes de 13 
pacientes infectados pelo P. vivax usando citometria de fluxo. Os monócitos clássicos estão 
representados em verde, os inflamatórios em vermelho, os patrulhadores em azul, as células T CD4+ 
em rosa, as T CD8+ em marrom, as células B em laranja e os neutrófilos em roxo. (B) Comparação na 
expressão de CD39 entre leucócitos de pacientes na fase aguda da malária causada pelo P. vivax 
(BT) e o mesmo indivíduo após o tratamento (AT). (C) Os níveis de CD39 foram comparados entre 
pacientes infectados pelo P. vivax (P.v.) e pelo P. falciparum (P.f. n=4) e doadores saudáveis (HD 
n=9). * p≤0,05 ** p≤0,01 *** p≤0,001. 
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Figura 23. Expressão ex vivo de CD39 em leucócitos circulantes de pacientes infectados pelo 
P. falciparum. (A) A expressão da ectonucleotidase CD39 foi medida em leucócitos circulantes de 4 
pacientes infectados pelo P. falciparum usando citometria de fluxo. Os monócitos clássicos foram 
representados em verde, os inflamatórios em vermelho, os patrulhadores em azul, as células T CD4+ 
em rosa, as células T CD8+ em marrom, as células B em laranja e os neutrófilos em roxo. (B) 
Comparação na expressão de CD39 entre leucócitos de pacientes na fase aguda da malária 
falciparum (BT) e o mesmo indivíduo após o tratamento (AT). * p≤0,05 ** p≤0,01 *** p≤0,001 
 

5.15 Leucócitos de pacientes possuem distinto padrão de expressão da 

ectonucleotidase CD73 durante a malária causada pelo P. vivax 

A última etapa da reação para a produção de adenosina consiste na conversão 

de AMP em adenosina por CD73. Considerando essa participação essencial na 

geração de adenosina, a expressão ex vivo de CD73 foi mensurada em leucócitos 

circulantes de pacientes com malária aguda causada pelo P. vivax por meio da 

citometria de fluxo.  
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Assim como para CD39, o CD73 também foi mais expresso nas subpopulações 

de monócitos, seguido pelas células B e T CD8+. Os níveis de CD73 em células T 

CD4+ e neutrófilos foram consideravelmente mais baixos (Figura 24A). O mesmo 

perfil foi observado para os pacientes com malária falciparum (Figura 25A). Todos 

os leucócitos analisados expressaram os mesmos níveis de CD73 antes e após o 

tratamento, tanto na malária causada pelo P. vivax (Figura 24B) quanto pelo P. 

falciparum (Figura 25B), exceto as células T CD8+ na infecção pelo P. vivax. 

Quando comparamos as infecções pelos diferentes plasmódios, foi observado que a 

expressão de CD73 foi semelhante em ambos, exceto para as células B que 

apresentaram maiores níveis desta ectonucleotidase nos pacientes infectados pelo 

P. vivax (Figura 24C). 
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Figura 24. Expressão ex vivo de CD73 em leucócitos circulantes de pacientes infectados pelo 
P. vivax. (A) A expressão da ectonucleotidase CD73 foi medida em leucócitos circulantes de 13 
pacientes infectados pelo P. vivax usando citometria de fluxo. Os monócitos clássicos estão 
representados em verde, os inflamatórios em vermelho, os patrulhadores em azul, as células T CD4+ 
em rosa, as células T CD8+ em marrom, as células B em laranja e os neutrófilos em roxo. (B) 
Comparação na expressão de CD73 entre leucócitos de pacientes na fase aguda da malária causada 
pelo P. vivax (BT) e o mesmo indivíduo após o tratamento (AT). (C) Os níveis de CD73 foram 
comparados entre pacientes infectados pelo P. vivax (P.v.) e pacientes infectados pelo P. falciparum 
(P.f. n=4) e doadores saudáveis (HD n=9). * p≤0,05 ** p≤0,01 *** p≤0,001. 
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Figura 25. Expressão ex vivo de CD73 em leucócitos circulantes de pacientes infectados pelo 
P. falciparum. (A) A expressão da ectonucleotidase CD73 foi medida em leucócitos circulantes de 4 
pacientes infectados pelo P. falciparum usando citometria de fluxo. Os monócitos clássicos estão 
representados em verde, os inflamatórios em vermelho, os patrulhadores em azul, as células T CD4+ 
em rosa, as células T CD8+ em marrom, as células B em laranja e os neutrófilos em roxo. (B) 
Comparação na expressão de CD73 entre leucócitos de pacientes na fase aguda da malária 
falciparum (BT) e o mesmo indivíduo após o tratamento (AT).  * p≤0,05 ** p≤0,01 *** p≤0,001. 
 

Além disso, analisamos a co-expressão das ectonucleotidases CD39 e CD73, 

que seguiram os achados de CD73 para infecções pelo P. vivax (Figura 26) e P. 

falciparum (Figura 27). 
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Figura 26. Co-expressão de CD39 e CD73 em leucócitos circulantes de pacientes infectados 
pelo P. vivax. (A) A co-expressão das ectonucleotidases CD39 e CD73 foi medida em leucócitos 
circulantes de 13 pacientes infectados pelo P. vivax usando citometria de fluxo. Os monócitos 
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clássicos estão representados em verde, os inflamatórios em vermelho, os patrulhadores em azul, as 
células T CD4+ em rosa, as células T CD8+ em marrom, as células B em laranja e os neutrófilos em 
roxo. (B) Comparação da co-expressão de CD39 e CD73 entre leucócitos de pacientes na fase aguda 
da malária causada pelo P. vivax (BT) e o mesmo indivíduo após o tratamento (AT). (C) Os níveis de 
CD39 e CD73 foram comparados entre pacientes infectados pelo P. vivax (P.v.) e pacientes 
infectados pelo P. falciparum (P.f. n=4) e doadores saudáveis (HD n=9). * p≤0,05 ** p≤0,01 *** 
p≤0,001  * p≤0,05 ** p≤0,01 *** p≤0,001. 

 
Figura 27. Co-expressão de CD39 e CD73 em leucócitos circulantes de pacientes infectados 
pelo P. falciparum. (A) A co-expressão das ectonucleotidases CD39 e CD73 foi medida em 
leucócitos circulantes de 4 pacientes infectados pelo P. falciparum usando citometria de fluxo. Os 
monócitos clássicos estão representados em verde, os inflamatórios em vermelho, os patrulhadores 
em azul, as células T CD4+ em rosa, as células T CD8+ em marrom, as células B em laranja e os 
neutrófilos em roxo. (B) Comparação na co-expressão de CD39 e CD73 entre leucócitos de pacientes 
na fase aguda da malária falciparum (BT) e o mesmo indivíduo após o tratamento (AT).  * p≤0,05 ** 
p≤0,01 *** p≤0,001. 
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5.16 Linfócitos circulantes de pacientes infectados pelo P. vivax expressam 

níveis aumentados do receptor de IL-10 em comparação aos indivíduos 

infectados pelo P. falciparum 

Muitos estudos têm demonstrado o papel da adenosina na produção de IL-10, 

e de maneira interessante foi demonstrado que pacientes durante a fase aguda da 

malária ocasionada pelo P. vivax exibiram níveis aumentados de IL-10. Com base 

nesses achados, a expressão do receptor de IL-10, também conhecido como 

CD210, foi avaliada em leucócitos de pacientes com malária. Foi demonstrado que 

as células B, monócitos inflamatórios e patrulhadores exibem níveis mais altos de 

CD210 do que os outros leucócitos (Figura 28A). O mesmo foi observado na 

malária falciparum (Figura 29A). Após o tratamento, a expressão de CD210 

diminuiu nas células B e aumentou nas células T CD8+ (Figura 28B). Não houve 

diferenças para a infecção por P. falciparum (Figura 29B). Curiosamente, monócitos 

inflamatórios e células T de pacientes infectados com o P. vivax apresentaram 

maiores níveis do receptor de IL-10 em comparação a mesma população celular em 

indivíduos com malária falciparum (Figura 28C). 
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Figura 28. A expressão de CD210 em leucócitos circulantes de pacientes infectados pelo P. 
vivax. (A) A expressão do receptor de IL-10 (CD210) foi medida em leucócitos circulantes de 13 
pacientes infectados pelo P. vivax usando citometria de fluxo. Os monócitos clássicos estão 
representados em verde, os inflamatórios em vermelho, os patrulhadores em azul, as células T CD4+ 
em rosa, as células T CD8+ em marrom, as células B em laranja e os neutrófilos em roxo. (B) 
Comparação da expressão de CD210 entre leucócitos de pacientes na fase aguda da malária 
ocasionada pelo P. vivax (BT) e o mesmo indivíduo após o tratamento (AT). (C) Os níveis de CD210 
foram comparados entre pacientes infectados pelo P. vivax (P.v.) e pacientes infectados pelo P. 
falciparum (P.f. n=4) e doadores saudáveis (HD n=9). * p≤0,05 ** p≤0,01 *** p≤0,001  * p≤0,05 ** 
p≤0,01 *** p≤0,001. 
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Figura 29. A expressão de CD210 em leucócitos circulantes de pacientes infectados pelo P. 
falciparum. (A) A expressão do receptor de IL-10 (CD210) foi medida em leucócitos circulantes de 4 
pacientes infectados pelo P. falciparum usando citometria de fluxo. Os monócitos clássicos estão 
representados em verde, os inflamatórios em vermelho, os patrulhadores em azul, as células T CD4+ 
em rosa, as células T CD8+ em marrom, as células B em laranja e os neutrófilos em roxo. (B) 
Comparação da expressão de CD210 entre leucócitos de pacientes na fase aguda da malária 
falciparum (BT) e o mesmo indivíduo após o tratamento (AT). * p≤0,05 ** p≤0,01 *** p≤0,001  * p≤0,05 
** p≤0,01 *** p≤0,001. 
 

5.17 Monócitos são importantes fontes de IL-10 durante a malária causada pelo 

P. vivax 

Em conjunto, os resultados relatados no presente estudo sugerem o papel das 

subpopulações de monócitos na produção de adenosina, uma vez que expressaram 

altos níveis de ambas ectonucleotidases, além de apresentarem níveis aumentados 

do receptor de IL-10. Demonstramos também que os pacientes na fase aguda da 

infecção pelo P. vivax exibiram níveis plasmáticos altos de IL-10, que diminuíram 

significativamente após o tratamento da doença (Figura 30A, painel superior). 
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produção de IL-10 por monócitos (Figura 30A, painel inferior), confirmando que 

essas células participam da produção de IL-10 durante a malária causada pelo P. 

vivax. 

Figura 30. Pv-Ret induz a produção de IL-10 por monócitos que expressam altos níveis das 
ectonucleotidases CD39 e CD73. (A) O nível plasmático de IL-10 foi medido em pacientes 
infectados pelo P. vivax durante a fase aguda da doença (BT) e após o tratamento (AT) (painel 
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superior) (n=23) usando o kit CBA Th1/Th2/Th17. A produção intracelular de IL-10 por monócitos 
cultivados com Pv-RET e sem estímulo foi avaliada por citometria de fluxo (painel inferior) (n=14). (B 
e C) As expressões de CD39 e CD73 em monócitos clássico (verde - painel superior), inflamatórios 
(painel vermelho - meio) e patrulhadores (azul - painel inferior) (n=5) foram determinadas utilizando 
citômetria de fluxo de imagem. (D e E) As expressões de ectonucleotidases foram avaliadas antes (-) 
e após (+) cultura das supbopulações de monócitos com reticulócitos infectados pelo P. vivax (n=5). * 
p≤0,05 ** p≤0,01 *** p≤0,001. 
 

5.18 Monócitos inflamatórios expressam níveis aumentados de 

ectonucleotidases que não são alterados pela infecção pelo P. vivax 

Considerando o papel dos monócitos na produção de adenosina e IL-10, 

utilizamos a citometria de fluxo de imagem, uma abordagem mais sensível, a fim de 

definir a expressão e localização ex vivo das ectonucleotidases nos subtipos de 

monócitos. Foi demonstrado que todos os subtipos expressaram altos níveis de 

ambas ectonucleotidases (Figura 30 B e C), como mostrado anteriormente por meio 

da citometria de fluxo convencional. Os monócitos inflamatórios exibiram níveis mais 

altos de CD39 e CD73 do que as outras subpopulações (Figura 30B). Com o 

objetivo de definir se a infecção pelo P. vivax altera a expressão de 

ectonucleotidases nas subpopulações de monócitos, sua expressão foi mensurada 

antes e depois da cultura com Pv-RET. Foi observado que todos os subtipos foram 

capazes de fagocitar os reticulócitos infectados pelo P. vivax (Figura 30E), no 

entanto, esse fenômeno não alterou a expressão de CD39 e CD73 nos mesmos 

(Figura 30D). 

Sabendo que CD39 e CD73 correspondem a etapas seqüenciais de hidrólise 

de ATP à adenosina, acredita-se que sua colocalização aumenta sua eficiência. 

Portanto, foi avaliada a colocalização entre as ectonucleotidases em subtipos de 

monócitos de pacientes infectados pelo P. vivax utilizando citometria de fluxo de 

imagem. Todas as subpopulações de monócitos exibiram colocalização entre as 

ectonucleotidases (Figura 31C), não sendo observadas diferenças entre as mesmas 

(Figura 31A). Apesar de CD39 (Figura 31D) e CD73 (Figura 31E) colocalizarem 

com Pv-RET, a fagocitose do último não alterou os níveis de colocalização entre as 

ectonucleotidades nos subtipos de monócitos (Figura 31B). 
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Figura 31. As ectonucleotidases CD39 e CD73 exibem colocalização nos subtipos de 
monócitos. (A e C) A localização de CD39 e CD73 em subtipos de monócitos de pacientes com 
malária causada pelo P. vivax foi avaliada por citometria de fluxo de imagem. (B) Níveis de 
localização de CD39 e CD73 antes (-) e após (+) cultura com Pv-RET. Imagens representativas 
mostrando a colocalização entre reticulócitos infectados pelo P. vivax e CD39 (D) ou CD73 (E) (n=5). 
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5.19 Plasmodium vivax altera a transcrição de genes de receptores 

purinérgicos P1 nas subpopulações de monócitos 

O ATP extracelular e a adenosina atuam principalmente através dos receptores 

purinérgicos P2 e P1, respectivamente. Para determinar se a infecção pelo P. vivax 

altera a expressão de receptores purinérgicos nas subpopulações de monócitos, foi 

analisado o número de cópias de mRNA de genes selecionados nos suptipos de 

monócitos de oito pacientes infectados pelo P. vivax (P.v.) e oito doadores 

saudáveis (HD) usando nCounter Nanostring. Foram avaliados 14 genes: adenosina 

desaminase (ADA) (roxo), ADORA1 (rosa), ADORA2A (amarelo), ADORA2B (laranja), 

ADORA3 (rosa escuro), receptor de IL-10 (CD210) (azul), P2X1 (verde) , P2X3 

(laranja escuro), P2X4 (verde escuro), P2X7 (vermelho), P2Y1 (azul escuro), P2Y11 

(preto), P2Y2 (marrom) e P2Y4 (cinza) (Tabela 8).  

Gráficos de radar foram construídos com os dados obtidos e indicaram que a 

malária ocasionada pelo P. vivax altera a expressão de receptores purinérgicos nas 

subpopulações de monócitos (Figura 32A). Análises mais detalhadas demonstraram 

que a expressão de ADORA2A e A2B é maior nos subtipos de monócitos dos 

pacientes em comparação com os doadores saudáveis (Figura 32B). Não foram 

observadas diferenças quando comparamos as subpopulações de pacientes entre 

si, exceto para ADA que está aumentada em monócitos patrulhadores, e o 

ADORA2B, que é mais expresso em monócitos clássicos (Figura 32C). Em conjunto, 

esses resultados demonstram que apesar da infecção pelo P. vivax não alterar a 

expressão das ectonucleotidades nas subpopulações de monócitos, ela aumentou a 

expressão dos receptores de adenosina A2A e A2B, sugerindo que a adenosina 

desempenha um papel durante a malária. Não foram encontradas diferenças 

significativas em relação a expressão de receptores purinérgicos P2 (Figura 33). 
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Tabela 8. Diferenças estatísticas entre a contagem do número de cópias de mRNA nas 
subpopulações de monócitos de pacientes infectados pelo P. vivax e indivíduos saudáveis 
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Figura 32. A infecção pelo P. vivax altera a expressão dos receptores de adenosina nos 
subtipos de monócitos. Análise de nanostring dos subtipos de monócitos de 8 doadores saudáveis 
e 8 pacientes infectados pelo P. vivax. (A) A proporção de indivíduos que exibem cada parâmetro foi 
avaliada utilizando a mediana global e os gráficos de radar foram construídos. Os genes avaliados 
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foram: ADA (roxo); (rosa) ADORA1; (amarelo) ADORA2A; (laranja) ADORA2B; (rosa escuro) ADORA3; 
CD210 (azul); (verde) P2X1; (laranja escuro) P2X3; (verde escuro) P2X4; (vermelho) P2X7; (azul 
escuro) P2Y1; (preto) P2Y11; (marrom) P2Y2; e P2Y4 (cinza). (B) Comparação entre o número de 
cópias de mRNA dos receptores de adenosina entre os subtipos de monócitos de pacientes (P. vivax) 
e de doadores saudáveis (HD) e (C) entre subpopulações de monócitos de pacientes infectados pelo 
P. vivax. * p≤0,05 ** p≤0,01 *** p≤0,001. 

 

Figura 33. A infecção pelo P. vivax não altera a expressão de receptores purinérgicos P2 nas 
subpopulações de monócitos. Análise do nanostring de subpopulações de monócitos de 8 
doadores saudáveis e 8 pacientes infectados pelo P. vivax. (A) Comparação do número de cópias de 
mRNA dos receptores purinérgicos P2 dos subtipos de monócitos de pacientes (P. vivax) e doadores 
saudáveis (HD). * p≤0,05 ** p≤0,01 *** p≤0,001 
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5.20 Subpopulações de monócitos apresentam expressão gênica de 

receptores purinérgicos distinta que é intensificada durante a malária causada 

pelo P. vivax 

Com o intuito de melhor identificar diferenças na expressão dos receptores 

purinérgicos, comparamos a mesma subpopulação de monócitos de pacientes com 

a de doadores saudáveis construindo a assinatura ascendente dos mesmos. A 

proporção de indivíduos que exibem cada parâmetro foi avaliada utilizando a 

mediana global. Os parâmetros observados em 50% ou mais dos indivíduos 

expressando um determinado gene acima da mediana global foram destacados para 

cada subpopulação. Foi demonstrado que os três subtipos de monócitos analisados 

têm a expressão da maioria dos genes analisados aumentada em pacientes 

infectados (P. vivax) (Figura 34B) em relação a doadores saudáveis (HD) (Figura 

34A). Curiosamente, quase todos os genes analisados foram expressos nas 

subpopulações de monócitos de pacientes, exceto ADA em monócitos clássicos; e 

CD210 e P2Y2 em monócitos inflamatórios e patrulhadores. 

Os diagramas de Venn foram construídos com o intuito de investigar as 

semelhanças e diferenças entre subpopulações de monócitos em um mesmo 

contexto. Foi observado que em indivíduos saudáveis (HD), as subpopulações de 

monócitos expressavam apenas 10 genes em 50% ou mais dos indivíduos, e 

apenas CD210 foi expresso em todos as subpopulações (Figura 35A, painel 

esquerdo). Vale ressaltar que em pacientes infectados com P. vivax, 11 genes 

foram expressos pelas três subpopulações, indicando que eram mais semelhantes 

durante a doença (Figura 35A, painel direito). Ao comparar as subpopulações de 

monócitos de pacientes e HD, foi demonstrado que, apesar de possuir um número 

considerável de genes em comum, a grande maioria dos genes analisados é 

expressa apenas nos monócitos de pacientes (Figura 35B), corroborando com a 

ideia de que a malária causada pelo P. vivax, de fato, causa mudanças substanciais 

na expressão de receptores purinérgicos pelas subpopulações de monócitos. 
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Figura 34. As subpopulações de monócitos exibem expressão gênica de receptores 
purinérgicos P1 e P2 distinta que é intensificada durante a malária ocasionada pelo P. vivax. A 
proporção de indivíduos que exibem cada parâmetro foi avaliada usando o valor da mediana global e 
as assinaturas ascendentes foram construídas. Os parâmetros observados contendo o número de 
mRNA acima da mediana global em 50% ou mais dos indivíduos foram destacados para cada 
subpopulação de monóticos de doadores saudáveis (A) e pacientes infectados pelo P. vivax (B). Os 
monócitos clássicos estão representados em verde, inflamatórios ou intermediários em vermelho e os 
patrulhadores em azul. Os genes destacados em negrito representam os parâmetros observados em 
50% ou mais dos indivíduos na mesma subpopulação de monócitos de pacientes e doadores 
saudáveis. 
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Figura 35. Padrão da expressão gênica dos receptores adenosina e purinérgicos em subtipos 
de monócitos de doadores saudáveis e pacientes infectados pelo P. vivax. Os diagramas de 
Venn foram construídos para identificar a expressão gênica comum entre cada grupo. Somente 
genes expressos em 50% ou mais dos indivíduos foram incluídos. (A) Comparação da expressão 
gênica entre subpopulações de monócitos de doadores saudáveis (painel esquerdo) e pacientes 
infectados pelo P. vivax (painel direito). Os genes destacados em negrito foram comumente 
expressos pelos pacientes e por HD na mesma análise de subconjuntos. (B) Comparação da 
expressão gênica em cada subpopulação de monócitos entre doadores saudáveis (círculo) e 
pacientes com malária causada pelo P. vivax (quadrado). Os genes destacados em negrito foram 
comumente expressos pelos pacientes e HD ou grupo de interseção entre as subpopulações de 
monócitos analisados. Os genes em itálico foram expressos exclusivamente em um subtipo 
específico de monócitos pelos pacientes e HD ou grupo de interseção. 
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5.21 Adenosina aumenta a produção de IL-10 e diminui a de TNF por 

monócitos de maneira dependente de ADORA2A 

O papel da adenosina como mediador anti-inflamatório tem sido amplamente 

demonstrado. A adição de adenosina é capaz de estimular a produção de IL-10 e 

diminuir os níveis de TNF em monócitos estimulados com LPS (Figura 36A). Além 

disso, também observamos que o efeito nos níveis de TNF foi revertido com o uso 

do ZM241385, um bloqueador do ADORA2A. O mesmo não foi observado com o uso 

do MRS1754, um antagonista do ADORA2B (Figura 36B). Estes resultados indicam 

que a adenosina atua através do ADORA2A, diminuindo a produção de TNF pelos 

monócitos. 

 
Figura 36. A adenosina aumenta a produção de IL-10 e diminui a de TNF pelos monócitos de 
maneira dependente do receptor da adenosina2A. (A) A expressão intracelular de IL-10 (painel 
esquerdo) e TNF (painel direito) foi avaliada em monócitos na ausência (círculo) ou presença 
(quadrado) de adenosina (n=9). (B) A expressão de TNF foi avaliada em monócitos na ausência 
(círculo) ou presença (quadrado) de adenosina após cultura anterior com bloqueador de receptores 
ADORA2A (ZM241385-cinza) ou bloqueador do receptor de ADORA2B (MRS1754) (n=7). * p≤0,05 ** 
p≤0,01 *** p≤0,001. 
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6 DISCUSSÃO 

Considerando o papel essencial desempenhado pelos monócitos durante a 

malária causada pelo P. vivax [52,60], nós procuramos compreender o papel dessas 

células tanto no contexto inflamatório, refletido pelo papel do metabolismo no 

desenvolvimento da resposta imune protetiva, quanto regulador, representado pela 

produção e ação da adenosina por essas células. 

Na década passada, esforços a fim de compreender os princípios que 

controlam e impulsionam o metabolismo celular foram extensivamente realizados. 

Dessa maneira, o imunometabolismo tem sido explorado como um novo campo de 

pesquisa que fornece conhecimento sobre como alterações metabólicas afetam as 

células do sistema imune [299]. Estudos recentes demonstraram que células imunes 

com funções diferentes utilizam vias metabólicas distintas com o intuito de equilibrar 

a produção de energia química com a geração de metabólitos intermediários, 

essenciais para a ativação, crescimento e proliferação celular [233,234,235,300]. No 

presente estudo, foi examinada a assinatura de imunometabolismo de 

subpopulações de monócitos de pacientes infectados pelo Plasmodium vivax e 

doadores saudáveis. Em resumo, foi demonstrado que a malária causada pelo P. 

vivax diminui a fosforilação oxidativa e consequentemente a produção de ATP 

nessas células, ocasionando um aumento na produção de ROS mitocondrial de 

maneira dependente do potencial de membrana mitocondrial. Além disso, a 

produção de mROS parece estar associada ao controle do parasito, destacando o 

papel do metabolismo no desenvolvimento da imunidade protetora. 

A resposta imune inata desempenha um papel central no controle e na 

patogênese da malária, sendo necessária para desencadear a imunidade adquirida 

protetora, mas também sendo responsável pelos sintomas observados durante a 

fase aguda da doença [24,49,50]. Nesse contexto, o papel das subpopulações de 

monócitos durante a infecção pelo P. vivax já foi demonstrado anteriormente [52,60] 

e levou ao entendimento de que os monócitos CD14+CD16+ controlam melhor o 

parasita e exibem mitocôndrias maiores, além de produzirem mais mROS que os 

outros subtipos [52]. Historicamente, as mitocôndrias são consideradas as principais 

responsáveis pela geração de energia metabólica em praticamente todas as células 

eucarióticas. No entanto, a noção de que as mitocôndrias são apenas “casas de 

força” das células se mostrou muito restritiva, levando-se em consideração o fato de 
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que essas organelas são capazes de orquestrar a imunidade, modulando estados 

metabólicos e fisiológicos em diferentes tipos celulares [234,273,274,275,276]. 

Considerando o observado nas funções efetoras e no conteúdo mitocondrial 

das subpopulações de monócitos, foi investigado se essas diferenças ocorriam em 

função da infecção pelo P. vivax ou se eram características intrínsecas das 

subpopulações de monócitos. Sabendo que a ativação de células imunes 

geralmente envolve alterações na expressão de vários genes [233], foi analisada a 

transcrição de genes nucleares envolvidos no metabolismo mitocondrial em subtipos 

de monócitos de doadores saudáveis e de pacientes com malária ocasionada pelo 

P. vivax. Além das subpopulações de monócitos serem diferenciados pela 

expressão distinta de marcadores de superfície, muitos estudos demonstraram que 

eles também possuem um perfil de expressão gênica único [85,301,302]. As 

descobertas aqui relatadas demonstraram claramente a infecção pelo P. vivax induz 

alterações significativas na expressão gênica dos monócitos. Além disso, 

observamos que as subpopulações de monócitos exibem expressão gênica 

mitocondrial distinta mesmo na ausência da infecção; expressão esta ainda maior 

após a infecção pelo P. vivax. 

Evidências adquiridas a partir da estimulação in vitro de macrófagos com LPS 

indicam um aumento na glicólise [303,304] e uma diminuição na OXPHOS como 

característico de células pró-inflamatórias ativadas [250,305]. O presente estudo 

recapitulou esses achados em subpopulações de monócitos, demostrando que a 

malária causada pelo P. vivax aumenta a captação de glicose, principalmente pelos 

monócitos CD14+CD16+. Da mesma forma, foi observado um aumento nos níveis de 

mRNA da piruvato quinase (PKM) nos subtipos de monócitos durante a infecção 

pelo P. vivax, sugerindo que essas células produzem ATP por glicólise, uma vez que 

a PKM é responsável pela produção de ATP através da fosforilação a nível de 

substrato. A análise de fluxo metabólico extracelular confirmou que os monócitos 

exibem um fenótipo glicolítico na exposição ao P. vivax, diferentemente daqueles 

estimulados com PMA, que apresentam um fenótipo energético. 

Pelo menos oito locais na mitocôndria estão relacionados à produção de 

superóxido em células de mamíferos [306]. O superóxido é produzido quando um 

único elétron é transferido para o O2, à medida que os pares de elétrons fluem pela 

cadeia transportadora de elétrons [307]. Apesar de todos os sítios de produção de 
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superóxido apresentarem uma produção significativa [308,309], os complexos I e III 

da mitocôndria parecem ser as fontes mais importantes desse mediador 

[310,311,312]. Muitos estudos têm focado no papel do complexo I mitocondrial na 

produção de superóxido. Por exemplo, foi descrito que uma grande quantidade de 

NADH é reduzida e leva à alta produção de superóxido pelo complexo I da cadeia 

transportadora de elétrons (CTE), independente do potencial de membrana 

mitocondrial [311]. Também foi demonstrado que um alto potencial de membrana 

mitocondrial causa um transporte reverso de elétrons que produz grandes 

quantidades de superóxido também pelo complexo I [298]. Durante esses dois 

modos de operação, a produção de ATP encontra-se diminuída. A fim de produzir 

ativamente ATP, as mitocôndrias exibem uma taxa de respiração celular 

relativamente alta em comparação aos modos anteriores e o potencial de membrana 

mitocondrial encontra-se diminuído, ocasionando a produção de altos níveis de ATP 

e baixos níveis de ROS mitocondrial pelos complexos I e III [281]. O fato do Pv-RET 

desencadear uma diminuição nos níveis de ATP, quando adicionado às culturas de 

sangue total, indica que as mitocôndrias não estão produzindo ATP 

preferencialmente. Da mesma forma, não foram observadas alterações na razão 

NAD/NADH, indicando que este eixo não é relevante para a produção de mROS 

nesse contexto. Em conjunto, esses resultados indicam que as mitocôndrias 

produzem mROS em um mecanismo dependente do potencial de membrana 

mitocondrial, o que é evidenciado pela maior reatividade com o MitoTracker Red 

CMX-Ros por monócitos durante a malária causada pelo P. vivax.  

De fato, o fluxo metabólico extracelular do metabolismo mitocondrial 

demonstrou que os monócitos de pacientes com malária ocasionada pelo P. vivax 

produzem menos ATP do que os de HD, dado reforçado por uma menor eficiência 

de acoplamento de prótons e menos taxa respiratória basal observada nessas 

células. Nessa conjectura, a mitocôndria possui um papel de destaque no 

metabolismo celular, seja no estabelecimento ou na manutenção de fenótipos em 

células do sistema imune, principalmente durante a ativação da resposta 

imunológica, na qual os leucócitos mudam completamente o seu metabolismo [234]. 

Nesse sentido, os eventos metabólicos mitocondriais são fortemente controlados 

nas células imunes, uma vez que podem ter um enorme impacto nas funções 

celulares. Estudos em macrófagos demonstraram que macrófagos M1 exibem um 
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CAC prejudicado, evidenciado pela diminuição dos níveis da enzima succinato 

desidrogenase (SDH) [250]. Nossos dados confirmam esse achado em monócitos 

humanos. Foi demonstrada uma diminuição nos níveis de SDH durante a malária 

causada pelo P. vivax de duas maneiras. Primeiro, foi observado que no sangue 

total de pacientes houve uma diminuição nos níveis de FAD, grupo protético na 

SDH, quando comparado aos doadores saudáveis. Além disso, foi demonstrada 

uma diminuição no número de transcritos da enzima nas subpopulações de 

monócitos dos pacientes. Importante ressaltar que a SHD também é conhecida 

como complexo II da CTE, sendo, portanto, a única enzima que participa da CAC e 

da CTE. Em conjunto, esses resultados indicaram uma diminuição na atividade de 

CAC e CTE nas subpopulações de monócitos dos pacientes infectados pelo P. 

vivax. 

Em consonância com esses achados, também foi observada uma diminuição 

no número de transcritos de genes envolvidos na montagem do complexo TIM. 

Embora possua seu próprio material genético, o DNA mitocondrial, ele codifica uma 

pequena porcentagem das proteínas mitocondriais, sendo essas principalmente 

enzimas que atuam no CAC e no CTE. Dessa maneira, a grande maioria das 

proteínas encontradas nas mitocôndrias é derivada do DNA genômico e traduzida no 

citosol celular [264]. Para que alcancem seu local de atuação, é necessário que 

essas proteínas sejam transportadas até o compartimento mitocondrial. A primeira 

etapa desse transporte é efetuada pelo complexo TOM, responsável por reconhecer 

as proteínas precursoras no citosol e transportá-las através dos poros da membrana 

externa da mitocôndria [265]. De maneira geral, os monócitos de pacientes 

infectados pelo P. vivax não apresentaram diferenças significativas no número de 

transcritos de genes relacionados ao complexo TOM, sugerindo que o transporte 

pela membrana mitocondrial externa funciona normalmente em monócitos durante a 

infecção pelo P. vivax. É válido destacar que a membrana mitocondrial externa é 

prontamente permeável a moléculas pequenas e a íons, que se movem livremente 

por canais transmembrana [241].  

 A segunda etapa de transporte de proteínas para a mitocôndria é efetuada 

pelo complexo TIM, responsável pelo transporte de proteínas do espaço 

intermembranas para a matriz mitocondrial [264]. Todos os genes analisados 

apresentaram um número de transcritos diminuídos em monócitos de pacientes em 



129 
 

 

comparação aos monócitos de indivíduos saudáveis, sugerindo que esse transporte 

se encontra alterado durante a malária ocasionada pelo P. vivax. É importante 

mencionar que a membrana interna é impermeável à maioria das moléculas 

pequenas e aos íons, incluindo prótons; as únicas espécies que cruzam a 

membrana o fazem por meio de transportadores específicos e é justamente nessa 

membrana que se encontram os quatro complexos da CTE e a ATP-sintase  [241]. É 

na matriz mitocondrial que se encontram várias moléculas, incluindo todas as 

enzimas necessárias para a realização do CAC [265], sendo assim esses resultados 

sugerem que há uma diminuição na atividade do CAC.  

Condizente com esse resultado, foi também demonstrado que apesar de não 

haver diferenças nos níveis de mRNA da enzima citocromo c oxidase, observamos 

uma diminuição no número de transcritos de genes relacionados à montagem do 

complexo IV. Curiosamente, não houve diferença no número de transcritos do 

complexo V, ou ATP sintase, entre pacientes e doadores saudáveis, indicando que 

eles têm a mesma capacidade de produzir ATP via OXPHOS. Entretanto, os 

resultados aqui relatados sugerem que o transporte de elétrons pela CTE resulta em 

um aumento na variação do potencial da membrana mitocondrial, que em vez de ser 

usada para produzir ATP via OXPHOS, está produzindo mROS. Esses resultados 

estão de acordo com a ativação dessas células durante a resposta imunológica 

[52,60], demonstrando que essas células apresentam um metabolismo celular 

anabólico, no qual a produção de ATP é balanceada com a produção de outros 

metabólitos necessários para a realização de um resposte imune eficiente [234], 

incluindo a produção de ROS. 

O aumento do potencial de membrana mitocondrial nos monócitos 

CD14+CD16+ em comparação com outros subtipos foi demonstrado previamente 

[52], sugerindo uma atividade metabólica diferenciada durante a infecção pelo P. 

vivax, corroborando com o aumento das funções efetoras desse subtipo, como a 

produção de ROS mitocondrial [52] e de citocinas pró-inflamatórias [60,250]. O 

presente estudo confirmou esses achados e demonstrou que apesar da infecção 

não alterar a quantidade de mitocôndrias nas subpopulações de monócitos, ela 

aumentou o potencial de membrana mitocondrial nas mesmas, sugerindo que a 

infecção pelo P. vivax modifica a atividade mitocondrial nessas células. Nesse 
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contexto, é válido destacar que o potencial de membrana mitocondrial é um fator 

importante na produção de superóxido pelas mitocôndrias [285,298]. 

O papel do estresse oxidativo durante a malária ainda não é completamente 

compreendido. Estudos sugerem que ROS atuam na defesa contra o parasito e 

outros relacionam a sua produção com a patogênese da doença [290,291]. O papel 

mais bem conhecido de ROS em células do sistema imune é na morte de parasitos 

por meio da explosão oxidativa mediada pelo complexo da NADPH oxidase (NOX) 

em fagócitos. Entretanto, foi demonstrado que a ausência de NADPH oxidase não 

alterou a parasitemia em animais infectados com diferentes espécies de 

Plasmodium spp. [292], e não contribuiu para a patogênese da malária cerebral 

murina [313]. De maneira interessante, também foi demonstrado que a proteína 

circunsporozoíta da malária é capaz de inibir a explosão oxidativa em células de 

Kupffer [314]. Em conjunto, esses resultados sugerem que ROS derivadas de NOX 

não são essenciais para o controle do parasito. Apesar disso, no presente estudo, foi 

demonstrado que, assim como observado em relação a mROS, a malária também 

aumentou a atividade de NOX nas subpopulações de monócitos, indicando que, pelo 

menos em humanos, esse processo pode estar envolvido no desenvolvimento de 

uma resposta imune protetora contra o plasmódio. 

Esses resultados condizem com dados da literatura que mostram que a malária 

induz uma forte resposta imune inata [49,50,51] e que as subpopulações de 

monócitos apresentam um perfil altamente inflamatório durante a fase aguda da 

doença, principalmente os monócitos CD14+CD16- e CD14+CD16+ [52]. Nesse 

contexto, estudos vêm demonstrando o papel de mROS na morte de micro-

organismos [277,288]. Por exemplo, foi demonstrado que macrófagos que 

produziam mais ROS mitocondrial, devido a uma deficiência no transporte de 

prótons através da mitocôndria, apresentavam uma maior eficiência na eliminação 

de taquizoítos de T. gondii in vitro, sendo esse efeito revertido com o uso de 

antioxidantes [288]. Além disso, um trabalho mais recente demonstrou que a 

superexpressão de catalase, enzima antioxidante, em monócitos comprometia a 

capacidade dos mesmos em eliminar eficientemente a bactéria Salmonella 

typimurium [277]. 

Uma vez que ROS são moléculas com meia-vida relativamente curta, acredita-

se que a colocalização entre o seu sítio de produção e seu sítio alvo aumente sua 
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eficiência funcional [287]. Demonstramos que as mitocôndrias dos monócitos foram 

capazes de migrar para o fagolisossomo contendo o Pv-RET. Tais resultados 

condizem com dados da literatura que demonstram a migração de mitocôndrias para 

áreas contendo PAMPs de parasitos [277]. É importante ressaltar que além de 

migrar para o fagolisossomo, foi observado que as mitocôndrias produziram mROS, 

indicando um papel do último no controle do parasito. Curiosamente, foi 

demonstrado que os monócitos inflamatórios fagocitam e controlam o P. vivax 

melhor do que outros subtipos [52], porém o mecanismo pelo qual isso acontece 

ainda não foi elucidado. O presente estudo confirmou que os monócitos 

CD14+CD16+ produzem mais mROS do que as outras subpopulações, resultado que 

condiz com a maior reatividade dessa subpopulação com a sonda MitoTracker Red, 

uma vez que a mesma reflete o potencial de membrana mitocondrial, determinante 

importante para a produção de ROS mitocondrial [285,298].  

Devido à importância de ROS na sinalização celular e considerando que o 

estresse oxidativo pode causar danos ao hospedeiro, sua produção é regulada em 

vários níveis. A produção de enzimas antioxidantes que atuam diminuindo a 

quantidade de ROS representa um mecanismo essencial de regulação [285]. As 

enzimas superóxido dismutase (SOD) se destacam nesse cenário, uma vez que 

catalisam a dismutação do superóxido em oxigênio molecular ou peróxido de 

hidrogênio, atuando, portanto, na defesa ao estresse oxidativo [295]. Foi 

demonstrado que os monócitos de pacientes infectados pelo P. vivax apresentam o 

mesmo número de transcritos do gene de SOD1 em comparação a indivíduos 

saudáveis, exceto para os monócitos clássicos. Entretanto, todas as subpopulações 

de monócitos de pacientes apresentaram um aumento no número de transcritos do 

gene de SOD2. É válido ressaltar que SOD1 é a principal enzima antioxidante 

presente no citoplasma celular e que SOD2 é encontrada principalmente na matriz 

mitocondrial, atuando no controle antioxidante contra o estresse oxidativo 

mitocondrial [295]. Esses resultados corroboram com os dados anteriores, 

mostrando um aumento na produção de mROS durante a malária. A fim de evitar 

grandes danos nos tecidos durante a malária ocasionada pelo P. vivax, o controle 

antioxidante também é aumentado. Além disso, esse resultado reforça a importância 

da colocalização do sítio produtor de ROS e seu foco de ação. 
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Em conjunto, esses resultados refletem as mudanças metabólicas que ocorrem 

nas subpopulações de monócitos durante a ativação de uma resposta imunológica 

inflamatória contra o plasmódio. Nessa conjectura, é importante destacar que na 

maioria das infecções parasitárias, existe uma relação dinâmica entre o agente 

etiológico e o sistema imunológico do hospedeiro, cujo equilíbrio, se alterado, pode 

influenciar no prognóstico da doença [24]. Assim, o equilíbrio entre elementos da 

resposta imune inflamatória, como é o caso do mROS, e da resposta imune 

reguladora é minuciosamente modulado, a fim de permitir um controle eficaz da 

carga parasitária e limitar simultaneamente os danos ao hospedeiro [102]. Um 

potente elemento regulador da inflamação é IL-10 [122]. 

Sendo assim, a adenosina se destaca como uma molécula reguladora, que tem 

sido frequentemente associada ao controle da resposta inflamatória à infecção, 

principalmente por estimular a produção de IL-10 [152]. A adenosina é gerada 

através da hidrólise do ATP extracelular realizada por ectoenzimas [102]. Durante 

situações de estresse celular, o ATP pode ser liberado para o ambiente extracelular 

como um sinal de perigo [315,316]. A fim de regular a inflamação desencadeada 

pelo ATP extracelular, sua concentração é modulada pelas ectonucleotidases CD39 

e CD73. Primeiro, a ecto-NTPDase1 (CD39) hidrolisa o ATP em ADP e 

subsequentemente em AMP. Em seguida, a ecto-5’-nucleotidase (CD73) desfosforila 

AMP e produz adenosina [102,157,168,169,170,171]. O papel dessas enzimas no 

contexto imunológico é tão importante que qualquer alteração desse processo pode 

modificar o prognóstico de muitos eventos fisiopatológicos [157]. 

O papel da adenosina na modulação da inflamação tem sido extensivamente 

estudado, mas sua relevância na regulação da resposta imune do hospedeiro contra 

infecções precisa ser aprimorada [102]. A maioria das pesquisas concentra-se no 

estudo dos receptores, enquanto a quantificação da adenosina é limitada, 

principalmente por restrições técnicas [226]. Estudos que dosaram os níveis 

plasmáticos de adenosina em humanos estavam interessados, principalmente, em 

defini-la como um biomarcador para doenças cardiovasculares [229,230,231,232]. 

Considerando a importância da quantificação da adenosina no cenário de doenças 

infecciosas, nós dosamos os níveis plasmáticos de adenosina em pacientes na fase 

aguda da malária causada pelo P. vivax ou P. falciparum e após o tratamento, bem 

como em doadores saudáveis de área endêmica e não endêmica. Nossos 
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resultados demonstraram um aumento no nível de adenosina em pacientes 

infectados pelo P. vivax após o tratamento, enquanto nenhuma diferença foi 

observada na malária falciparum. Curiosamente, também foi mostrado que doadores 

saudáveis de área endêmica apresentaram níveis mais altos de adenosina do que 

aqueles da região não endêmica.  

Estudos recentes têm demonstrado o papel do sistema CD39/CD73 em 

infecções, causadas principalmente por bactérias e vírus. Um estudo mostrou que 

camundongos que superexpressam CD39 humano nas células epiteliais das vias 

aéreas aumentaram a resposta inflamatória e consequentemente eliminaram mais 

eficientemente a infecção por Pseudomonas aeruginosa. Foi especulado que a 

superexpressão de ectonucleotidase reduziu o nível de ATP extracelular, limitando a 

dessensibilização dos receptores purinérgicos P2, que desencadeia a inflamação 

das vias aéreas em resposta a bactérias [188]. Na infecção por citomegalovírus, foi 

demonstrado que o aumento na produção de adenosina, associado à regulação 

positiva na expressão de ectonucleotidases, causou um ambiente imunossupressor, 

facilitando a invasão celular pelo vírus [223]. Além disso, outro trabalho demonstrou 

um aumento na expressão de CD39 em linfócitos de indivíduos infectados pelo vírus 

da imunodeficiência humana (HIV), indicando um papel potencial das 

ectonucleotidases na disfunção imune relacionada a esta doença [224]. 

Com o intuito de definir o papel de diferentes células imunes na produção de 

adenosina, avaliamos a expressão de CD39 e CD73 em leucócitos do sangue 

periférico de pacientes com malária causada pelo P. vivax e pelo P. falciparum, 

antes e após o tratamento, bem como de doadores saudáveis. Evidências sugerem 

que a expressão dessas ectonucleotidases é induzida por citocinas pró-

inflamatórias, estresse oxidativo e condições de hipóxia [166,167,174,317]. Estudos 

anteriores mostraram que o CD39 é expresso em níveis variáveis nos leucócitos 

[162,163,164]. Foi demostrado que mais de 90% dos monócitos, neutrófilos e células 

B expressam CD39, enquanto apenas uma minoria de células T expressou essa 

ectonucleotidase [164]. Nossos resultados confirmam esses achados em indivíduos 

infectados e saudáveis. Monócitos clássicos e inflamatórios expressaram os maiores 

níveis de CD39. Curiosamente, observamos que o tratamento da malária causada 

pelo P. vivax aumentou a expressão da enzima em monócitos patrulhadores, 

neutrófilos e células T CD4+ e T CD8+. 
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De maneira semelhante, CD73 também é expresso em uma variedade de 

tecidos, bem como em leucócitos do sangue periférico [172,173]. Como observado 

para a expressão de CD39, CD73 também foi mais expresso nas subpopulações de 

monócitos e células B. Apesar das células T CD8+ exibirem baixos níveis de CD39, 

elas expressaram altos níveis de CD73. Para os neutrófilos, os resultados foram 

exatamente o oposto, confirmando estudos anteriores que demonstraram que os 

neutrófilos expressam amplamente CD39 [164] e, em certa medida, CD73 [318]. 

Tomados em conjunto, nosso resultados demonstraram um papel importante para as 

subpopulações de monócitos e células B na produção de adenosina, uma vez que 

coexpressam ambas as ectonucleotidases em níveis elevados. Curiosamente, 

também observamos que as subpopulações de monócitos de pacientes 

expressaram mais CD73 do que aqueles de doadores saudáveis, e essa expressão 

não foi alterada após o tratamento da doença.  

Estudos têm demonstrado a importância do eixo CD39/CD73 na diferenciação 

e ativação de macrófagos [187,319,320]. Macrófagos M1 possuem expressão 

diminuída de ambas as ectonucleotidases, causando um acúmulo de ATP 

extracelular [321]. Por outro lado, os macrófagos M2 possuem expressão 

aumentada de CD39 e CD73 e, consequentemente, um aumento na produção de 

adenosina, o que intensifica a capacidade anti-inflamatória e de remodelação 

tecidual dessas células [322]. Nesse contexto, a via CD39/CD73, através de sua 

atividade coordenada, regula a duração da sinalização purinérgica em resposta a 

várias condições extracelulares. Dessa maneira, assim como ocorre para IL-10, há 

uma dualidade no papel da adenosina. Durante uma infecção, a adenosina pode ser 

prejudicial ao hospedeiro, diminuindo a resposta antimicrobiana protetora. Ao 

mesmo tempo que é essencial para o controle da inflamação exacerbada durante a 

infecção aguda que pode ser prejudicial ao hospedeiro [102].  

Da mesma forma que a adenosina, a IL-10 é uma molécula reguladora 

essencial, capaz de proteger o hospedeiro, limitando a inflamação exacerbada [118]. 

Seus efeitos são devidos à diminuição da produção de citocinas pró-inflamatórias 

e/ou quimiocinas, bem como pela regulação negativa do MHC-II e moléculas co-

estimuladoras nas células apresentadoras de antígenos (APCs) [121,123,124]. A 

ausência de IL-10, em algumas infecções, pode levar a uma eliminação mais eficaz 

e mais rápida do parasito sem causar danos colaterais mediados pelo sistema 
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imunológico ao hospedeiro [119,120]. Entretanto, em outros cenários, como o 

modelo experimental da malária, a falta de IL-10 causa efeitos imunopatológicos, 

evidenciando seu papel fundamental na modulação das respostas inflamatórias. Por 

exemplo, estudos usando camundongos deficientes em IL-10 infectados pelo P. 

chabaudi chabaudi AS demonstraram uma patologia excessiva, incluindo hipotermia, 

hipoglicemia e também uma perda de peso corporal [108]. A IL-10 também tem sido 

relacionada à hiperparasitemia em animais infectados pelo P. chabaudi adami [142]. 

No entanto, dados do modelo experimental de malária grave mostraram um papel 

protetor na malária cerebral experimental (MEC) [140], mas em uma infecção letal 

pelo P. yoelii, a produção de IL-10 foi correlacionada com alta parasitemia e anemia 

grave [116,141]. Portanto, juntos, esses resultados indicam que a IL-10 é necessária 

para controlar a inflamação e, consequentemente, proteger o hospedeiro, mas esse 

efeito também pode promover um aumento na parasitemia.  

Curiosamente, estudos em humanos mostraram que indivíduos infectados pelo 

P. vivax apresentam maior expressão de IL-10 do que pacientes com malária 

falciparum [104]. Além disso, outros achados indicam que diferentes manifestações 

clínicas da doença estão fortemente associadas a um desequilíbrio na produção de 

citocinas inflamatórias e reguladoras [12]. Considerando que a IL-10 atua nas 

células imunes através da ativação de seu receptor (CD210) [121], analisamos a 

expressão de CD210 por leucócitos em pacientes infectados pelo P. vivax ou P. 

falciparum antes e após o tratamento da malária, bem como em doadores 

saudáveis. Demonstramos que os monócitos inflamatórios e as células B expressam 

os níveis mais altos de CD210 durante a fase aguda da malária ocasionada pelo P. 

vivax. As descobertas mostradas aqui indicam claramente um papel importante dos 

subtipos de monócitos no eixo CD39/CD73/IL-10/CD210. 

Nosso grupo demonstrou que as subpopulações de monócitos desempenham 

um papel importante na defesa do hospedeiro contra a infecção, uma vez que foram 

os principais produtores de citocinas inflamatórias durante a fase aguda da doença, 

mas também foram capazes de produzir altos níveis de IL-10 quando estimulados 

com Pv-RET [52,60]. De maneira interessante, a fagocitose de Pv-RET não alterou a 

expressão de ectonucleotidases em subpopulações de monócitos, mostrando que o 

aumento nos níveis de CD73 observados na subpopulação de monócitos de 

pacientes com malária causada pelo P. vivax foram devidos à infecção per se, e não 
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estimulados pela fagocitose do parasito. Os monócitos inflamatórios se destacaram 

por expressarem os maiores níveis de todos os parâmetros analisados. Como CD39 

e CD73 correspondem a etapas sequenciais de hidrólise de ATP em adenosina 

[102,157,168,169,170,171], é plausível pensar que sua colocalização aumenta sua 

eficiência. No entanto, não houve diferença nos níveis de colocalização entre as 

subpopulações de monócitos, indicando que eles tinham a mesma capacidade de 

produzir adenosina. 

O ATP extracelular e a adenosina promovem suas funções via ativação dos 

receptores purinérgicos de superfície expressos pelas células imunes 

[154,157,168,194,323,324]. Burnstock (1978) propôs uma subdivisão do receptor 

purinérgico em P1 (adenosina) e P2 (ATP, ADP) [325]. Posteriormente, os 

receptores P2 foram divididos em receptores P2Y e P2X, com base em sua estrutura 

molecular [168]. Demonstramos que as subpopulações de monócitos exibiram 

expressão gênica de receptores purinérgicos P1 e P2 distinta em comparação aos 

doadores saudáveis. Surpreendentemente, após a infecção pelo P. vivax, as três 

subpopulações coexpressaram quase todos os genes analisados, indicando que a 

infecção pelo P. vivax causa mudanças substanciais na transcrição de receptores 

purinérgicos.  

O papel dos receptores purinérgicos P1 tem sido amplamente relacionado nas 

células imunológicas. Em resumo, a sinalização da adenosina tem o intuito de evitar 

a inflamação exacerbada, diminuindo a produção de citocinas pró-inflamatórias, 

inibindo a entrada de leucócitos nos tecidos através da regulação negativa de 

moléculas de adesão e quimiocinas, e por fim, desencadeando a produção de 

citocinas anti-inflamatórias [196,197,198]. Dessa forma, a natureza da ação da 

adenosina depende da magnitude da concentração de adenosina extracelular, bem 

como da expressão de cada subtipo dos receptores de adenosina nos diferentes 

tipos celulares [199]. Observamos um aumento na expressão dos receptores A2A e 

A2B em subpopulações de monócitos, indicando um papel para ambos durante a 

malária causada pelo P. vivax. Importante ressaltar que a concentração de 

adenosina extracelular também deve ser regulada a fim de modular os seus efeitos 

imunossupressivos. Sendo assim, a enzima adenosina desaminase (ADA) 

representa um importante regulador negativo dos níveis extracelulares de adenosina 

e consequentemente, atua modulando a estimulação dos receptores de adenosina 
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[192]. Nossos resultados mostram uma tendência de aumento no número de 

transcritos de ADA nos monócitos de pacientes, sugerindo que os efeitos da 

adenosina, apesar de importantes, devem ser regulados durante a infecção pelo P. 

vivax 

A ligação da adenosina nos receptores A2A e A2B inibe a produção de TNF 

[206,207,208,209] e aumenta a liberação de IL-10 [210,211,212] por macrófagos. 

Em monócitos, tanto o A2A como o A2B encontram-se envolvidos na inibição da 

liberação de TNF pelos monócitos [217]. Além disso, a ativação de A2A também 

estimulou a IL-10 e inibiu a produção de IL-12 por monócitos humanos [217,218], 

além de inibir a produção de IL-18 induzida por LPS [220]. Nossos resultados 

confirmaram esses achados, demonstrando que esse efeito durante a infecção pelo 

P. vivax é completamente inibido pelo uso do antagonista do receptor A2A 

(ZM241385), mas não pelo antagonista do A2B (MRS1754). 
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7 CONCLUSÕES 

Em conclusão, o presente estudo demonstrou que há uma reprogramação no 

metabolismo das subpopulações de monócitos durante a infecção pelo P. vivax. Em 

uma situação homeostática, as mitocôndrias dos monócitos produzem ATP 

ativamente, o que é devido a um alto consumo de oxigênio, baixo potencial de 

membrana mitocondrial e consequentemente, baixa produção de ROS mitocondrial. 

Entretanto, durante a malária ocasionada pelo P. vivax, os monócitos são capazes 

de fagocitar o reticulócito infectado pelo Plasmodium vivax e reprogramar seu 

metabolismo. Em vez de produzir altos níveis de ATP via OXPHOS, essas células 

tendem a aumentar a taxa de glicólise a fim de produzir energia suficiente para 

manter suas funções efetoras. Além disso, a energia da variação do potencial da 

membrana mitocondrial gerada pelo transporte de elétrons via CTE está sendo 

usada para produzir mROS, fenômeno evidenciado pela diminuição do consumo de 

oxigênio e da produção de ATP. Além disso, as mitocôndrias dos monócitos de 

pacientes possuem a habilidade de migrar para o fagolisossomo contendo o Pv-RET 

e produzir ROS mitocondrial, sugerindo um papel do último no controle do parasito 

(Figura 37). 

As subpopulações de monócitos expressaram os níveis mais altos das 

ectonucleotidases CD39 e CD73, sugerindo um papel importante dessas células na 

produção de adenosina e consequentemente na modulação da resposta inflamatória 

estimulada durante malária. Apesar dos níveis circulantes de adenosina terem 

diminuído nos pacientes infectados pelo P. vivax, eles apresentaram expressão 

aumentada dos receptores A2A e A2B nas subpopulações de monócitos, indicando 

uma possível modulação da adenosina nessas células. Especulamos que a 

superexpressão dos receptores P1 ocasiona a redução dos níveis extracelulares de 

adenosina. Além disso, o tratamento com adenosina diminuiu a produção de TNF 

por monócitos, efeito abolido com o bloqueio do receptor de adenosina A2A (Figura 

38). Por fim, o presente estudo tentou contribuir com o conhecimento sobre 

resistência versus suscetibilidade à malária ocasionada pelo P. vivax. 
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Figura 37. A infecção pelo P. vivax altera o metabolismo de monócitos (A) Em uma situação 
homeostática, as mitocôndrias dos monócitos produzem ATP ativamente, o que é devido a um alto 
consumo de oxigênio, baixo potencial de membrana mitocondrial e consequentemente, baixa 
produção de ROS mitocondrial. (B) Durante a malária causada pelo P. vivax, os monócitos são 
capazes de fagocitar o Pv-RET e reprogramar seu metabolismo. As mitocôndrias dos monócitos de 
pacientes possuem a habilidade de migrar para o fagolisossomo contendo o Pv-RET e produzir ROS 
mitocondrial, que desempenha um papel no controle do plasmódio. 
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Figura 38. Adenosina desempenha um papel na modulação da resposta de monócitos durante 
a infecção pelo P. vivax. Durante a malária, os monócitos apresentam um aumentam na expressão 
da ectonucleotidase CD73, bem como dos receptores ADORA2A e ADORA2B e da enzima adenosina 
desaminase (ADA). Foi demonstrado que monócitos possuem a maquinaria necessária para produzir 
adenosina a partir da hidrólise completa do ATP, e que essa através do receptor ADORA2 é capaz de 
diminuir a produção de TNF e aumentar a de IL-10 por essas células.  
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